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Introduccion

. INTRODUCCION

1. Consideraciones generales.

“Garantizar lavida de un ser humano gracias ala sustitucion de uno de
sus 6rganos destruido por un érgano sano... representa ciertamente la epopeya
més apasionante de la ciencia médica de nuestro siglo, tanto en lo que supone
de hazana terapéutica como por su significacion y sus repercusiones en €
conocimiento de nuestro universo biolégico” (Vicente, 1994). El trasplante
renal como terapia sustitutiva para aquellas personas que sufren insuficiencia
rena cronica termina se erige en una eficaz herramienta y exponente de
referencia para conseguir este objetivo. Por €elo, los recursos humanos,
sociaes, sanitarios, cientificos, juridicos y econdmicos destinados atd fin, y
todos los esfuerzos que contribuyan a su mejora serén siempre insuficientes.

Han sido muchos los avances en € plano cientifico-médico que han
fuertemente posicionado al trasplante rena como una modalidad normalizada
de tratamiento renal sudtitutivo. Uno de ellos, con nombre propio, la
farmacoterapia inmunosupresora sobre la que Griny6 (1998) en su editoria
“Inmunosupresion: hacia € 2000 perfila € futuro inminente, y dga
entrever la exigencias clinicas que se avecinan: “El simbolismo mitico de los
milenios parece obligar a cambios muy tangibles marcando puntos de
inflexion en los distintos ambitos de la actividad humana... El progreso de las
ciencias no escapa a esta percepcion”. No cabe duda que son numerosos los
ensayos que debe vencer un nuevo agente inmunosupresor desde que es
esbozado a la comunidad cientifica hasta su comercidizacion y empleo

rutinario. Sin embargo, la investigacion clinica del mismo presenta
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numerosos escollos, ya porgue la accién especifica de la nueva droga sobre
cada una de las fases de la dorrespuesta no puede ser estudiada
individualmente, ya porque los verdaderos objetivos son los propios
resultados sobre la poblacion trasplantada més que los continuos,
fragmentados y cambiantes modelos de alorreactividad inmunolégica. Estas
dificultades pueden crear un gran abismo entre la accién molecular de la
droga y la Situacion clinica. Por otra parte, los logros del trasplante rend
conseguidos con & empleo de ciclosporina A como droga de mantenimiento
solamente pueden ser superados con cuidadosos ensayos clinicos capaces de
definir con claridad & papel del nuevo inmunosupresor, y en definitiva,
establecer ya la superioridad (considerando las variables supervivencia del
injerto, episodios de rechazo, funcion dd injerto,...), o la equivaenciaclinica
con meor perfil toxicolégico (Kahan, 1993). En los dltimos 5 afios la
eclosion de nuevos inmunosupresores, cada vez més selectivos, fruto de la
Investigaci on basi ca sostenida en afios y expresion del mejor conocimiento de
la aoinmunidad en lo que concierne a pape que juegan linfocitos y
citoquinas en la induccion de rechazo agudo e induccion de tolerancia
(Mannon et a, 1999), viene a intentar satisfacer las demandas no resueltas
con la inmunosupresion previa. En este ingtante los estudios de seguimiento
adquieren especia protagonismo.

A continuacion esbozaremos aspectos decisivos que han motivado la
busqueda de nuevos inmunosupresores, y como se desarrollé e micofenolato
mofetil (MMF). Plantearemos | as dificultades que entraia la blisqueda de un
criterio inmunol 6gico que permita monitorizar € trasplante rena. Finalmente
haremos agunas consideraciones sobre € virus C en € trasplante rend.
Tales premisas nos serviran para apoyar las inquietudes que animaron €

presente trabajo de investigacion.
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2. Aspectos decisivos en la busgueda de nuevos
iInmunosupresores a finales de los afnos 80: nefropatia

cronicaddl injerto renal.

2.1. Recuerdo historico de la Inmunosupresion en el trasplante

rendl.

Desde 1936 en que Voronoy readlizase € primer trasplante renal en
humanos, han sido muchas las cotas superadas, y muchas las personas que en
laactualidad se benefician de este tratamiento.

Con lafinalidad de comprender |os determinantes que propiciaron el
desarrollo de nuevos agentes inmunosupresores puede resultar de interés un

recuerdo histérico de lainmunosupresion en el trasplante renal (tabla 1).

Tabla 1. Pasado, presente y futuro de la inmunosupresion en e trasplante
rendl.

1960 Irradiacion total.
Inmunosupresién con Azatioprina (Calne, Zukoski), Corticoides (Starzl).
1967 Anticuerpo policlona antilinfocitarios (Starzl).
1978 Ciclosporina A (Calneet d).
1983 Anticuerpo monoclona OKT3 (Cosimi).
1990 FK-506

1995-2001  Micofenolato mofetil, rapamicina, brequinar, mizoribina, leflunomida,
deoxispergualing, SK& F 105685, Ac-anti IL2-R, otros Ac.

El tremendo avance en inmunosupresion hace 40 afios comenzd con la
descripcion del efecto inmunosupresor de la 6-mercaptopurina (6-MP) por

Schwartz y Dameshek (1959), y la posterior introduccion clinica de su
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derivado imidazolico, azatioprina (AZA) por Cane et a (1962). En estos
anos fueron descritas | as leyes basicas que rigen € rechazo, |os antigenos del
complego principa de histocompatibilidad y las diferencias entre individuos.
Pronto se incorporaron los corticoides (prednisona, P), constituyéndose |a
doble terapia inmunosupresora AZA + P. Con esta pauta raramente se

consiguieron supervivencias dd injerto rena a5 afios superiores al 50 %.

El primer ensayo clinico fase | empleando ciclosporina A fue realizado
por Cane et a (1978) en Sete trasplantados renales. La eficaciay tolerancia
de la droga condujo a la redizacion de ensayos clinicos a gran escaa
(Europeo, 1983; Canadiense, 1986) en los que se puso de manifiesto la
superioridad de laterapia CyA + P frente a régimen clésico AZA + P parala
prevencion del rechazo agudo, megorando la supervivencia de los injertos a
corto plazo.

Como terapia de mantenimiento la CyA se ha empleado asociada a
esteroides y/ 0 AZA, y ocasionalmente en monoterapia. Con esta droga los
episodios de rechazo agudo han evolucionado frecuentemente de forma poco
sintomética (sin la clasica triada grave de fiebre, injerto grande y doloroso),
adquiriendo gran relevancia la valoracion de una constelacion de parametros
bioquimicos, ecogréficos, isotépicos e histolégicos (revisado por Alsinag,
1997).
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2.2. Nefropatia cronica del injerto renal. Factores inmunologicos
y no inmunologicos. Nefrotoxicidad por ciclosporina A y rechazo

agudo.

Tras diez afos empleando regimenes a base de CyA, hasta bien
entrados los afios 90, se evidencian los problemas no resuetos,
principa mente derivados de su toxicidad y de la relativa elevada incidencia
de rechazo agudo, por cuanto que se trata de factores etiopatogénicos de
nefropatia cronica, y por ende, de fracaso tardio del injerto rena. S bien €
avance ha sido importante respecto a la preservacion de 6rganos, descenso de
la mortalidad por complicaciones infecciosas y € tratamiento contra el
rechazo agudo, con notable incremento de la supervivencia de los injertos en
el primer afo en torno a 80 % (Azumaet al, 1994), apenas se hamejorado la
supervivencia de los mismos a 10 afios (Knigth et al, 1991; Schweitzer et d,
1991). En nuestro centro la supervivenciadd injerto a1, 5y 10 afios con la
terapia mas habitual hasta 1996 consistente en linfoglobunina + prednisona +
CyA (n= 113) es dd 83, 70 y 64 %, respectivamente (Bravo, datos no
publicados). Todo ello pone de manifiesto que las medidas farmacol 6gicas
tan eficaces para tratar @ rechazo agudo son inadecuadas para prevenir la
nefropatia cronica.

Lanefropatia crénica del injerto, definida como e progresivo deterioro
de la estructura y funcién del injerto en meses o afios, es resultado de la
interaccion inmunologica y no inmunoldgica entre injerto y receptor. La
histologia esta dominada por proliferacion miointimal y obliteracion vascular,
glomerulo-esclerosis, fibrosis intersticial y atrofia tubular, con infiltrado
inflamatorio (Paul et a, 1993). Al recapitular sobre los factores
etiopatogénicos de |a nefropatia crénica dd injerto (tabla 2), ha llegado a ser
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costumbre diferenciarlos en factores inmunolégicos o aoantigeno-
dependientes y no inmunologicos o aoantigeno-independientes, en aras de
una mayor claridad principalmente clasificatoria, sin perjuicio de que con
frecuencia interactUen por ambas vias. Es evidente que ambos determinantes
son capaces de activar las mismas células, mediadores moleculares de lesion
y remodelado tisular del injerto, que conducen a muy semeantes S no
idénticas lesiones histopatolégicas (figura 1). Vg, la activacion antigeno-
especifica de los linfocitos T, la exposicion cronica a ciclosporina A o la
hipertensién glomerular condicionan todas la produccién local del B-TGF
(Kehrl et a, 1986; Shehata et a, 1995; Shankland et al, 1994), un
polipéptido con potentes efectos sobre la proliferacion y diferenciacion
celular, modulador de la respuesta inmunolgica 'y promotor del depdsito de

materia extracelular y defibrosis.

Tabla 2. Factores Etiopatogénicos de Nefropatia Cronicadel Trasplante Renal.

A. Factores Inmunol gicos.

- Rechazo agudo. Rechazo agudo subclinico. Rechazo crénico.

- Incompatibilidad HLA entre donante y receptor.

- Bgjainmunosupresion.

- Recidiva de la nefropatia de base en € injerto (nefropatialgA, ...).
- Nefrotoxicidad por drogas (CyA, tacrolimus, ...).

B. Factores No Inmunol gicos.

- Edad extrema del donante (<5 y >60 afios, debido a*“baja masa nefrona™). Lesiones previas
en € injerto: donante afoso.

- Funcion renal postrasplante retardada.

- Preservacion peri-implante; lesiones ddl injerto por fenébmenos de isquemia-reperfusion®.

- Hiperlipemia, Obesidad, Diabetes mellitus, Hipertension arterial eintraglomerular
(hiperfiltracion), Hiperhomocisteinemia, Tabaguismo. Enfermedad vascular. Factores
geneticos.

- Infecciones (en particular por citomegalovirus*).

- Uropatia obstructiva.

*: tales factores pudieran participar también por mecanismos |esiona es inmunol 6gicos.
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Figura 1. Mecanismo lesional de los factores inmunologicos y no

inmunol 6gicos sobre e trasplante renal.

Factores antigeno-dependientes Factores antigeno-independientes

— —

Hiperfiltracion
Hipertenson
intraglomerular

glomérulos
funcionantes

Reduccion de /

Glomeruloesclerosis
Fibrosis

Destacamos gue algunos determinantes de nefropatia cronica ofrecen
una fuerte limitacion de intervencion, por lo que es sobre otros, como la
Inmunosupresion o lainjuria asociada a fendbmenos de isquemiareperfusion,
donde con frecuencia se centrad plan de actuacion. Respecto alos primeraos,
nos vamos a referir a la compatibilidad HLA entre donante/ receptor y a la
edad del donante.

El andisis de la base de datos europea sobre trasplante rena confirmé
gue e mgor empargjamiento HLA se asocio con supervivencias del injerto
superiores. ninguna incompatibilidad empleando injertos de cadaver resultd
en una supervivencia del 79 % en 5 afnos, y una vida media de 13,2 afios,
frente d 51 % y 7,8 anos, respectivamente, de aguellos injertos sin ninguna
compatibilidad (Thorogood et a, 1992). Resultados semgantes informo
Opelz en @ estudio cooperativo (1992). Sin embargo, este efecto beneficioso
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del empargiamiento HLA sobre la supervivencia desaparece en aguellos
injertos que han sufrido uno 0 més episodios de rechazo agudo (Zhou et d,
1994), o proceden de donantes mayores de 60 afios (Delmonico, 2000). Los
resultados de Matas et a (2000), obtenidos del andlisis de cerca de 1200
trasplantados renaes, subrayan la importancia de evitar la funcion rend
retardada del injerto y los episodios de rechazo agudo, con la findidad de
reducir € rechazo cronico, la pérdida de injertos, y por ende, meorar la
supervivencia de los injertos a largo plazo. Por € contrario, sugieren que la
compatibilidad HLA no es un determinante esencia para la conseguir
supervivencias prolongadas.

Los mayoria de los estudios sobre los factores de riesgo de nefropatia
cronicadel injerto casi siempre se han centrado sobre |as circunstancias post-
donacion, pero cada vez es més evidente que la edad del donante y la calidad
de injerto antes del implante son determinantes prondsticos de la funcién
rena alargo plazo. Se ha estimado que la edad del donante justifica el 30 %
de lavariacion de lafuncion rena en injertos de mas de un afio de evolucion
(Gjertson, 1997). Por otra parte, los trasplantes procedentes de donantes > 50
anos muestran una supervivenciaen € primer ano del 71 % frente al 93 % de
aquellos procedentes de donantes < 50 afios (Matas et a, 2000). En nuestro
centro, € andlisis sobre 542 trasplantes arroja una supervivencia del injerto a
5 anos del 80 %, ya empleando injertos procedentes de donantes menores (n=
482) como mayores de 60 afios (n= 60), s bien a 10 afios éstaesdel 74 vs 59
%, respectivamente (Bravo, datos no publicados). Los injertos procedentes de
donantes afiosos (>65 afios) con frecuencia nunca normalizan la funcién
rena, circunstancia que estaria asociada a lesiones cronicas preexistentes,
condicionando hipertrofia nefronal. En este punto la biopsia puede ayudar a

establecer su pronéstico, y diferenciar entre un injerto subdptimo o una
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inmunosupresion insuficiente. La funcion rena del injerto homdlogo pudiera

ser de utilidad pronéstica (Bravo, datos no publicados).

De manera resumida, podemos decir que la nefropatia crénica del
trasplante se iniciaria con traumas continuos de bga intensidad en diversas
estructuras del injerto, derivados de mecanismos inmunolégicos y no
inmunologicos. Se produciria una respuesta por las células rendes e
infiltrantes, con liberacion de una cascada de mediadores (factores de
crecimiento, citocinas, complemento,...), que podrian inducir depésito de
material, lesion tisular y remodelado dd injerto, abocando a la llamada
arterioesclerosis gradual del injerto (Paul et a, 1998a).

A continuaciéon se resumen las principales limitaciones del uso de
ciclosporina A en € trasplante rena, efecto nefrotdéxico y elevada
incidencia de rechazo agudo, que en definitiva son las que han favorecido

laintroduccién de nuevos agentes inmunosupresores.

1) Nefrotoxicidad por ciclosporinaA.

Los efectos adversos achacados a ciclosporina A son amplios,
renales y sistémicos, la mayoria dosis-dependiente (tabla 3; Gruber et a,
1991). Debido a que la ventana terapéutica de la CyA es estrecha, una
aproximacion para dosificar la droga consiste en monitorizar €l nivel valle
sanguineo predosis (C-0), cuyo rango terapéutico con frecuencia se define
segun el momento evolutivo del trasplante y la inmunosupresion asociada,
y modulado por criterios clinicos (revisado por Kasiske, 1998). Aunque
puede resultar Gtil la dosificacion de CyA empleando e rango de la
concentracion valle terapéutica en sangre, ya que existe cierta asociacion

entre ésta y la situacion clinica, la prediccion de rechazo agudo o
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nefrotoxicidad que se puede establecer sobre individuos en particular es
baja. En general se admite que cuando los niveles vale de CyA en sangre
total son superiores a 250-300 ng/ mL el incremento de la creatinina sérica
se debe a nefrotoxicidad, mientras que si se encuentran por debajo de 100
ng/ mL se debe a rechazo agudo (Kahan, 1995). Sin embargo, la dificultad
para dosificar CyA surge cuando episodios de nefrotoxicidad, infeccion o
rechazo agudo ocurren en los “niveles terapéuticos’ (Lindholm, 1995).
Aungue la formulacion Neoral ha meorado la asociacion entre
concentracion vale e incidencia de rechazo agudo respecto a la
formulacion clasica de ciclosporing, con gran frecuencia fracasa (revisado
por Belitsky et a, 2000). Ello marca laimperfeccion de tal determinacion
y pone de manifiesto la dificultad para definir de forma absoluta rangos de
concentraciones valle terapéuticos y toxicos, por lo que € aguste de la
dosis debe ser muy individualizado.

Un indicador més sensible para monitorizar la exposicion ala drogay
gue se correlaciona mejor con la situacion clinica, rechazo agudo y pérdida
del injerto, respecto a otros parametros farmacocinéticos (incluido € nivel C-
0) es d area bgjo la curva concentracion-tiempo. La necesidad de multiples
extracciones para su caculo hace que seaimpracticable como técnica clinica
de rutina. Sin embargo, y en € esfuerzo por optimizar la efectividad de la
formulacion Neora de la mano de parametros farmacocinéticos y centrados
en la fase de absorcion (primeras cuatro horas tras la dosis), son
esperanzadores | os resultados cosechados en € trasplante cardiaco y hepatico
estable, donde la determinacién aislada de la concentracion sanguinea de la
droga tras dos horas de administrar la dosis (C-2) ha sido meor predictor de
exposicion a la droga y de eventos clinicos que € nivel C-0, con superior
asociacion con € areabgjo la curva (revisado por Belitsky et a, 2000). Esta
aproximacion esta siendo evaluada en  trasplante renal.
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A pesar de las multiples manifestaciones adversas asociadas a uso de
laciclosporina A, es € efecto deletéreo sobre lafuncion rena alargo plazo e
gque con frecuencia limita su empleo y dosificacion terapéutica, con la
consecuente administracion a dosis subdptima e incremento de aorreactivi-
dad por infrainmunosupresi on.

La nefrotoxicidad aguda por ciclosporina A cursa con disfuncion renal
asociada a vasoconstriccion renal, disminucion del flujo plasmatico rena y
reduccion dd filtrado glomerular, y cominmente sin cambios histopatol 6-
gicos (Varani et a, 1984).

Tabla 3. Efectos adversos asociados a Ciclosporina A

1. Rendes:

- Nefrotoxicidad, sindrome hemolitico-urémico

- Hiperpotasemia, hipomagnesemia, acidosis metabdlica hiperclorémica
- Hipertension arteria

2. Neurologicos. temblor, parestesias, crisis comiciales

3. Digestivos. Hepatotoxicidad

4. Metabolicos: hiperuricemia, hiperglucemia

5. Dermatol 6gicos: hipertricosis, hiperplasagingival

6. Neoplasias: Linfomas, sarcoma de Kapos

En cuanto a la nefropatia cronica por ciclosporina A, a veces es dificil
de definir histolégicamente, a menos en trasplantados renales, donde las
lesiones por rechazo cronico son semegantes 'y superponibles alas producidas
por CyA. Por dlo, la progreson de esta nefropatia cronica téxica y su
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contribucion a la pérdida del injerto rena es dificil de vaorar, e incluso se
puede confundir con infrainmunosupresion, que conduce a resultados
smilares (Bennett, 1996). Las lesiones rendes cronicas por CyA se
caracterizan por arteriolopatia hialina, atrofia tubular con fibrosis intersticial
focal o difusa, vacuolizacion isométrica y mitocondrias gigantes en las
células del tdbulo proximal (Myers et a, 1984). Estas lesiones se han puesto
de manifiesto incluso en pacientes no renales tratados con dosis bgas, entre
3-5 mg/ Kg/ dia (Pe et a, 1994; Young et a, 1994), acanzando gran
relevancia en trasplantados de corazén en quienes la nefrotoxicidad por esta
droga ha representado una causa relevante de morbi-mortalidad (Goldstein et
al, 1997).

En d trasplante renal ha suscitado polémica la asociacion entre dosis
bgjas de mantenimiento de ciclosporina A y nefropatia cronica del injerto.
Burke et a (1994) observd dicha asociacion en trasplantados tratados con
prednisona y CyA a dosis inferior a 4 mg/ kg/ dia a afio dd trasplante,
mientras que otros estudios no han corroborado estos resultados (Massy et d,
1995).

Respecto ala patogenia de la nefrotoxicidad por ciclosporina A existen
datos suficientes para presumir que un paso clave radica en € blogueo de la
calcineuring, no asi en € de la enzima cis-trans isomerasa (Sigd et a, 1991,
Dumont et al, 1992).

Aungue son multiples los subproductos que pueden intervenir,
aterando e balance vasodilatador-vasoconstrictor local afavor de este Ultimo
y @ perfil intrarrena de citoquinas y factores de crecimiento, toma especial
protagonismo el sistema endotelina 1- “transforming growh factor beta” (3 -
TGF), posiblemente asociado a una respuesta Th2. La ciclosporina A
activaria la expresion ded gen de la endotelina 1, cuya liberacion se ve

28



Introduccion

incrementada por accién de la angiotensina |l, provocando la primera su
efecto vasoconstrictor directo. Por otra parte, la endotelina 1 es capaz de
activar el gen del B-TGF, y a su vez este producto estimula la sintesis de
endotelina 1, estableciéndose un sistema de retroaimentacion positivo. El
efecto fibrogénico del B-TGF es el responsable en Ultima instancia de los
cambios fibroescleréticos observados en la nefrotoxicidad crénica por CyA
(Hutchinson, 1998). La inmunosupresion gque induce ciclosporina A para
prevenir €l rechazo agudo, que inhibe preferentemente la respuesta celular
CD4+Thl, pudiera contribuir a la desviacion inmunolégica hacia una
respuesta CD4+Th2 (revisado por Shirvan, 1999). Esta respuesta se puede
perpetuar por citoquinas de tipo 2 producidas por macrofagos activados,
linfocitos NK y células T CD8+ en € injerto. Las citoquinas producidas por
esta respuesta tipo 2 pueden permitir la activacion de linfocitos B, células
endoteliales y musculares lisas, que col ectivamente participan en la patogenia
de la nefropatia cronica del injerto, a través de la produccion de
aloanticuerpos, factores de crecimiento que inducen fibrosis, depdsito de
matriz extracelular e hiperplasia miointimal de losvasos.

En este contexto es relevante resaltar las evidencias sobre la
resistencia del bloqueo inducido por ciclosporina A sobre la respuesta
inmunol égica asociada a reconocimiento antigénico indirecto (Sawyer et
al, 1993). Aunque no existen claras evidencias sobre la activacion preferente
de un tipo de respuesta sobre la otra en € proceso de rechazo vs tolerancia
del aoinjerto, estudios clinicos en biopsias de injerto renal sugieren que €
rechazo crénico se asocia con altos niveles de IL-10 intrainjerto, mientras que
el rechazo agudo lo hace con un perfil de citoquinas Thl (Oliveira et d,
1998). Las evidencias experimentales y clinicas apoyan la hipotesis sobre la
respuesta CD4+Th2 inducida por € reconocimiento indirecto como

responsable relevante del proceso de iniciacion y/ o mantenimiento del
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rechazo crénico, pudiendo incluso ser acentuada incluso por agentes
INmMunosupresores, como ciclosporina A y rapamicima (revisado por Shirvan,
1999).

Otro posible mecanismo de toxicidad rena por CyA pudiera estar
mediado por radicales libres de oxigeno generados en su metabolismo, ya
provocando directamente peroxidacion lipidica y dafio celular, ya tras la
reaccion con Oxido nitrico, dafiando ademés e efecto vasodilatador de este
ultimo (Walker et a, 1990; Serino et a, 1993).

El efecto inhibitorio de la CyA sobre € transportador de membrana
glicoproteina-P, norma mente expresado en las células dd tubulo proximal e
implicado en la acumulacion de sustancias citotoxicas enddgenas o exégenas,
no esta suficientemente explorado como mecanismo de nefrotoxicidad
(Okamuraet al, 1993).

2) Rechazo Agudo. Rechazo Agudo subclinico.

Con ciclosporina A se ha“tocado techo” en cuanto alareduccién dela
incidencia de rechazo agudo, que oscila entre e 27-58 % (Griny0 et al, 1997).
En nuestro centro con laterapia linfoglobulina + prednisona + CyA (n= 220)
hemos obtenido unaincidenciadd 31 % (Bravo, datos no publicados).

A menudo los estudios de supervivencia del trasplante rena se
expresan en términos de “vida media’, que representa € tiempo que
transcurre desde el primer afio de trasplante hasta que la mitad de los
injertos se han agotado. Aungue esta aproximacion permite estudiar
supervivencias a largo plazo despreciando las pérdidas precoces, si es
relevante sefiaar que muchos de estos andisis se basan en seguimientos no
suficientemente prolongados y que la tasa de pérdida tardia del injerto se
asume como lineal, lo que probablemente sea incorrecto (Ferguson, 1995).
A pesar de tales dificultades, del andlisis que reporta Matas et a (1994) se
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desprende que un solo episodio de rechazo agudo en € primer afio de
trasplante reduce en promedio la vida media de |os primeros trasplantes de
45 + 11 afos a 25 + 8 afos, mientras que uno o varios episodios de rechazo
agudo tras € primer afo de trasplante disminuyen lavidamedia3 £ 1 afio y
5+ 11 afios, respectivamente.

L os estudios de Ferguson (1995), Van Saase et a (1995) y Massy et
a (1996) vienen arecordar que el rechazo agudo no es una entidad unitaria,
y corroborando las observaciones previamente comentadas, desmarcan la
frecuencia, duracion y severidad histolégica del rechazo agudo como

predictores de baja supervivenciadel injerto.

El valor de la biopsia de injerto renal se ha incrementado
notablemente en los afios 90 con € desarrollo y aplicacion de las técnicas
de biologia molecular en €l tgjido renal (Strehlau et al, 1997; Oliveiraet d,
1997), la mejorada e internacionalmente consensuada clasificacion de la
patologia del injerto rena (Isoniemi et a, 1994; Colvin et a, 1997),
destacando con nombre propio la clasficacion de Banff (Racusen et d,
1999), y las nuevas formas de evaluar especificamente la patologia cronica
del injerto, como es lalamelacion de la membrana basal capilar peritubular
y € incremento de muerte celular por apoptosis (Laine et al, 1997,
Morozumi et al, 1997).

Con estos prolegdmenos surge, muy proximo al rechazo agudo, otro
factor patogénico de nefropatia cronica, € rechazo agudo subclinico,
caracterizado por tubulitis aidada y funcion rena normal. El trabgo de
revision de Solez et al (1997) pone de manifiesto la polémica suscitada sobre
la necesidad de las biopsias programadas precoces en trasplantados con
funcion renal estable, y se define € rechazo agudo subclinico: del andlisis de

varios protocolos de biopsias programadas evaluadas segun la clasificacion
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de Banff se puede concluir que los injertos con tubulitis aislada y funcién
renal norma gue no fueron tratados presentaron a los 24 meses valores de
creatinina s&rica mas elevadas que aguellos que recibieron tratamiento
esteroideo al tercer mes.

Tsamandas et a (1997) estudiaron € dignificado del hallazgo de
tubulitis en biopsias de injerto renal con nefropatia crénica, obtenidas entre e
9-108 meses postrasplante. La funcion renal mejord con terapia antirrechazo
en 7 de los 17 pacientes, sugiriendo que € rechazo agudo fue genuino y
valioso de tratar. Los autores concluyen que los pacientes con respuesta
terapéutica a rechazo no pueden ser diferenciados de los casos refractarios a
través de credtinina s&ica, grado de tubulitis, porcentgje de
glomeruloesclerosis o la suma de puntuaciones de rechazo agudo o cronico
segun la clasificacion de Banff. De ahi que un ensayo terapéutico puede estar

justificado preferentemente en tales casos.

Aungue es predecible que e desarrollo tecnoldgico a largo plazo
pueda éiminar la necesidad de la biopsia del injerto renal empleando
procedimientos no invasivos capaces de vigilar y detectar alorreactividad
en e mismo, y un apunte en este sentido pudiera realizarse a través de la
deteccion de anticuerpos contra antigenos HLA del donante (Mc Kenna et
al, 2000), a corto plazo estas aproximaciones estan incrementando el
rendimiento del mango diagnostico, prondstico y terapéutico del

trasplantado renal.
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3. Nuevos inmunosupresores.

La busqueda y seleccion de la droga inmunosupresora idonea, que sea
bien tolerada y actle de forma especifica, es continua y enérgica. Los
beneficios e inconvenientes de las drogas clasicas son bien conocidos.
Aunque cada una muestra efectos adversos especificos - vg, ciclofosfamida
puede producir cistitis hemorragica (Levine et al, 1993), ciclosporina puede
causar nefrotoxicidad e hipertension arterial, y metotrexate puede
condicionar hepatopatia'y mielosupresion (Jolivet et a, 1983) -, comparten
una serie de efectos adversos a corto y largo plazo. A corto plazo los
inmunosupresores pueden incrementar la susceptibilidad para sufrir
infecciones herpéticas y otras, por 10 que es deseable que cuando sean
suspendidos la respuesta inmunolégica se restablezca con prontitud. La
patologia neopléasica es € riesgo de la terapia inmunosupresora a largo
plazo, y con nombre propio los linfomas, cuya magnitud y relevancia esta
bien definida en pacientes trasplantados (Penn, 1988), asi como en otros
inmunosuprimidos (Baker et al, 1987). Dos factores predisponen a
desarrollo de linfomas: uno es la inhibicién de la vigilancia por los
linfocitos T contra la transformacion inducida por €l virus de Epstein-Barr
sobre los linfocitos B, como ocurre con ciclosporina (Rickinson et al,
1984); & segundo son las injurias cromosomicas, que pueden convertir una
proliferacion policlonal de linfocitos B en un proceso maligno (Klein et a,
1989). Los metabolitos de la ciclofosfamida, agentes alquilantes, pueden
condicionar un efecto mutagénico y carcinogénico, y ademas sus efectos
sobre |a serie linfoide no son rgpidamente revertidos (De Neve et a, 1989).
Metotrexato, que inhibe la sintesis de timidina asi como la sintesis de novo
de las purinas, cursa con efecto antiproliferativo, que no es mas potente
sobre la poblacion linfocitaria que sobre otros tipos celulares, incluyendo
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|os precursores hematopoyéticos, fibroblastos y células endoteliales (Jolivet
et a, 1983; Hirata et a, 1989). Azatioprina, y su metabolito 6-
mercaptopurina (6-MP), inhibe la sintesis de las purinas: tras transformarse
en acido 6-tioinosinico, andogo del inosin monofosfato (IMP), es capaz de
inhibir las enzimas inosin-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH),
fosforribosil-pirofosfato aminotransferasa y adenilo-succinato sintetasa.
Esta inhibicion no es revertida tras la adicion de nucleétidos puricos, o
cua pone de manifiesto el blogueo no selectivo de la IMPDH (Dayton et
a, 1992). Uno sus metabolitos se incorpora a DNA en forma de
tioguanosina, condicionando € efecto mutagénico de la droga (Herlia et al,
1988).

A tenor de todo o expresado, y en concreto en e campo del trasplante
rena, surge la necesidad de nuevos agentes inmunosupresores con efecto
inmunosupresor potente, reversible y selectivo sobre la poblacion linfocitaria,
libres de efecto hepatotoxico, nefrotdéxico y mutagénico, y que mejoren los
resultados actual es respecto aincidencia de rechazo agudo, nefropatia crénica
y supervivencias del injerto y paciente alargo plazo. Una vez mas se intenta
cumplir e aforismo de “ofrecer afiosa la viday vida a los afios” de nuestros
pacientes.

Fruto dedd meor conocimiento de la biologia linfocitaria y dée
fendmeno inmunologico que subyace en la aorreactividad y tolerancia del
trasplante de érganos y tejidos, 10s nuevos agentes inmunosupresores se han
desarrollado inmersos en la filosofia de obtener y mantener una
inmunosupresién adecuada, sin comprometer la calidad de vida del paciente,
y adquieren su importancia en regimenes que permitan reducir toxicidad, con
frecuencia dosis-dependiente, sin perder potencia inmunosupresora, y donde
se explote la actividad sinérgica de los mismas. En los ultimos afios €

repertorio ha cambiado en cuantia, especificidad y bondad tedrica (tabla 4).
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Tabla4. Nuevos | nmunosupresores.

Droga M ecanismo de accién

FK-506 - Inhibicion dela calcineurina

Rapamicina - Inhibicion de laproliferacion del linfocito T
mediada por IL-2/ 1L-2R

Mizoribina - Inhibicion de lasintesis de purinas.

Micofenolato mofetil - Inhibicién de la sintesis de novo de las purinas.
- Inhibicion de laglicosilacion de molécul as de adhesi on.

Brequinar - Inhibicion de lasintesis de novo de pirimidinas.
- Inhibicion de laglicosilacion de mol écul as de adhesi on.
- Inhibicion deladiferenciacion delacéulaB.

Leflunomida - Inhibicion de latirosino-fosforilacion.
- Inhibicion de la sintesis de novo de pirimidinas.

Deoxisperguaina - Inhibicion de lamitogénesisdelasclulasB y T.
- Inhibicion de la produccion de anticuerpos.

Basilimaby - anticuerpos monoclonaes contra el receptor delallL-2
Daclizumab (quimérico y humanizado, respectivamente).

La tendencia més reciente de lainmunosupresion en € trasplante renal
se polariza hacia estrategias que permitan reducir dosis y niveles de
inhibidores de la cal cineurina asociando drogas exentas de efecto nefrotoxico
y fibrogénico, como micofenolato mofetii (MMF) y rapamicina. Estas
medidas pudieran adquirir particular relevancia en injertos subOptimos
(Danovitch, 1999).

A continuacion se detallan aspectos especificos de MMF (Cellcept”,

Roche), un inmunosupresor con efecto antiproliferativo reversible, de accion

35



Experienciacon MMF en € trasplante renal

més potente sobre los linfocitos que sobre otra estirpe celular, y libre de
efecto nefrotdxico. Quiza esta droga pueda ofrecer la opcion deseada que
permita rebgar efectos adversos de otras drogas suplementando

Inmunosupresi on.
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4. Cellcept™: micofenolato mofetil / &cido micofendlico.

Desarrollo y experienciaclinicaen € trasplante renal.

4.1. Generalidades.

El micofenolato mofetil (MMF) es € éster derivado del &cido
micofendlico (AMF), producto de la fermentacion de varias especies del
hongo Penicillium (P. gaullum, P. stoloniferum, P. brevicompactum),
descubierto y bautizado por Alsberg y Black en 1913. Inici6 su andadura
como antibidtico y agente anticancerigeno. En los afios 70 se desarrollaron
ensayos clinicos para € tratamiento de la psoriasis, que no llegaron a
completarse (Epinette et a, 1987; Lynch et a, 1977).

El interés se reanud6 cuando, en la blsgueda de un compuesto que
tuviese efectos antiproliferativos y selectivos para los linfocitos, se descubrio
el &cido micofendlico (AMF). Dos fueron las observaciones que sugirieron
gue la via de novo de las sintesis de las purinas, y no la via de ahorro era
crucia para la respuesta proliferativa de los linfocitos T y B humanos. Por
una parte, los nifios con déficit de adenosin desaminasa (ADA), enzima que
regula la conversién de adenosin monofosfato (AMP) en IMP, y viceversa,
ofrecian una disminucién selectivaen € nimero y funcion de los linfocitos T
y B, con recuentos de neutrdfilos, eritrocitos y plaguetas normales (Giblett et
a, 1972); por otra, los jovenes con déficit de la enzima hipoxantin-guanosin
fosforribosi| transferasa (HGPRT, sindrome de Lesch-Nyhan), que interviene
en la sintesis de purinas por la via de ahorro, no presentaban esta ateracion
linfocitaria (Allison et al, 1975).
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4.2. Propiedades farmacol 6gicas del micofenolato mofetil - acido

micofendlico.

Los datos que a continuacion se exponen se han extraido
principalmente de los trabgjos de Allison et a (1991; 1993a; 1993b; 1996),

considerando en otras citas bibliograficas aspectos més especificos.

4.2.1. Farmacocinética.

El MMF es e morfolinoetil éster del acido micofendlico, también
denominado  2-morfolinoetil  (E)—6-(1,3—dihidro—4—hidroxi—6—metoxi—7-
metil-3-oxo-5-isobenzofuranil)-4-metil-4-hexenoato. Se trata de un é&cido
débil, de peso molecular 433,5 y férmula empirica C,3HsNO; (figura 2). Se
encuentra en forma de polvo cristaino blanco, ligeramente soluble en agua
(43 pgr/ m a pH 7,4), mas en medio acido (4,27 mg/ ml a pH 3,6), y
total mente soluble en acetonay metanol.

El MMF es un profarmaco hidrosoluble que carece de actividad
farmacoldgica. Tras la administracién ora se absorbe de forma completa en
el intestino delgado, y no es detectable en plasma ya que sufre un proceso de
desesterificacion en la propia pared intestinal, hepética y sanguinea mediante
e cual se transforma en AMF, su metabolito activo. Este acanza la
concentracion plasmatica maxima unos 50 minutos tras su administracion
oral, con atabiodisponibilidad (94%).

Se une en un 97 % a la abumina plasmatica, 1o que justifica en parte
una semivida de eliminacion prolongada, en torno a 16 horas. A su paso por
el higado es metabolizado por la glucuronil-transferasa, para rendir
glucurénido fendlico de AMF (GAMF), metabolito sin actividad
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farmacoldgica gque circula unido a albumina. Una alta proporcién de este
producto se elimina via biliar, acanzando duodeno. Posiblemente esta
circunstancia participe en los efectos adversos gastrointestinales, ya que en
esta localizacion se encuentra a atas concentraciones. Recientemente se ha
identificado un metabolito del AMF, e acil-glucuronido del AMF, que
pudiera inducir algunos de los efectos toxicos de la droga a través de la
liberacion de citoquinas proinflamatorias, como IL-6 y TNF-a. (Wieland et
al, 2000). Este efecto no se ha observado con AMF ni con su glucurénido-
fenadlico.

En duodeno, las bacterias intestindes hidrolizan & GAMF
condicionando una circulacion enterohepatica del AMF. Ello explica la
variacion intersujetos de lavida media dd AMF, asi como de la presencia de
un segundo pico de concentracion plasmética que habitualmente se detecta
entre 6-12 horas tras la ingesta de MMF. La coadministracion de
colestiramina produce una reduccion de AMF del orden del 40 %, lo que es
identificativo de una circulacion enterohepética importante.

El farmaco principalmente se eliminapor viarenal (93 %), en formade
GAMF, empleando mecanismos de filtrado glomerular y secrecion tubular.
Una pequeiia proporcion de GAMF (6 %) se elimina sin hidrolizar por las
heces (figura 2).

En caso de insuficiencia renal o funcién renal retardada del injerto, €
aclaramiento de GAMF se ve reducido, s bien & hecho de que este
metabolito carezca de efectos farmacologicos explica la ausencia de
necesidad de gjuste de dosis. En cuaquier caso, la fata de experienciaclinica
con dosis el evadas de MMF aconsgja evitar la administracion de dosis diarias

superioresa 3 gr.
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Figura 2. Estructura del micofenolato mofetil (MMF), &cido micofendlico

(AMF) y glucurénido fendlico ded AMF (GAMF). Rutas de conversion,

circulacién enterohepaticay excrecion.
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4.2.2. Metabolismo linfocitario de las purinas. Mecanismo de accion del

acido micofendlico.

La respuesta inmunoldgica que conlleva € rechazo del aloinjerto
depende principalmente de la capacidad de proliferacion linfocitaria. Las
células proliferan por divisén mitética, precisando para ello la sintesis de
ADN, que precisanucledtidos de purinay pirimidina.

Las purinas (nucledtidos de adenosina y guanosind) se sintetizan a
través de dos rutas metabdlicas principaes. la via de novo y la via de ahorro
(figura 3). La via de novo emplea moléculas més eementales, ribosa-5-
fosfato y ATP, que ganando complgidad se transforman sucesivamente en
fosforribosil pirofosfato (PRPP) e inosin-monofosfato (IMP). Este a su vez
puede originar adenosin monofosfato (AMP). Un paso metabdlico clave es
catalizado por la enzima inosin-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), que
transforma IMP en GMP, y subsecuentemente en € resto de los nucledtidos
de guanosina (GDP, dGDP y dGTP) necesarios para la biosintesis de DNA.
Mientras que la mayoria de las cdulas, como fibroblastos, cédulas
endoteliadles y epitdio intestinal, emplean con eficiencia ambas vias para la
biosintesis de purinas, y las neuronas preferentemente la via de ahorro, los
monocitos, linfocitos T y B usan exclusivamente la via de novo, por lo que
un blogueo de esta ruta metabdlica provoca un efecto antiproliferativo
selectivo sobre estas lineas celulares.

En linfocitos humanos es crucial la actividad de dos enzimeas,
fosforribosiI-pirofosfato sintetasa (PRPP sintetasa) y ribonucledtido reductasa
(RNR), reguladas alostéricamente por nuclettidos: |a primera es inhibida por
nucledtidos de adenosina (AMP y ADP) pero activada por los de guanosina
(GMP, GDP, GTP) (Garcia et d, 1977); mientras que la actividad catalitica
de la segunda enzima se ve reducida tras su union a ATP, e incrementada

41



Experienciacon MMF en € trasplante renal

tras fijar dGTP que reduce ADP. Por tanto, un exceso de nucledtidos de
adenosina, y/ o deplecion de nucledtidos de guanosina, puede reducir €
“pool” de PRPP, y un exceso de dATP y/ o defecto de dGTP puede inhibir la
actividad de la enzima ribonucledtido reductasa, reduciéndose los substratos
precisos para la actividad de la DNA polimerasa. En otras palabras, para la
proliferacion linfocitaria en respuesta a estimulos antigénicos y mitogénicos
son necesarios niveles adecuados de nucledtidos de guanosina y deoxi-
guanosing, y un exceso de nucledtidos de adenosina o deoxi-adenosina
condicionaria un efecto inhibitorio de la proliferacion.

Debido a la importancia de los nucledtidos de guanosina y deoxi-
guanosina en la activacion de las enzimas PRPP sintetasa y RNR,
respectivamente, fue postulado que la deplecion de GMP (y por ende de GTP
y dGTP) tras inhibicibn de la enzima IMPDH tendria efectos

antiproliferativos.
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Figura 3. Esquema de la Biosintesis de las Purinas: Via de novo y de
ahorro. El acido micofendlico (AMF) inhibe la enzima IMP
deshidrogenasa, que provoca deplecion de GMP, GTP y dGTP,
fosforribosil-pirofosfato  sintetasa (PRPP  sintetasa), ribonucledtido
reductasa (RNR).

( Biosintesisde las Purinas )
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De las posibles drogas con efecto inhibitorio selectivo de la IMPDH,
en 1982 se disefio @ programa de desarrollo del &cido micofendlico (AMF),
en lugar de otros como mizoribina, ribavirina o tiazofurina. Ello se debi6 a
dos motivos principales que apriori le conferian un mejor perfil de seguridad
alargo plazo: 1) no precisar fosforilacion previa para producir tal inhibicion,
y 2) no tratarse de un analogo de nucledtidos, con los efectos negativos que
ello pudiera comportar (alteraciones del DNA y de las enzimas reparadoras
del mismo). El AMF es un potente inhibidor de lafase S dd ciclo celular, a
través de una inhibicidn selectiva, reversible y no competitiva de la enzima
IMPDH. Esta enzima, que regula la via de novo de la sintesis de los
nucledtidos de guanosinag, se expresa intracelularmente en dos isoformas.
IMPDH tipo | o constitutiva, y tipo Il o inducible. Ambas estan constituidas
por 514 aminoacidos, ofreciendo una homologiadel 84 %. Laisoformatipo |
es expresada en la mayoria de las cdulas, asi como en linfocitos en fase de
reposo; Yy latipo I1, presente en células leucémicas y tumorales de ovario, es
predominante en linfocitos T y B activados. Esta Ultima isoforma es cinco
veces mas sensible a efecto ddd AMF que la tipo I. La inhibicion de esta
enzima provoca deplecion de IMP, y por ende, bloqueo y deplecion
intracelular de GMP'y ddl resto de los nuclebtidos de guanina (GTP, dGDPy
dGTP). Ello interfiere la produccion de los precursores necesarios para la
sintesis de DNA y RNA durante la respuesta proliferativa de los linfocitos T
y B. Este efecto antiproliferativo es revertido trasla adicion a medio de GTP
y dGTP.,

La deplecién de GTP por AMF bloguea la transferencia de fucosa y
manosa a glicoproteinas, algunas de las cuales son moléculas de adhesion
(sdlectinas, VCAM-1, VLA-4) que facilitan la union entre leucocitos y
células endoteliales-células diana. Por este mecanismo e AMF podriareducir
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el reclutamiento de linfocitos y monocitos hacia zonas de inflamacion, como
el tgido sinovia en pacientes afectos de artritis reumatoide, y aoinjertos
vascularizados en situacion de rechazo, por [o que esta droga pudiera incluso
bloquear € rechazo en curso. A través de este mismo mecanismo € AMF
pudiera reducir las lesiones asociadas a fenomenos de isgquemia-reperfusion
en e doinjerto (Paul et a, 1998b). En contra de lo comentado, € trabao
experimental de Gonzdlez N et a (2001) ha observado empeoramiento del
fracaso rena agudo postisquémico de las ratas tratadas con MMF.

Por otra parte, e AMF es capaz de inhibir la formacion especifica de
anticuerpos, asi como la proliferacion muscular de los vasos, de fibroblastos
y células endoteliaes, factores patogénicos asociados a la arteriopatia del
rechazo cronico de aoinjertos (Foegh, 1990). Ademas, € AMF induce
apoptosis en lineas celulares humanas linfoides y monociticas, 1o que puede
promover efectos antiproliferativo y anti-inflamatorio (Cohn et al, 1999). Un
efecto protector adicional asociado a AMF puede consistir en una menor tasa
de gpoptosis del epitelio tubular durante la primera semana del trasplante, y
sin cambios en la proliferacion de otras células renales (Pardo-Mindan et al,
1999). En latabla 5 se resumen las acciones biolégicasin vitro del AMF.

A diferencia de los inhibidores de la calcineuring, e AMF no parece
inhibir la produccion de citoquinas por linfocitos activados, y en particular 1a
de IL-2 (Eugui et a, 1991; Chang et a, 1993), lo que sugiere que no
interfiere las fases de activacion precoz linfocitaria. Tampoco parece
interferir la actividad quimiotéctica y bactericida de los neutrofilos, por

cuanto que no los deplecionade GTP.
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Tabla5. Acciones bioldgicasin vitro asociadas a AMF.

- bloqueo de la sintesis de novo de las purinas por deplecién intracelular de GTPy
dGTP.

- inhibicién selectiva de la proliferacion de linfocitos T y B.

- induccion de apoptosis en lineas celulares linfocitarias y monociticas.

- inhibicién de la proliferacion muscular de |os vasos.

- inhibicidn de la sintesis especifica de anticuerpos.

- inhibicién de la transferencia de manosa y fucosa a glicoproteinas.

Una observacion experimental relevante es la sefidlada por Alfieri et al
(1993) respecto a efecto inhibitorio del AMF sobre la proliferacion de
linfocitos B con infeccion reciente o establecida por € virus de Epstein-Barr.
S fuese extrgpolable a humanos cabria esperar una menor incidencia de
linfomas durante el tratamiento “protector” con AMF. Este efecto beneficioso
probablemente estaria anulado en aquellos linfomas localizados en sistema
nervioso central, ya primario ya metastasico, debido a que la droga no
atraviesalabarrera hematoencefdica.

Blaheta et a (2000) han observado un efecto inhibitorio ded MMF
concentracion-dependiente sobre la sintesis endotelia de prostaglandina E2
(PGE2), potente inmunosupresor enddgeno capaz de interferir maltiples
funciones de las células T. Desconocemos €l pape que pueda jugar tal
inhibicion en el trasplante de Grganos.

Estudios recientes sugieren que el AMF puede interferir la respuesta
proliferativa de células T, no solo inhibiendo la biosintesis de purinas sino
también la de pirimidinas. El mecanismo molecular podria explicarse a
través del blogueo que induce el AMF sobre la enzima aminofosforribosil-

transferasa, que cataliza €l primer paso de la biosintesis de purinas. Esto
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podria incrementar € pool de fosforribosil-pirofosfato, que estimularia la
biosintessde UTP (Qiu et al, 2000).

4.3. Experiencia clinica con micofenolato mofetil en el trasplante

renal. Indicaciones.

En los primeros estudios fase | en trasplantados renales tratados con
MMF junto a ciclosporinay esteroides ya se ponia de manifiesto una menor
frecuencia de rechazo agudo en los pacientes que recibieron dosis de MMF
de 2 gr/ dia o superior (17%), con un pefil de efectos adversos y
complicaciones infecciosas comparables a los tratados con dosis menores
(Sollinger et d, 1992). Otro halazgo interesante consistio en los buenos
resultados de la droga frente a rechazo agudo en curso y € refractario a
anticuerpos antilinfocitarios (Sollinger et al, 1993), lo cua sugirié un nuevo
mecanismo de accion de la droga a través de una menor expresion de
mol éculas de adhesion.

Posteriormente, ha sido en los tres amplios ensayos clinicos fase lll,
randomizados, multicéntricos, doble ciego a seis meses (tabla 6) donde se ha
demostrado que e MMF en asociacion con ciclosporina y prednisona
condiciona una reduccion significativa de la incidencia de rechazo agudo
probado en biopsia en los primeros seis meses del trasplante rena. En €
Estudio Europeo (European Mycophenolate Mofetil Cooperative Study
Group, 1995), en € que se enrolaron 491 pacientes, la frecuencia de rechazo
agudo fuedd 17,0 %, 13,8 %y 46,4 % paralos pacientes tratados con 2 gr/
dia de MMF, 3 gr/ dia de MMF y placebo, respectivamente. En € Estudio
Americano (Sollinger for the US Rena Transplant Mycophenolate Mofetil
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Study Group, 1995), donde participaron 499 pacientes, la frecuencia de
rechazo agudo fue del 47,6 % en e grupo control azatioprina, frente a 31,1
% y 31,3 % en aquellos que recibieron MMF a dosis de 2 y 3 gr/ dia,
respectivamente. Los resultados del Estudio Tricontinental (Tricontinental
Mycophenolate Mofetil Renal Transplantation Study Group, 1996), redlizado
sobre 503 pacientes, son superponibles a los ya expresados, con una
incidencia de rechazo agudo en los grupos tratados con 2 y 3 gr/ diade MMF
de 19,7 % y 159 %, respectivamente, frente d 355 % en € grupo
azatioprina. A raiz de tales ensayos la dosis terapéutica de MMF en €
trasplante rena se ha establecido entre 2-3 gr/ dia. En nuestro centro con la
terapia prednisona + CyA + MMF, empleando dosis de esta Ultima entre 1-2
gr/ dialaincidencia de rechazo agudo se harebgjado a 13,2 % (Bravo, datos
no publicados).

Tabla 6. Resumen ded tratamiento inmunosupresor en los tres ensayos

clinicos multicéntricos, randomizados, doble ciego asel's meses.

USA Tricontinental Europeo
Régimen MMF 2 gr/ dia: 1 gr cada 12 horas vo
3 gr/ dia: 1,5 gr cada 12 horas vo
Régimen Control AZA AZA Placebo
1-2mg/ Kg/ dia 100-150 mg/ dia
Induccién ATG S No No
IS concomitante ciclogporina A y esteroides

El andlisis de los tres ensayos durante un afio de seguimiento (Halloran
et a, 1997), con un tota de 1493 pacientes, ha puesto nuevamente de
manifiesto la menor frecuencia de rechazo agudo en € grupo tratado con
MMF (3 gr 16,5 %; 2 gr 19,8%) frente a grupo placebo/ azatioprina (40,8
%), observando ademés mejor funcion rena en los grupos tratados con MMF
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enlos meses 3°, 6°y 12°. La supervivencia de injerto fue del 89,2 %y 90,4
% en los pacientes tratados con 2 y 3 gr/ dia de MMF, respectivamente, que
comparada con la del 87,6 % en grupo placebo/ azatioprina no resultd

diferente.

No obstante, tales beneficios teragpéuticos con MMF se han
acompaiado de efectos adversos, méas usuales en aquellos tratados con 3 gr/
dia, y con frecuencia mitigados reduciendo o espaciando dosis. Se trato
principal mente de problemas digestivos (diarrea, dolor abdominal, nausess,
vomito), hematologicos (anemia, leucopenia, trombopenia) e infecciones
oportunistas (en particular por citomegalovirus, CMV). En la tabla 7 se
recoge de forma resumida la incidencia acumulada de los principales
efectos adversos registrados en el Estudio Europeo durante tres anos
seguimiento, diferenciados en tres periodos: hasta e mes 6°, afio 1°y 3°
(European Mycophenolate Mofetil Cooperative Study Group, 1999). El
apartado infeccion por CMV de la tabla incluye viremia, sindrome y
enfermedad invasiva por citomegalovirus. La incidencia de enfermedad
citomegdlica invasiva fue superior en € grupo MMF 3 gr (6,9 %) respecto
a grupo MMF 2 gr (3,0 %) y grupo placebo (2,4 %).

Del andlisi's pormenorizado de los efectos no deseados, se puede
comprobar gque los trasplantados tratados con 2 gr/ diade MMFen e 2°y 3°
ano de seguimiento registraron una incidencia acumulada de complicaciones
gastrointestinales del 14,7 % (incluyendo diarrea 7,3 %, dolor abdominal 3,7
%, nauseas 1,9 % y vomitos 1,8 %), leucopeniaen d 1,8 %, anemiaen e 2,5
% y trombopenia en € 1,3 %. No se informd ningun caso de infeccién por
citomegaovirus ni herpes smple. La patologiatumoral maligna atres afios se
distribuy6 de la manera siguiente: 5, 3y 2 casos en los grupos placebo, 2y 3

gr/ diade micofenolato mofetil, respectivamente.
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Tabla 7. Estudio Europeo. Efectos adversos e infecciones oportunistas.

Incidencia acumulada en € mes 6°, afio 1°y 3° de seguimiento.

Placebo MMF 2 gr MMF 3 gr

(n=166) (n=165) (n=160)

A/B/C A/B/C A/B/C
Diarrea (%) 12,7/139/ND | 12,7/139/212 | 156/16,9/26,3
Dolor abdominal (%) 10,8/11,4/ND | 11,5/121/158 | 11,3/11,9/144
Nauseas (%) 24124/ ND 42/48/6,7 6,3/75/94
V omito (%) 1,2/1,8/ND 24124142 3,/44/6,3
L eucopenia (%) 4,2/4,2/ND 109/12,1/139 | 13,8/16,3/20,0
Anemia (%) 1,8/2,4/ ND 42/48/7,3 6,8/8,1/15,0
Trombopenia (%) 4,8/4,8/ND 42/48/6,1 31/4,4/5,6
Infeccion CMV (%) 15,7/157/ND | 18,8/188/188 | 21,9/225/237
Infeccion herpes simple (%) 6/6,0/ ND 145/152/152 | 11,3/11,9/144
Infeccion herpes zoster (%) 1,8/2,4/ND 6,7/6,7/85 5/63/8,1

ND: no disponible; A, B y C corresponden a mes 6° afio 1° y 3° de seguimiento,
respectivamente.

En e Estudio Americano los efectos adversos mas frecuentes fueron
anemia, hipertensiéon y diarrea. Por grupos, cada paciente a menos sufrio
un efecto adverso en e 97,6 % para el grupo azatioprina, en €l 98,2 % para
el grupo MMF 2 gr, y en el 98,8 % para el grupo MMF 3 gr. Laincidencia
de anemia e hipertension resultdé semejante en |os tres grupos (rangos entre
35,8-38,6 % y 30,3-32,3 % para anemia e hipertension, respectivamente).
La diarrea fue més frecuente en los grupos tratados con MMF (azatioprina
23,8 %; MMF 2 gr 31,5 %; MMF 3 gr 37,3 %). Si bien fueron numerosos
los efectos adversos, muy pocos de ellos provocaron laretirada de la droga,
y fue laleucopeniay sepsis |as principales causas de salida del estudio, con
una frecuencia semegante por grupos. La incidencia de infeccion
citomegalica invasiva resulto superior en el grupo MMF 3 gr (10,8 %) y
MMF 2 gr (9,1 %) respecto a grupo azatioprina (6,1 %).
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En e Estudio Tricontinental atres afios (Mathew for the Tricontinental
Mycophenolate Mofetil Renal Transplantation Study Group, 1998), en
términos globales, se pone nuevamente de manifiesto la mayor incidencia
acumulada de complicaciones gastrointestinales, hematol égicas e infecciosas
asociadas a empleo de micofenolato mofetil, con efecto dosis-dependiente,
que probablemente reflgje sobreinmunosupresién (tabla 8). Se diagnosticaron
1 (0,6 %), 2 (1,2 %) y 3 casos (1,8 %) de trastornos linfoproliferativos en los
grupos Aza, 2 y 3 gr/ dia de MMF, respectivamente, mientras que otras
malignidades fueron descritas en 6 (3,7 %), 4 (2,3 %) y 9 (5,5 %) ocasiones,
respectivamente. La incidencia acumulada de efectos adversos no se

incremento sustancialmente a tercer afio respecto al 1° de seguimiento.

Tabla 8. Estudio Tricontinental. Efectos adversos e infecciones oportunistas.

Incidenciaacumulada al 3° afio de seguimiento.

Aza MMF 2 gr MMF 3 gr
(n=162) (n=171) (n=164)

Diarrea (%) 19,8 35,1 384
Dolor abdominal (%) 25,9 29,8 34,1
Nauseas (%) 21,6 19,3 244
V omito (%) 7,4 16,4 19,5
L eucopenia (%) 30,9 19,9 37,8
Anemia (%) 9,3 15,8 11,6
Trombopenia (%) 12,3 8,8 6,1

Infeccion CMV (%) 19,1 19,9 244
Infeccion herpes simple (%) 24,1 22,2 26,8
Infeccion herpes zoster (%) 9,3 8,2 12,8

Moreso et a (1998) ha sefidado & potente efecto inmunosupresor que
se consigue a combinar MMF junto a CyA y prednisona, asi como aspectos
diferenciades respecto a la inmunosupresion acompafiante y € riesgo de
enfermedad citomegdlica durante seis meses tras € trasplante. En & grupo
tratado con 3 gr/ dia de MMF asociado a bagjas dosis de CyA y prednisona
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(grupo D, n= 15) observé una frecuencia de leucopenia semejante respecto al
grupo que recibio la misma dosis de MMF (grupo C, n= 28) con dosis plena
de CyA y esteroides (39,3 % versus 40 %), s bien la incidencia de
enfermedad citomegdlica resultd superior en € grupo C respecto a D (35,7 %
versus 6,7 %, p< 0,01).

En e periodo 1995/ 2000 se evaluaron en nuestro centro 274 trasplan-
tados, registrando una incidencia de infeccion y enfermedad citomegalica del
33,6 y 15 %, respectivamente. Independientemente de |a terapia inmunosu-
presora asociada, en € grupo tratado con MMF tales incidencias fueron del
18,6 y 9,8 %, respectivamente, frente a 15,0y 5,1 % en € grupo no tratado
(Bravo, datos no publicados).

Fritsche et a (1998) introdujeron MMF en 44 trasplantados renaes
gue llevaban 5,8 + 4,8 afios de evolucion, y sufrian deterioro progresivo del
filtrado glomerular. Antes de iniciar la nueva terapia inmunosupresora, 32 de
ell os estaban tomando azatioprina, que se retird. La medicacion concomitante
consistio en prednisona (n= 38), ciclosporina A (n= 38) y tacrolimus (n= 2).
Ladosisinicid de MMF fue de 29 + 5 mg/ Kg/ dia, y durante & seguimiento
(10,1 = 4,9 meses) seredujo a 26 + 6 mg/ Kg/ dia. En 10 pacientes hubo que
reducirla en 17 ocasiones por problemas gastrointestinales. Se registré a
menos un efecto adverso en e 56,8 % de la muestra, objetivandose 33 efectos
adversos en 25 pacientes, la mayoria gastrointestinales. Dicha medicacion se
suspendié en 8 trasplantados (18 %): cuatro por intolerancia digestiva, uno
por leucopenia, uno por anemia y dos por fracaso del injerto. Tras la

conversion no se registraron cambios significativos de las enzimas hepaticas.
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Puig et a (1999) han evaluado los factores de riesgo que influyen
sobre la severidad de los efectos adversos asociados a MMF en combinacion
con prednisona y CyA, en 96 trasplantados renales tras seis meses de
tratamiento. La dosificacion del nuevo farmaco se establecid segiin € peso
corporal dd paciente: <55 Kg 1,5 gr/ dia; 55-80 Kg 2 gr/ dia; > 80 Kg 2,5 gr/
dia. En 40 de dlos se introdujo MMF en € postrasplante inmediato, en 37 a
menos tras 6 meses del trasplante por sospecha de rechazo crénico, y en los
19 restantes por posible nefrotoxicidad asociada a CyA, confirmada en
biopsia en nueve de elos. En 33 pacientes (32,3 %) se registraron uno 0 mas
efectos adversos. La complicacion mas frecuente fue la debilidad (20,8 %),
seguido de infeccidn (19,7 %), diarrea y leucopenia (15,6 %, respectiva-
mente), y anemia (10,4 %). Debilidad y diarrea se presentaron con mayor
frecuencia en la poblacion femenina, en aquellos con valores de creatinina
sérica superiores, y en quienes se introdujo la droga tardiamente respecto a
momento dd trasplante. A pesar de reducir dosis hubo que suspender la
drogaen € 11,5 % del tota de pacientes. en € 5,2 % (5/96) por debilidad
severa, en @ 4,2 % (4/96) por diarrea intratable, y en € 2,1 % (2/96) por
anemia. La anemia y moderada leucopenia se resolvidé reduciendo
temporalmente la dosis. Los episodios infecciosos fueron mas frecuentes en
los trasplantados de mayor edad, acumulandose la frecuencia vird en la fase
de induccion, y la etiologia bacteriana en aquellos que se administro

tardiamente.

Agraz et d (1999) evaluaron los efectos adversos asociados a MMF en
dieciocho trasplantados renales con injertos procedentes de donantes cuyas
edades se comprendieron entre 60-87 anos. El tiempo medio desde €
trasplante hasta laintroduccién del nuevo farmaco fue de 14 + 9,6 meses, con

funcion rena estable s bien deteriorada (CrS superior a 180 pmol/ L). El
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régimen inmunosupresor previo consistio en CyA y prednisona. La nueva
droga se introdujo a dosis de 1 gr/ dia, incrementada hasta 2 gr/ dia, y con
reduccion progresivade ladosis de CyA hasta su retirada cuando fue posible,
o bien, s lanueva droga no se tolerd hasta conseguir niveles entre 75-100 ng/
ml. Durante € seguimiento (10,33 £ 4,27 meses) ningun paciente presentd
episodio de rechazo agudo, nefrotoxicidad ni hepatotoxicidad. Once de ellos
(61 %) sufrieron alguna complicacion: seis reduccion de la serie roja, uno
leucopenia, cinco sintomas digestivos, dos anemia y sintomas digestivos, y
dos herpes zoster. No hubo ningin caso de enfermedad citomegdlica. La
medicacion fue suspendida en sais de estos 11 trasplantados (33,3 % del
total): dos por intolerancia digestiva, dos por anemia refractaria a reduccion
de dosis, uno por infeccidn severa por herpes zoster y uno por éxitus. En los
cinco restantes la reduccion de dosis de MMF (1 gr/ dia) con introduccion de

CyA hizo remitir lasituacion clinicay/ o andlitica haciala normalidad.

A tenor de los buenos resultados para la prevencién del rechazo agudo
en e trasplante rena, con un perfil de efectos adversos considerado
aceptable, e MMF ha ganado posiciones como inmunosupresor ampliando
las indicaciones ya sugeridas por Allison et a (1993b) en € trasplante rend,
asi como en € tratamiento de otros doinjertos y enfermedades de base
inmunologica (tabla 9). En este nuevo posicionamiento ded MMF en la
inmunosupresién del trasplante posiblemente también hayan contribuido
aspectos puramente economicos. El andlisis basado sobre los resultados de
los tres ensayos clinicos fase |11 a sei's meses comparando MMF con placebo
y azatiopring, pone de manifiesto que & protocolo profilactico que empled
MMF generd una reduccion del costo entre el 19 y 38 %. Esta reduccion

estuvo asociada a menor frecuencia de rechazo agudo, menor nimero de
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nefrectomias y de sesiones de hemodidlisis, y menor tiempo de hospitaiza
cion (Louis-Touizer et a, 1996).

Tabla 9. Indicaciones de micofenolato mofetil.

A. En €l trasplante renal.

1. Regimenes de inmunosupresion (IS) para la prevencién y tratamiento del rechazo
agudo.

2. Regimenes de IS para la prevencién y tratamiento del rechazo crénico (Weir et al,
1997; Campistol et al, 1999; Gonzalez et al, 2001).

3. Regimenes de IS con reduccién/ retirada de esteroides (Steroid withdrawal Study
Group, 1999).

4. Regimenes de IS con reducciorV retirada de inhibidores de cal cineurina (Grinyd, 1999).
5. Regimenes de IS del injerto subdptimo (Agraz et a, 1999; Theodorakis et al, 2000).

B. Otrasindicaciones.

1. Otros trasplantes:
- corazon (Seebacher et al, 1999),

pulmén (Zuckermann et al, 1998),

higado (Platz et al, 1998),

rifidn-pancreas (Reddy et al, 2000),

meéduladsea (Yu et a, 1998).

2. Enfermedades autoinmunes:
- lupus eritematoso sistémico y nefropatia lUpica (Gaubitz et al, 1999),
- artritisreumatoide (Goldblum, 1993),
- psoriags (Epinette et al, 1987); pénfigo (Grundmann-Kollmann et a, 1999).
- enfermedad intestind inflamatoria (Neurath et al, 1999);

3. Glomerulonefritis (Briggs et a, 1998).

4. Vasculitis (Nowack et al, 1999).

La diguiente inquietud con MMF ha sdo la de vaorar €
comportamiento de esta droga respecto a la evolucion de la funcion rena del
Injerto a largo plazo, y principalmente en aquel grupo de trasplantados con
Injertos afectos de nefropatia cronica, ya que cada afio se pierden entree 4y

6 % de los injertos por esta condicion. La supervivenciadel injerto en lostres
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primeros afios del trasplante no parecen estar condicionada por la nefropatia
cronica, S bien su supervivencia se ve reducida (Seron et a, 1997). Los
protocolos de biopsias de injerto renal seriadas han estimado incidencias de
nefropatia cronica en torno a 42 % tras tres meses del trasplante (Seron et d,
1997), del 20y 39 % tras seis meses (Rush et a, 1995; Dimény et a, 1995), y
dd 64 % tras 24 meses (Isoniemi et a, 1992). Las aproximaciones
histopatol égicas para establecer |a frecuencia de esta entidad son de gran
valia, s bien en muchas ocasiones solamente expresan situaciones clinicas
ya anunciadas, que cursan con vaores de credtinina sé&ica elevada y
proteinuria. Otras veces, por € contrario, son un verdadero escollo, y nos
encontramos con vaores de creatinina sérica proximos a la normalidad

asociados a datos histol6gicos de cronicidad (Isoniemi et a, 1992).

La dorreactividad a antigenos del donante es considerada € primer
factor de riesgo de nefropatia cronica. Sin embargo, otros factores
contribuyen claramente al desarrollo de esta condicién, como la edad del
donante, € tiempo de isquemia friay la exposicion a ciclosporina A (tabla
10, modificada de Serén et a, en impresion). Con elo queda patente la
contribucion en la patogenia de la nefropatia cronica dd trasplante de las
lesiones preexistentes, las lesiones por fendmenos de isquemia-reperfusion y

la nefrotoxicidad asociada a ciclosporina.

Tabla 10. Predictores independientes de nefropatia cronica
del trasplante. Modificado de Serdn et a (en impresion).

Riesgo Relativo  IC a 95%

Edad del donante 1,02 1,01-1,05
Tiempo deisquemiafria 1,05 1,01-1,10
Rechazo agudo 2,29 1,14- 4,62
Exposicion a CyA 1,006 1,002 - 1,010
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Por otra parte, para prevenir o reducir € riesgo de nefropatia cronica
dd injeto se estan desarrollando nuevos protocolos que continden
suministrando una adecuada inmunosupresion, de forma gque prevengan o
atenlien la aorreactividad pero con minimo riesgo de nefrotoxicidad. A tal
efecto se han disefiado diversas estrategias que emplean iNMUNOSUPresores
libres de nefrotoxicidad, como rapamicina o micofenolato mofetil, junto a
dosis reducidas de agentes anticalcineurinicos, con la finalidad de minimizar
sus efectos nefrotoxicos dosis-dependiente. Tales regimenes que reducen €
riesgo de nefrotoxicidad por drogas pudieran rebgar tanto laincidenciade los
episodios de rechazo agudo como € riesgo de nefropatia crénica (Grinyo,
1999). Estas nuevas aproximaciones, ademas de incrementar € nivel de
inmunosupresion en comparacion con la terapia clasica, modifican la calidad
delamisma

Grinyd (1999) ha eshozado agunas dternativas respecto a la
inmunosupresion de mantenimiento para € mgor mango clinico de
trasplante rena en general, y especidmente de la nefropatia cronica del
trasplante. Finamente insiste como la més prometedora para evitar y revertir
ladisfuncion del injerto en aquella que asocia MMF con bgjas dosis de CyA,
sin desdefiar otra estrategia més radical, vanguardistay arriesgada como es la
monoterapia con MMF, en |a filosofia de emplear una inmunosupresion libre
de nefrotoxicidad y efecto aterogénico (Keunecke et a, 2000). Respecto ala
primera, la experiencia de Grinyd en 24 trasplantados con funcion renal
normal, donde redujo progresivamente la dosis de ciclosporina hasta 2 mg/
Kg/ diaa 5° afio de trasplante para conseguir niveles entre 50-100 ng/ ml, es
muy esperanzadora ya que no observé eevacion de la creatinina sérica ni
descenso de su aclaramiento. Ademés, no se incrementd la proteinuria,

sugiriendo que en esta poblacion dicha terapia no causo nefropatia cronica.
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A continuacion comentaremos agunos de los trabajos més relevantes
donde se ha evidenciado € efecto beneficioso ddl régimen de mantenimiento
que incluye MMF sobre la funcion renal del trasplante renal asi como de

otros trasplantes.

Han sido interesantes los resultados preliminares de Mazuecos et a
(1997) en once trasplantados renales con disfuncion cronica: tratados con
MMF (2 gr/ dia) durante seis meses junto a la terapia previa consistente en
prednisona 'y CyA, observaron que la pendiente de la inversa de la CrS (1/
CrS) a 6° mes megord significativamente respecto a los seis meses antes del
tratamiento (preMMF: -0,0744 vs postMMF: +0,0194; p< 0,01), lo que
sugiere que esta droga puede servir para megorar la funcion rena del injerto
con disfuncién cronica. Esto  se produjo sin cambios en la dosificacion de

CyA ni delaproteinuria

Esperanzadores resultados han publicado Weir et a (1997):
introdujeron MMF en 28 trasplantados renales con deterioro progresivo de
la funcion renal, a la vez que reducian la dosis de CyA a la mitad (en una
media de 24,3 £ 7,7 meses tras € trasplante; tabla 11). Azatioprina fue
retirada en estos pacientes. No hubo ningun episodio de rechazo agudo, y
ademés se revirtio la evolucion deletérea de la funcion rena en la mayoria
de los pacientes. descendio la creatinina sérica en 21 de los 28 pacientes
evaluados. La pendiente mensual de la 1/CrS cambido de negativa a
positiva, 1o que indico que los cambios terapéuticos redundaron en una

mejora de lafuncion renal.
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Tabla11. Evolucion deladosis de CyA y MMF, y de la pendiente
delal/ CrS. Estudio de Welir et al (1997).

preMMF postMM F p
Dosis CyA (mg/ Kg/ dia) 32+1,1 16+09 < 0,001
Pendiente de 1/ CrS -0,006 + 0,002 +0,007 £ 0,003 | < 0,001
(mg/ dI)/ mes
Dosisde MMF (mg/ dia) 0 1779+ 71

Hueso et a (1998) evauaron 16 trasplantados de més de un afio de
evolucion en tratamiento previo con esteroides y CyA, y deterioro moderado
de la funcién renal. Tras la introduccion de MMF (2 gr/ dia) la dosis de
ciclogporina se redujo progresivamente hasta conseguir en un mes niveles
entre 40-60 ng/ mL. No hubo ningun caso de rechazo agudo durante los seis
meses de seguimiento. Sin embargo, la reduccion de la dosis media de CyA
Se asocio con una mejoria significativa de la funcién renal, reflgjada a través
del descenso de la CrS e incremento del filtrado glomerular (FG) (tabla 12).
Ademas, mgord la tensiéon arteria diastdlica (p= 0,04), mientras que la
proteinuria permanecié estable. Los nivdes de TGF-1 en plasma
descendieron de forma significativa una vez reducida la dosis de CyA,
observando asociacion entre niveles de CyA vs TGF-f1 (= 0,536; p=
0,0016). De estaforma, tanto € efecto presor como € fibrogénico de la CyA
puede ser atenuado reduciendo dosis. Por otra parte, € propio MMF ha
demostrado reducir la expreson de TGF-B en modelos experimentales
(Nadeau et a, 1996), por o que esta droga puede también haber contribuido a

lareduccion delos niveles de TGF-f observados en estos pacientes.

59



Experienciacon MMF en € trasplante renal

Tabla12. Evolucion deladosisy nivel valle de CyA, delaCrS
y FG. Estudio de Hueso et a (1998).

preMMF postMMF p
Dosisde CyA (mg/ K¢/ dia) 38+14 22+07 <001
Nivel vallede CyA (ng/ mL) 148 + 36 53+19  <0,001
CrS (umol/ L) 210 + 46 172+41  <0,001
FG (mL/ min/ 1,73 m?) 33+ 12 39+14 <002

Semejantes beneficios sobre lafuncion renal han informado Fritsche
et a (1998) en Alemania. Introdujeron MMF en 44 trasplantados tratados
con CyA, con deterioro progresivo del filtrado glomerular (5,8 + 4,8 afios
de trasplante). Los niveles vale medios de CyA antes y tras la adicion de
MMF fueron 140 + 33 y 124 + 30 ng/ ml (p= 0,01). La reduccion de la
dosis de CyA y adicion de MMF enlentecio |la tasa de deterioro de la
funcion renal: e descenso del filtrado glomerular durante los seis meses
previos alas modificaciones terapéuticas fue de 2,3 = 3,6 mL/ minuto/ mes,
mientras que tras los cambios establecidos tal deterioro se situ6 en 0,27 +
2,3 mL/ minuto/ mes (p= 0,008). La proteinuria no varié con e nuevo
tratamiento (preMMF: 1,2 £ 2,7 gr/ diavs postMMF: 1,1 + 2,1 gr/ dia).

Asimismo, Idam et a (1998) iniciaron tratamiento con MMF en 35
trasplantados cuya CrS se habia incrementado mas de un 20 % respecto ala
basal. Al mismo tiempo, redujeron progresivamente la dosis de CyA de 4,12
+ 1,77 a2,52 + 1,21 mg/ kg/ dia en un seguimiento medio de 15 meses (p<
0,01). Otravez mas, lafuncion renal mgioré: laCrSdescendio de 3,14+ 10a
2,57 + 0,82 mg/ dL (p< 0,01).
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Agraz et a (1999) también han observado una reduccion progresiva de
la CrS media tras la introduccion de MMF y reduccion de la dosis de CyA
(tabla 13), sin detectar episodio de rechazo agudo alguno durante €l

seguimiento.

Tabla 13. Evolucion de la CrStras la introduccion de MMF y reduccion de
ladosis de CyA. Estudio de Agraz et al (1999).

mes 0 mes 3° mes 6° mes 9° mes 12°
CrS 265,4+ 79,1 |208,3+63,6|216,4+658|1934+61,1| 172+31,1
(umol/ L)
n 18 18 17 14 7

En todos los instantes p < 0,05 respecto al basal.

Pudiera resultar atrevido € trabgo de Zanker et a (1998), quienes
transformaron la monoterapia con CyA en monoterapia con MMF en 13
trasplantados renales estables. Durante cuatro semanas se introdujo MMF
(2 gr/ dia) junto a CyA hasta conseguir niveles de acido micofendlico en
sangre entre 2 y 6 pug/ mL. Posteriormente, la ciclosporina fue retirada
gradualmente, con reduccion semanal de 25 mg. Este grupo de pacientes no
recibié ninguna inmunosupresion adicional. Durante € seguimiento (46-
501 dias) lafuncién renal mejoré en todos los pacientes tratados con MMF:
la CrS media se vio reducida en torno al 20 % respecto a la observada

durante la monoterapia con CyA.

Campistol et a (1999) evaud durante 6 meses a 31 trasplantados
renaes con diagndstico de rechazo crénico adicionando MMF (2 gr/ dia) ala
Inmunosupresion previa (prednisonay CyA). Objetivo descenso de la CrS en
19 (61 %), sin cambios en 4 (13 %), e incremento en 8 (26 %). La CrS media
vio una reduccion no significativa (basal: 2,75 £ 0,92 vs mes 6°% 2,59 + 0,75
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mg/ dl). Sin embargo, si constatd un cambio significativo, de negativo a
positivo, de la pendiente mensual media de la 1/ CrS cuando se introdujo €
nuevo farmaco. Concurrié una reduccion significativa de la dosis media de
CyA (basal: 2,80 £ 1,13 vs mes 6% 2,61 + 1,15 mg/ K¢/ dia; p< 0,001) y de
nivel vale medio (143 + 55 vs 120 + 51 ng/ mL; p< 0,01), ambos no
propuestos en € disefio. El rango de proteinuria no varido con € nuevo
farmaco (1,4 +1,7vs15+ 1,8 gr/ did).

De gran valor son |os resultados procedentes del Estudio Multicéntri-
co Espafiol sobre la nefropatia cronica del trasplante tratada con MMF
(Gonzalez et a, 2001): se evaluaron 122 pacientes afectos de nefropatia
cronica establecida con biopsia, 61 previamente tratados con CyA y
prednisona a los que se afladio MMF (2 gr/ dia), y 61 con CyA, prednisona
y azatioprina, esta Ultima sustituida por MMF ( 2 gr/ dia). El seguimiento
mediano fue de 18 meses (13-36 meses). Se comparo la pendiente de la 1/
CrS tres anos antes de la introduccion de MMF y al final del seguimiento,
observando ligera mejoria de la funcion renal (3 afios preMMF: -0,0002 vs
postMMF: -0,000007; p< 0,001). En aguellos tratados previamente con
azatioprina también se objetivd e cambio previo (preMMF. -0,002 vs
postMMF: -0,000041; p< 0,001), asi como en el subgrupo donde no hubo
diferencias del nivel valle de CyA en los instantes 0 y 365 dias (n= 65;
preMMF. -0,002 vs postMMF:. -0,00002; p< 0,001). No detectaron
variacion en los vaores de colesterol total y proteinuria. Concluyen con
gue la adicion de MMF permite enlentecer la progresion de la insuficiencia
rena en pacientes con nefropatia cronica, independientemente de los
niveles de CyA.
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Este efecto beneficioso de MMF sobre la funcion renal también se ha
puesto de manifiesto en trasplantados cardiacos con nefropatia progresiva
(CrS > 250 pmol/ L; Dureau et al, 2000): la sustitucion de CyA por MMF
(n= 8) condicion6 una mejoria de la funcion rena, con cambio de la
pendiente media mensual de la 1/ CrStras la introduccion de la nueva droga
(mes 12° preMMF: -0,000056 vs mes 12° postMMF: +0,00007; p< 0,01).

Otras expectativas creadas en torno a MMF en d trasplante se
concentran en la posibilidad de prolongar la supervivencia de pacientes e
injertos a través de la reduccion de factores de riesgo cardiovascular (Aakhus
et a, 1999; Quaschning et al, 1999).

Keunecke et a (2000) cambié en 46 trasplantados rendes la
monoterapia con un inhibidor de la calcineurina por monoterapia con MMF
(2 gr/ dia, niveles vale de AMF entre 2-6 ugr/ mL) en un grupo seleccionado
libre de esteroides, con la findidad de reducir € factor nefrotoxico y
aterogénico. Tres meses tras la conversion (n= 38) observo descenso de la
CrS (1,90 + 0,64 vs 1,74 £ 0,57 mg/ dL; p= 0,006), con reduccion del
colesterol total (223 + 44 vs 199 + 37 mg/ dL; p< 0,001), triglicéridos (182 +
75vs 157 £ 83 mg/ dL; p< 0,002) y de latension arterial sistdlica (142 £ 12
vs 130 £ 13 mmHg; p< 0,001) y diastdlica (86 £ 7 vs 79 = 8 mmHg; p<
0,001). La conversion fracasd en 8 pacientes, 5 de ellos por rechazo agudo
cortico-sensible restaurando € agente anticalcineurinico, 2 por intolerancia a

nuevo farmaco, y uno por decision propia.
Schrama et a (2000) estudio en un grupo de trasplantados renales con

funcion rena estable (n= 17) la conversién a MMF (2 gr/ dia) con retirada
progresiva de CyA en etapas (reduccion a un tercio de la dosis a las 20

63



Experienciacon MMF en € trasplante renal

semanas de la introduccion de MMF, y retirada a las 40 semanas),
manteniendo la misma doss de esteroides. Dos de ellos sdlieron del
protocolo en la fase de dosis bga de ciclosporina por rechazo agudo y
diarrea, respectivamente. El resto (n= 15) completd la converson sin
incidencias, observando tras la retirada de ciclosporina una reduccion del
colesterol totd (6,29 = 1,11 vs 5,75 = 0,97 mmol/ L; p< 0,01), descenso de la
creatinina sérica (130 + 20 vs 114 £ 24 umol/ L; p< 0,01), incremento de su
aclaramiento (66 + 11 vs 80 = 17 ml/ min; p< 0,01), y reduccién de latension
arteria sistdlica y diastdlica (p< 0,01). El descenso de los triglicéridos, en

torno a 15 % traslaretirada de ciclosporina, no llego alasignificacion.

64



Introduccion

5. Monitorizacion de la terapia inmunosupresora en €
trasplante renal.

A pesar del mejor conocimiento de los mecanismos implicados en la
aorrespuesta y de la introduccion de nuevos agentes en los protocolos de
inmunosupresion en e trasplante renal, poco se ha avanzado sobre la
individualizacion de la dosis y de las drogas inmunosupresoras (Danovitch,
1999). Parece razonable pensar que no todos los trasplantados requieren lo
mismo. Antes del contar con ciclosporina A ya se habian cosechado éxitos de
supervivencia prolongada en trasplantados renaes, si bien para incrementarla
del 50 % a 85 % hubo que tratar a todos los pacientes con esta droga. De
forma semejante, para reducir la frecuencia de rechazo agudo del 50 a 25 %
la gran mayoria de los pacientes reciben MMF. Desafortunadamente no
podemos predecir qué pacientes perderan sus injertos sin CyA o cuaes
sufriran rechazo agudo sin MMF.

La dosficacion individualizada de las drogas inmunosupresoras
también es un escollo, ya que aunque es crucial parala prevencion de parte
de la morbi-mortalidad asociada a trasplante, como son las infecciones
oportunistas, rechazo agudo, nefropatia crénica del injerto y patologia
neoplésica, son multiples las pruebas propuestas para realizarla debido a que
ninguna satisface plenamente las necesidades. A tales pruebas se les exige

gue sean accesibles, informativasy no invasivas.

A continuacion se esbozardn las multiples pruebas propuestas en €
trasplante rena para monitorizar y gustar la dosis de los agentes
iInmunosupresores, las dificultades a tal efecto, la necesidad de una
monitorizacion independiente a régimen inmunosupresor (que con

frecuencia es multiple), y en particular los esfuerzos redizados desde €
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campo de lainmunologia. Finalmente, resumiremos las propuestas redlizadas
para la monitorizacion ded MMF. Con fines clasificatorios se pueden
contemplar tres criterios para monitorizar y dosficar la terapia
inmunosupresora: 1) criterios farmacocinéticos de las drogas, 2) criterios
histopatolégicos, y 3) criterios inmunolégicos (tabla 14; modificado de
Alsina, 1997; y Burdick et al, 1998).

Tabla 14. Monitorizacion de laterapiainmunosupresora del trasplante renal.

A. Monitorizacion Farmacocinética de las drogas.
1. Concentracién valle predosis (C-0).

2. Area bajo la curva concentraci n-tiempo.

3. Concentracion a 22 hora postdosis (C-2).

B. Monitorizacion Anatomopatol ogica.
1. Rechazo Agudo. Rechazo agudo subclinico.
2. Nefropatia Cronica. Nefrotoxicidad por drogas.

C. Monitorizacion Inmunolégica de las drogas.

1. Test cutaneos.

2. Pruebas de linfocitotoxicidad especificain vitro: Ac anti-HLA del donante.

3. Andlisis de larespuestainmunol 6gica no especifica.

4. Recuento linfocitario, marcadores de diferenciacion y activacion en sangre periférica
5. Andlisis de citoquinas en plasma e intrainfocitarias (dicotomia Th1/Th2).

6. Andlisis de laactividad enzimética de la calcineurinay de lalIMPDH.
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5.1. Monitorizacion Farmacocinética de los agentes

| NMUNOSUPresores.

En los afios 70, la Unica manera de establecer que e régimen
Inmunosupresor del trasplantado renal resultaba inadecuado, ya por exceso o
defecto, era de manera retrospectiva tras un episodio de infeccion o rechazo,
respectivamente. El deseo por mgorar la prescripcion individualizada era
fehaciente. No fue hasta la incorporacion de la ciclosporina A, cuando se
pudo comenzar a determinar € efecto sobre cada paciente y gjustar la dosis
segun criterios farmacocinéticos de la droga, empleando la concentracion
predosis en sangre, y con €lo evitando la dosis estandar (revisado por
Kasiske, 1998). Esta forma de dosficacion se ha extendido a otros
inmunosupresores actuales, como tacrolimusy acido micofendlico.

El estudio del &rea bagjo la curva concentracion-tiempo, s bien se ha
correlacionado fuertemente con la situacion clinica, no ha tenido gran
predicamento entre los profesionales para la dosificacion rutinaria de CyA
por motivos obvios. Respecto a la formulacién Neora de CyA, actuamente
se estd evaluando € nivel C-2, es decir, la concentracion en la 22 horatras la
toma del f&rmaco, ya que existen evidencias procedentes del trasplante de
higado y corazén de que pudiera correlacionarse mejor con € &rea bagjo la
curva y los eventos clinicos que la clasica concentracion predosis, C-0
(Belitsky et al, 2000).
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5.2. Monitorizacion Anatomopatol 6gica.

No cabe duda que la biopsia es una excelente herramienta para
identificar cambios patologicos derivados de situaciones de rechazo y/ o
toxicidad, y por ello se ha erigido como la “prueba de oro” para evaluar la
disfuncion del injerto rena. Sin embargo, en ocasiones solamente indica un
Jproceso en curso o que ya ha ocurrido.

De ahi € interés que ha suscitado la biopsia precoz programada y €
concepto de rechazo agudo subclinico por cuanto que expresa
aorreactividad, y de alguna forma infrainmunosupresion (Lipman et d,
1996).

Seron et a (1997) pone de manifiesto que la biopsia rena precoz
programada puede diferenciar aquellos trasplantados con riesgo de sufrir
pérdida del injerto por nefropatia cronica: € protocolo de biopsias de injerto
rena programadas a tercer mes realizado sobre 98 pacientes estables indicd
gue aguellos con diagndéstico de nefropatia cronica (n= 41) habian sufrido una
mayor incidencia de episodios de rechazo agudo antes de la biopsia (24,3 vs
3,9 %; p= 0,003), los niveles valle medios de CyA habian sido superiores
(242 + 74 vs 214 £+ 59 ngr/ mL; p= 0,049), y la supervivencia actuaria del
injerto fue més baja (80,5 vs 94,4 %,; 0,024).

Nickerson et a (1998) han observado que @ hallazgo de rechazo agudo
subclinico en un protocolo de biopsias programadas a 6 meses es un predictor
independiente de creatinina sérica méas elevada a los 24 meses del trasplante.
Estos resultados son complementados por € estudio prospectivo de Rush et
al (1998), donde lafuncion rena del injerto a dos afios fue mejor en aquellos
trasplantados randomizados para biopsia programada del 1-3 meses
postrasplante tratados con esteroides s hubo rechazo agudo subclinico, sobre

los que fueron randomizados para no biopsia, y por tanto no tratados si
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existio ta evento. Ello hace pensar que € incremento de lainmunosupresion
pudiera rebgjar la incidencia rechazo agudo, tanto clinico como subclinico
(Nickerson et d, 1999).

QuizA estos protocolos u otros que empleasen tecnologias mas
avanzadas pudieran servir paraidentificar aquel grupo de trasplantados donde
se debiera de formaindividualizada incrementar lainmunosupresion. A pesar
del beneficio que puede ofrecer la biopsia renal programada como técnica
predictora de nefropatia crénica, por cuanto que es capaz de diagnosticar
situaciones de rechazo agudo subclinico, no degja de ser una prueba invasiva,
por 1o que posiblemente no llegue a incorporarse como técnica predictiva en

lapréctica clinica ordinaria.

5.3. Monitorizacion Inmunol ogica.

Como una alternativa para explorar el efecto especifico de la droga
han surgido pruebas que intentan vigilar € estado inmunolégico del
paciente, en lafilosofia de establecer criterios predictivos de situaciones de
riesgo, que puedan conducir a intervenciones mucho mas precoces, y por
tanto, evitar cambios clinicos e histopatol 6gicos que fuesen en detrimento
del paciente y del injerto. Por otra parte, se ha pretendido que tales pruebas
sirvieran paraindividualizar laterapéutica.

Las primeras pruebas consistieron en tests cutaneos (Rolley et d,
1974), andlisis de la respuesta linfocitaria in vitro (Bach et a, 1973) y
andlisis de lainmunocompetencia no especifica (Smith, 1992). La€devacion
del cociente linfocitario CD4/ CD8 se ha asociado con episodios de rechazo
agudo (Griny0 et al, 1984; Mestre et a, 1988), s bien no ha sido corroborada

69



Experienciacon MMF en € trasplante renal

por otros autores (Kreis et a, 1984; Helling et a, 1984). Resultados
procedentes de trasplantados cardiacos sugirieron gque la proporcion de las
poblaciones linfocitarias en sangre periférica pudiera predecir € evento de
rechazo agudo con una sensibilidad, especificidad y valor predictivo
positivo del 62 %, 90 % y 82 %, respectivamente (Klanke et al, 1989;
Schibel et a, 1990). Ninguna de estas pruebas |legb a emplearse de manera
generalizada, unas por tratarse de pruebas dificultosas, otras porque los
datos no confirmaban asociacion clinica robusta. Otro motivo pudo ser la
gran mejora sobre la supervivencia de los injertos renales que supuso la
dosificacion de ciclosporina atraves de la concentracion valle en sangre.
Sin embargo, si tuvo una gran acogida la monitorizacion de la
deplecién de linfocitos T en sangre periférica durante el tratamiento con
anticuerpos antilinfocitarios (Thomas et a, 1979), ya en la terapia de
induccion o en € tratamiento del rechazo agudo cortico-resistente,
perdurando hasta nuestros dias por cuanto que ha resultado Util y eficaz
para la adopcion de una prescripcion individuaizada, que evita
inmunosupresion inadecuada, tanto por exceso como por defecto, y con
ello es capaz de reducir la frecuencia de efectos adversos, principa mente

infecciosos (Cosimi, 1995).

Hoy dia, cada vez es més notoria la imperfeccion de la dosificacion de
CyA segun € nivel valle en sangre, observando la misma incidencia de
rechazo agudo a pesar del empleo de lanueva formulacion en microemulsion,
Neora (Noble et al, 1995). Con ello toma nuevamente cuerpo laidea de que
la fuerza innata de un sistema tan complejo como para provocar un episodio
de rechazo sea diferente en cada individuo, y que un nivel en sangre de un
Inmunosupresor puede producir diferentes efectos en diferentes pacientes.

Estas hipdtesis abren la busgueda de un “ criterio inmunoldgico” que definala
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eficacia dd agente inmunosupresor - de la misma manera que la tensién
arteria reflga e efecto de la tergpia antihipertensiva -, y que pudiera ser
predictivo de situaciones de riesgo antes de que clinicamente se manifestaran.
El mgor conocimiento de los fendmenos de tolerancia y rechazo del
aloinjerto (revisado por Mannon et a, 1999; y Shirvan, 1999) asi como del
mecanismo de accién de los agentes inmunosupresores pudieran ayudar al
diseno de estrategias orientadas a monitorizar |la alorreactividad y/ o €
efecto bioldgico supresor de los mismos sobre sus dianas. La mayor
selectividad del mecanismo de accion de la inmunosupresion empleada
pudiera facilitar la aproximacion a aguella porcion del sistema
inmunol6gico que modifica, y por tanto mas exacta seria la valoracion del
efecto.

Han sido mdltiples los aspectos de sistema inmunologico
Investigados para monitorizar € trasplante rena en laidea de “racionaizar”
el tratamiento inmunosupresor (revisado por Alsina, 1997; Burdick et a,
1998). A continuacion repasaremos aguellos en uso y sobre los que en la
actualidad se sigue investigando, como son los marcadores linfocitarios de
superficie, & andliss de anticuerpos anti-HLA de donante, € perfil de
citoquinas intralinfocitarias, y la actividad enziméatica de la calcineurinay de

lalMPDH en sangre periféricatota y aidados linfocitarios.

Clasicay eficaz es la monitorizacion del recuento de las poblaciones
linfocitarias en sangre periférica durante € tratamiento con anticuerpos
antilinfocitarios, tanto en adultos como en pacientes pediétricos, para la

prevencién y tratamiento del rechazo agudo (Brun et a, 1995; Grandtnerova
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et a, 1997; Masri et a, 1997). Hoy dia, las nuevas drogas estan reduciendo
las indicaciones de dichaterapia.

Alamartine et a (1992) han estudiado la poblacion de linfocitos NK
en trasplantados renales afectos de neoplasia maligna e infeccion por
citomegalovirus. Observaron que los recuentos medios de células NK en
trasplantados estables (n= 162) y aguellos afectos de neoplasia maligna (n=
13) no difirieron, mientras que fueron superiores en los que sufrian
infeccion citomegdlica (n= 15). No nos podemos pronunciar sobre la
hipbtesis sugerida con la que cierra este original respecto a la asociacion
entre deficiencia de células NK y mayor incidencia de neoplasias de novo

en trasplantados renales.

En monitorizacién es fundamenta distinguir entre rechazo e infeccién
viricaa. En este sentido, se han descubierto diversas modificaciones
linfocitarias en sangre periférica, principamente asociadas a infeccion
citomegdica

Berge et a (1998) han observado en trasplantados renales con
infeccidn vira primaria una expansion en sangre periférica de linfocitos T
CD8+ con sobreexpresion de granzimay L-selecting, a diferencia de aguellos
trasplantados con rechazo agudo o funcion rena estable. Otros autores han
publicado reduccion de linfocitos T CD4+ y CD8+, e incremento de
linfocitos B en sangre periférica previo alainfeccion citomegalica (Nordoy
et al, 1999; Besancon-Watelet et a, 2000), reduccion de la produccion de
citoquinas Thl in vitro durante la misma (Essa et a, 2000), asi como una
expansion de linfocitos T gamma-delta tras e episodio infeccioso
(Dechanet et al, 1999).
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Si bien es clasico y de practicarutinaria € estudio de anticuerpos anti-
HLA de donante contra €l aloinjerto previo a trasplante (crossmatch), dicha
monitorizacién no se suele realizar habitualmente durante € seguimiento del
mismo. Hoy dia, & avance tecnoldgico que han supuesto las pruebas de
citometria de flujo y ELISA en la deteccion de dichos anticuerpos, y la
asociacion marcada en numerosos estudios entre la presencia de anticuerpos
anti-HLA en d post-trasplante y situaciones clinicas de rechazo agudo y
cronico asi como menor supervivencia del aoinjerto, sugieren que tal
monitorizacién puede ser clinicamente Util asi como suministrar alguna luz
sobre los mecanismos de rechazo (revisado por Mc Kenna et al, 2000). De
los doce trabgj os sobre trasplante renal evaluados por estos autores, en siete
de ellos se ha observado asociacion entre rechazo agudo y presencia de
anticuerpos anti-HLA: los pacientes con anticuerpos sufrieron una
frecuencia de rechazo agudo entre 2 y 10 veces superior; mientras que en
aguellos sin anticuerpos la frecuencia de rechazo cronico fue inferior y la
supervivenciadel injerto superior.

La serie de Christiaans et a (1998) arroja una supervivencia del
injerto renal a 5 afios del 34 % para aguellos con anti-HLA medidos por
citometria de flujo, frente al 76 % en aquellos sin anticuerpos. El halazgo
de anti-HLA de novo en & 14-45 % de trasplantados con injerto
funcionante a 5 anos indica que tales anticuerpos no causan necesariamente
rechazo inmediato y que muchos de estos pacientes pueden tener funcién
renal normal a pesar de su presencia. Por ello seran precisos estudios de
seguimiento de estos pacientes para establecer s aguellos que sufren
rechazo proceden de este grupo.

Abe et d (1997) sefidan la fuerte implicacion entre presencia de anti-

HLA y rechazo crénico: anticuerpos reactivos frente a células B del donante
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fueron detectados en 25/ 29 pacientes con diagnéstico de rechazo cronico,

comparado con 5/ 33 trasplantados con funcion rena estable.

Se ha buscado € perfil de citoquinas en plasma que pudiera definir
aquella poblaciéon de trasplantados renales con riesgo de sufrir infeccién
aguda, rechazo agudo, e incluso mejor respuesta a tratamiento antirrechazo,
con resultados poco robustos (Danidl et al, 1995).

Masri et d (1998, 1999) han observado asociacion entre € perfil de
citoquinas intralinfocitarias y ciertas Situaciones clinicas. Los pacientes con
rechazo agudo expresaron una combinacién de citoguinas Thl eevada
asociada a un perfil Th2 bajo; pacientes con funcion rena estable ofrecieron
un perfil Thl bgo con Th2 normal; pacientes con infeccion viral tuvieron
niveles de CD4/IL-2/IL-4 y CD8/IL4 normales con CD8/IFN/IL-2 elevados.
Un halazgo interesante fue la asociacion observada entre e perfil de
citoquinas Th2 (CD3/IL-4/IL-10) y rechazo crénico. No esta claro s los
elevados niveles intralinfocitarios de CD3/IL-4/IL-10 son causa de este
proceso o se trata de un subproducto inocente, aunque ya hay datos en €
sentido primero (Oliveiraet a, 1998).

La monitorizacion de marcadores de activacion linfocitaria por
citometria de flujo se ha sugerido como una herramienta Util para establecer
diagnostico diferencial de la disfuncion de injerto renal, y a menos
distinguir entre episodio de rechazo agudo e infeccion citomegdlica vs
nefrotoxicidad aguda por CyA (Beik et a, 1998).

Los estudios de Ishida et a (2000a, 2000b) en trasplantados renaes
sugieren la utilidad clinica de la monitorizacion en sangre periférica por

citometria del antigeno linfocitario CD15S como marcador diagnostico de
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rechazo agudo, e incluso como predictor de la eficacia ddl tratamiento
antirrechazo. Se trata de un antigeno expresado en linfocitos T y B
activados que actla de ligando para las moléculas de adhesion E-selectina
(CD62E) y P-selectina (CD62P), las cuales se encuentran principa mente
en células endoteliales activadas y plaquetas. Este marcador no se expreso
en trasplantados sin rechazo (n= 23) ni voluntarios sanos (n= 18). De los 17
pacientes con diagnostico histoldgico de rechazo agudo, € 82 % (14/17)
curso con fuerte expresion del antigeno linfocitario CD15S 'y respuesta ala
terapia esteroidea; mientras que los tres restantes, con baja expresion del

mMisSmo, Se mostraron cortico-res stentes.

Pudiera resultar ventajoso cuantificar directamente € efecto supresor
de ladroga sobre su diana. Ello se ha investigado sobre CyA, cuya actividad
inmunosupresora esta mediada a través de la inhibicion de la calcineuring,
enzima con actividad fosfatasa, calcio y calmodulin-dependiente (Liu et a,
1991; Frumen et a, 1992; Batiuk et a, 1994). Se ha observado asociacion
entre las concentraciones en plasma de CyA vy la cuantificacion intracelular
delL-2 enlinfocitos T CD4+ de sangre periférica (Sindhi et a, 2000).

5.4. Futuro de la monitorizacién de los agentes inmunosupresores

en € trasplante renal.

Con e empleo de MMF lafrecuencia de rechazo agudo se ha rebajado.
Por € contrario, toman mayor relevancia los problemas derivados del exceso

de supresion. Tales circunstancias nos obligan aindividualizar cada vez mas
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el tratamiento inmunosupresor, ya sea empleando criterios clinicos,
bioquimicos, farmacocinéticos o inmunol ogicos.

La dosificacion del MMF en trasplantados renaes inicidmente se
realiz6 segn una pauta fija entre 2-3 gr/ dia, atendiendo |as especificaciones
de los estudios multicéntricos. Posteriormente, dos modalidades para
monitorizar la inmunosupresion mediada por AMF han sido propuestas con
la findlidad de individudizar la dosificacion, y con dlo evitar una
INnmunosupres on inadecuada:

1) e nivel vdle y aea bgo la curva (atendiendo a criterios
farmacocinéticos de ladroga), y

2) la actividad enzimética de la inosin-monofosfato deshidrogenasa

(IMPDH, valorando aspectos farmacodinamicos de lamisma).

La concentracion valey el areabgjo la curva del écido micofendlico
se han determinado empleando técnicas de cromatografia (Sugioka et al,
1994; Tsina et a, 1996; Shaw, 1997) e inmunoensayo (Wollenberg et d,
1998; Brunet et al, 1999). Con inmunoensayo, €l rango valle terapéutico de
AMF en plasma, asociado a menor frecuencia de rechazo agudo y efectos
adversos, se ha establecido entre 2-6 pgr/ mL (Land, 1999; Keunecke et d,
2000). Esta Gltima se trata de una determinacion que esta arraigando en la
practica clinica por ser Util y poco complea.

La determinacion de la actividad de la enzima inosin-monofosfato
deshidrogenasa (IMPDH) en sangre total o en linfocitos aidados, enzima
crucia en la proliferacion linfocitaria, es capaz de cuantificar e efecto
biolégico gercido por la droga. Langman et a (1995) observaron una
reduccion del 50 % de la actividad enzimética con concentraciones de AMF
entre 2-5 mg/ L, tanto en sangre total humana como en linfocitos aisados,

detectando asociacion inversa entre la concentracion en sangre de AMF y
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actividad IMPDH. En trasplantados renal es establ es, la administracion ora de
MMF produjo un pico de inhibicién enzimatica en sangre total entre el 40-90
% en las primeras 6 horas - que se correspondid con € pico de AMF en
plasma -, un mantenimiento de la inhibicién durante 4 horas postdosis y una
gradual restauracion avalores predosis (Sanquer et al, 1998); mientras que en
trasplantados con sospecha de rechazo agudo dicha actividad apenas fue
inhibida y se asocié a problemas de absorcion de micofenolato mofetil.
Storck et a (1998) sugiere que la determinacion de la actividad enziméticaen
trasplantados renales deberia realizarse sobre la fraccion aidada de células
mononucleares en lugar de en sangre total por posible sobreestimacion de la
actividad IMPDH en esta Ultima, afavor de unamegjor individualizacion de la
dosis de MMF. A pesar de los esfuerzos, se trata de una determinacién por
consolidar.

A diferencia de los inhibidores de la calcineuring, e AMF no parece
inhibir la produccién de citoquinas por linfocitos activados, o que sugiere
gue no interfiere las fases de activacion precoz linfocitaria (Eugui et d,
1991). Debido a efecto antiproliferativo selectivo que egerce sobre la
poblacion linfocitaria, intimamente implicada en los fendbmenos de tolerancia
y rechazo de doinjertos, esta droga pudiera reducir € recuento linfocitario
absoluto, modular las poblaciones linfocitarias y los marcadores de
activacion en sangre periférica (Gummert et al, 1999). Ello reflgaria a
menos una parte de su actividad inmunosupresora, y quiza pudiera servir para
monitorizar su efecto supresor.

Los nuevos regimenes de  inmunosupresion, que cuentan con
combinaciones de agentes cada vez mas potentes y selectivos en la filosofia
de reducir aorreactividad y con elo infrainmunosupresion, han condicionado
un incremento principa mente de las complicaciones infecciosas (Stratta et d,

1997). Allison et a (1993b) sugieren que quiza ello pudiera deberse, en €
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afan por intensificar la inmunosupresion, a una pobre valoracion del efecto
combinado de las drogas, atendiendo a criterios preestablecidos. Clara es la
dificultad que entrafia la vdoracion exacta de la inmunosupresion
administrada cuando se emplea asociacién de drogas. La variacion
interindividual del efecto supresor de cada agente y las interacciones
farmacocinéticas que aln no estan bien establecidas (Filler et a, 2000) nos
abocan a una terapia empirica clasica previa a desarrollo y megjor guste del
test farmacocinético correspondiente para cada droga. Ademés dicho test
posiblemente tendra que ofrecer diferentes puntos de guste segun la
Inmunosupresién concomitante.

Con todas estas dificultades presentes, seria deseable desarrollar
parametros, quiza inmunolégicos, que pudieran cuantificar y monitorizar el
efecto supresor directo de las droga en sus dianas correspondientes, y por
ende, reflgasen la actividad inmunosupresora. Ello podria ser Util para
predecir situaciones de riesgo y establecer protocolos de actuacion en fases
més precoces. Dada la complejidad y redundancia del sisterna inmunol 6gico
resulta aparente que la monitorizacion de un parametro aidado sera
insuficiente (Masri et a, 1999).
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6. Virus de la hepatitis C y trasplante renal.

La infeccidn por € virus de la hepatitis C es la causa mas comun de
enfermedad hepética cronica del trasplantado rena. En la mayoria de las
ocasiones € paciente ha sido infectado en didisis, sendo factores de riesgo
para adquirir la infeccion € tiempo en didisis y € numero de trasfusiones
sanguineas (Druwe, 1994). La prevalencia de esta infeccion en € trasplante
renal, determinando anticuerpos mediante técnicas de ELISA de 22
generacion y test de confirmacion RIBA, oscila entre € 8,3-57 % segun las
series (Druwe et a, 1994; Pereira, 1993). En € sur de Europa se encuentra
entre e 15-30 %, y en nuestro centro es de 239 % (Bravo, datos no
publicados). La desaparicion de los anticuerpos después del trasplante es
excepcional: lapositividad se mantiene alo largo de los afios, y en torno a 90
% de los casos la determinacion del RNA viral en suero es positiva (Goffin et
al, 1995).

No cabe duda que la infeccién por virus C en € trasplantado renal
puede condicionar mayor frecuencia de complicaciones hepéticas, y por tanto
reducir la supervivencia de los pacientes (Stempel et a, 1993; Davis et d,
1994; Goffin et a, 1994). Es relevante sefiaar que en torno a 60 % de los
trasplantados renales seropositivos para e virus C tienen criterios de
enfermedad hepética crénica (transaminasas elevadas mantenidas durante
mas de seis meses; Moraes, 1995). Este autor, en su serie de 91 trasplantados
renales C positivos seguidos durante 65 meses de media, muestraque € 56 %
de dlos reunian criterios de hepatopatia cronica, de los cualesen € 5,5 % se
agravo, precisando trasplante hepatico tres pacientes (3,3 %). Sin embargo, €
38,4 % restante mantuvo en todo momento una bioquimica hepatica normal.

Por lo tanto, parece haber dos patrones evolutivos. uno marcado por la
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presencia de hepatopatia crénica clinicamente significativa, y otro con
biologia hepética normal con pocas implicaciones clinicas.

En la patogenia de la hepatopatia por virus C participan factores virales
asi como lainmunidad del paciente. La asociacion entre la lesion hepética y
los niveles séricos de ARN-VHC sugiere un efecto citopético directo del
virus (Codho-Little et a, 1995). Por otra parte, la participacion del sistema
inmunoldgico dd paciente queda gjemplificada por la meoria transitoria de
transaminasas tras la administracion de esteroides, y la relacion inversa entre
viremia y reactividad inmunolégica (Fong et a, 1994). En la poblacion
trasplantada interviene ademas la terapia inmunosupresora, que sin lugar a
duda debe contribuir a la heterogeneidad de las manifestaciones clinicas,
desde un portador del virus de la hepatitis C estable a una hepatopatia
rapidamente progresiva (Kliem et a, 1996). Existen datos que sugieren que
la infeccion por virus C en € trasplante rena condiciona cierta
Inmunodeficiencia, que se manifiesta en una menor incidencia de rechazo
agudo y mayor frecuencia de infecciones graves si 10s comparamos con
trasplantados seronegativos (Corell et a, 1995; Morales et al, 1996).

En este punto, es pertinente considerar una prevencion de la
hepatopatia postrasplante por virus C, basada en 1) un régimen
inmunosupresor individualizado y juicioso que impida la progresion de la
hepatopatia sin riesgo razonable de rechazo, y 2) una especia vigilancia de

las infecciones.
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los buenos resultados cosechados con micofenolato mofetil en el
trasplante renal, ya en la prevencién del rechazo agudo, ya en € tratamiento
de la nefropatia crénica del trasplante, asi como respecto a la posibilidad de
reducir factores de riesgo cardiovascular de la mano de un perfil clinico
relativamente seguro si bien mgorable, han posicionado a esta sustancia en
un lugar privilegiado en d campo de la inmunosupresiéon del trasplante.
Posiblemente & avance en la situacién ya consolidada con ciclosporina se
haya debido a la amplia y especifica regulacion que gerce sobre factores
inmunolégicos y no inmunologicos. Sospechamos que €  efecto
antiproliferativo que induce € &acido micofendlico sobre la poblacién
linfocitaria, através de un mecanismo inhibitorio y selectivo de la biosintesis
de novo de las purinas, pudiera cuantificarse en sangre periférica. Seria
esperable constatar una reduccion linfocitaria, S bien no podemos establ ecer
una prediccion sobre la magnitud o la subpoblacion més deprimida.

Esta perspectiva de la nueva droga nos animé a redizar € presente
estudio. Se trata de un disefio observaciona con seguimiento en tres grupos
de trasplantados rendes estables, dos de ellos tratados con sendos regimenes
inmunosupresores de mantenimiento clasicos consistentes en prednisona +
CyA, y prednisona + CyA + azatiopring, y € tercero a que se afadio
micofenolato mofetil en triple terapia junto a prednisona + CyA. Los

objetivos planteados fueron los siguientes:
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1. Vaorar la seguridad clinica relativa de micofenolato mofetil en
nuestra poblacion de trasplantados renales, y en particular en aguellos con
serologia positiva parad virus de la hepatitis C.

2. Establecer la evolucion de la funcion renal que condiciona
micofenolato mofetil asociado aprednisonay CyA .

3. Evaluar los efectos y aspectos diferencidles de tres terapias
inmunosupresoras de mantenimiento sobre la evolucion del recuento
linfocitario y su distribucion en sangre periférica en tres grupos de
trasplantados renales estables, y en particular la modulacion que pudiera
condicionar la adicion de micofenolato mofetil junto a prednisonay CyA.

4. Evaluar la posible utilidad clinica de la monitorizaciéon de las
poblaciones linfocitarias en sangre periférica en e trasplantado rena

tratado con micofenolato mofetil.
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11l. PACIENTES, MATERIAL Y
METODO

1. Disefio del estudio y pacientes.

Desde Junio de 1996 hasta Septiembre de 1997 (fechas en que se
enrolaron € primero y Ultimo paciente, respectivamente) se evalud un grupo
de trasplantados renaes revisados en nuestro centro a través de un disefio

observacional no aeatorio con grupos control, y seguimiento de doce meses.

Se constituyd un grupo Estudio de trasplantados renaes a quienes, en
tratamiento previo de con prednisonay CyA (Sandimmun Neora®, Novartis
Farmacéutica) se les agregd un nuevo inmunosupresor, MMF (Cellcept®,
Roche), adosisinicia de 1-1,5 gr/ dia durante el mes 1° de seguimiento con

incremento posterior, quedando la dosis de mantenimiento entre 2-2,5 gr/ dia.

Los criterios de inclusion y exclusion se detallan en las tablas 15, 16
y 17. Tales criterios se construyeron con €l espiritu de evaluar una muestra
homogénea, y evitar inconvenientes interpretativos. A continuacion se

explican aspectos decisivos en la adopcion de dichos criterios.

A priori no aceptamos € aumento de inmunosupresion con una
tercera droga en trasplantados renales con funcion renal normal (creatinina
sérica< 1,4 mg/ dL. Sin embargo, si o realizamos en aquellos que recibian

dosis de ciclosporina A < 4 mg/ Kg/ dia, ya que esta circunstancia pudiera
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asociarse a un incremento del riesgo de disfuncion crénica del injerto
(Burke et al, 1994). Otros autores no comparten esta opinion (Massy et al,
1995). Asi mismo, se excluyeron aquellos trasplantados con creatinina

serica= 3,2 mg/ dL.

Se excluyeron del estudio aquellos trasplantados con alguna de las

siguientes caracteristicas:

a) Menos de un afio de evolucion del trasplante renal. Este criterio se
establecio con la finalidad de estudiar una poblacién de trasplantados renales
homogénea en cuanto ala dosis de |os inmunosupresores empleados.

b) Recuento leucocitario < 3.500 / mm®, antecedente de neoplasia o infeccion
graves, y hepatopatia crénica (y en especid la de etiologia viricaC y B). La
adicién de la nueva droga a trasplantados con estas caracteristicas les pudiera
condicionar mayor morbi-mortalidad. Se definié hepatopatia crénica aguella
gue cursd con elevacion recurrente o persistente de las enzimas hepéticas

durante los sais meses previos a estudio.

c) Tratamiento previo con azatioprina (Imure®, Medeva Pharma), y
colagenosis como causa de insuficiencia rena. Estas circunstancias pudieran
per sé introducir agin sesgo en alguna de las variables estudiadas, y en

concreto sobre las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica.

Para € andlisis de la serie roja se excluyeron los trasplantados con
caracteristicas gque pudieran condicionar su evolucion, como es la estenosis

de la arteriarena, tratamiento con inhibidores de la enzima de conversion de
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la angiotensina (IECA), teofilinas o eritropoyetina humana recombinante
(rHUEPO) (Bakris et a, 1990; Danovitch et al, 1995; Perazellaet d, 1995).

Tabla 15. Criterios de inclusién generales.

1. CrSentre1,5-3,1 mg/ dL y/ o dosisde CyA < 4 mg/ Kg/ dia.
2. Régimen inmunosupresor con prednisonay CyA previo a estudio.

Tabla 16. Criterios de exclusion generales.

1. Trasplante rena de menos de 1 afio de evolucion.

2.CrS> 3,2 mg/ dL.

3. Recuento leucocitario < 3.500 /mm®.

4. Enfermedad neoplésica o infecciosa graves antes o durante € estudio.
5. Hepatopatia crénica.

6. Insuficienciarena por colagenosis (LES, ...).

7. Contribucion al estudio con menos de tres determinaciones.

8. Tratamiento previo con azatioprina.

Tabla 17. Criterios de exclusion parala evaluacion de la serie roja.

1. Sufrir estenosis de la arteria renal > 50 % con diagndstico angiografico.
2. Recibir tratamiento con IECA, rHUEPO o teofilinas.

De igua forma, se constituyeron dos grupos control segun € régimen
INMunosupresor de manteni miento:
- grupo control CyA, tratado con prednisona + CyA.
- grupo control AZA, tratado con prednisona+ CyA + azatioprina
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Estos grupos control se estudiaron por dos motivos:
1) para discernir con cierta seguridad que los efectos observados en € grupo
Estudio no fuesen atribuidos a la evolucion natural del trasplante, y si a la
nueva drogainmunosupresora administrada; y
2) para edtablecer aspectos diferencides entre los tres regimenes
Inmunosupresores de mantenimiento, principal mente respecto a la evolucion
del recuento linfocitario absoluto y las poblaciones linfocitarias en sangre
periférica.

La seleccién de los trasplantados en ambos grupos control se reaizd
segun los criterios de excluson 1 a 7 delatabla 16 y los criterios de la tabla
17.
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2. Grupos y protocolo de estudio. Aparatos, técnicas
empleadas y unidades de las variables.

El seguimiento de los pacientes se redizd desde la consulta de
trasplante rena del centro con arreglo a plan de investigacion que se
describe.

2.1. Constitucion y clasificacion de los grupos.

Los trasplantados se incluyeron en cada uno de los tres grupos
atendiendo a las caracterigticas y criterios establecidos, y siguiendo la
cronologia habitual de las revisiones periddicas, hasta completar e tamarfio de
muestra prefijado para cada grupo:

- grupo Estudio (P + CyA + MMF): n=30

- grupo Control CyA (P+ CyA): n=15

- grupo Control AZA (P+ CyA + AZA): n=15

2.2. Caracteristicas basales de la muestra.

A continuacion se detallan las caracteristicas registradas de la
muestra:
1. Sexoy edad del paciente.
2. Etiologiade lainsuficienciarena (IR).
3. NUmero del trasplante: 1°/ 2°.
4. Tiempo de evolucion dd trasplante hasta el momento de estudio (afios).
5. ldentidades HLA-DR compartidas entre donante (D) y receptor (R): 1/ 2.
6. Induccidon inmunosupresora con anticuerpos antilinfocitarios. globulina
policlona antilinfocitaria (GAL), anticuerpo monoclonal murino OKT3.
7. Biopsiadd injerto renal previaa estudio: Si / No, y en caso afirmativo €
diagnogtico.
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8. Serologiavira: AcVHC y AgHBSs: positivo / negativo.
9. Tratamiento con IECA, rHUEPO y teofilinas: si / no.
10. Edad del donante.

2.3. Protocolo de estudio, variables y unidades de medida.

En & grupo Estudio se recogieron las variables que se expresan a
continuacion en los tiempos basal, meses 1°, 3°, 6°y 12° respecto a inicio del
tratamiento con MMF:

1. Sintomatologia (con especia atencion ala patologia digestiva, infecciosay
tumoral).

2. Peso (KQ).

3. Dosis de prednisona (mg/ Kg/ dia).

4. Dosisde CyA (mg/ Kg/ dia).

5. Dosis de azatioprina (mg/ Kg/ dia).

6. Dosis de MMF (mg/ Kg/ diay gr/ dia).

7. Nivel valle de CyA en sangretota (ng/ mL).

8. Creatininasérica (CrS, mg/ dL).

9. Hemograma: Recuento leucocitario (céulas’ mm®); hemoglobina (Hb, gr/
dL); hematocrito (Hto, %); hematies (células’ mm®); recuento plaguetario
(células/ mm®).

10. Triglicéridos (mg/ dL) y colesterol total (mg/ dL) en suero.

11. AST/ GOT (U/ L), ALT/ GPT (U/ L), y-GT (U/ L) y fosfatasa alcalina
total (U/ L) en suero.

12. Recuento linfocitario absoluto y de las subpoblaciones linfocitarias en
sangre periférica (células /uL): Recuento linfocitario absoluto, de linfocitos
CD3+ (linfocitos T), CD3+CD4+, CD3+CD8+, cociente CD4/ CDS,
CD16+CD3- (linfocitos natura killer, NK), y CD19+ (linfocitos B).
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En e grupo Estudio se calcul6 la reduccion porcentual media (RP,
%) de cada una de las subpoblaciones linfocitarias entre los instantes 6° y
12° respecto a basal con la finalidad de objetivar la magnitud relativa de

las variaciones observadas. Laformula empleada fue la siguiente:

RP media (%)= (1 — (instante” / instante basal)) x 100

Donde instante” toma el valor del recuento medio linfocitario en cada uno
de los meses 6° y 129, e instante basal toma el vaor de dicho recuento en

dicho instante. Las unidades expresan porcentaje de reduccion media.

De forma retrospectiva se registro €l valor de CrS en los meses 120, 9°,
6° y 3° antes de iniciar tratamiento con MMF con la finalidad de poder
cacular y comparar la pendiente mensual de la CrS antes y después del
nuevo tratamiento. Debido a comportamiento erdtico de edas
determinaciones no fue posible e guste lineal para obtener las pendientes
con todos los puntos para todos los individuos;, por €lo se tom6 una
“pendiente media’ por individuo, empleando para su cdculo Unicamente los
valores del mes 12° pretratamiento con MMF (preMMF), basal y mes 12° tras
el inicio dd mismo (postMMF). Las férmulas empleadas fueron las

siguientes:

- Pendiente mensual preMMF: (CrS 12° mes preMMF) — (CrS basal) / 12 meses.
- Pendiente mensual postMMF: (CrS basal) - (CrS 12° mes postMMF) / 12 meses.

Esta variable calculada, pendiente de la CrS, expresa el cambio medio

de la CrS por unidad de tiempo (en este caso mensual), expresando las

unidades en mg/ dL/ mes.
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Se consider6 variacion de CrS cuando ésta fue superior a0,20 mg/ dL.

En ambos grupos control se estudiaron las mismas variables que en €
grupo Estudio, con determinaciones basal, meses 1°, 3°, 6° y 12°, excepto en
cuanto alas variablestriglicéridos, colesterol total, AST/ GOT, ALT/ GPT,
v-GT, fosfatasa alcalina total (FAt) y CrS pre-estudio.

2.4. Descripcion de las técnicas, procedimientos y aparatos

empleados en cada una de | as determinaciones.

2.4.1. Hemogramay bioquimica en sangre periférica.

2.4.1.1. Toma de muestra.
L as muestras de sangre periféricatotal se extrgjeron en ayunas entrelas
8 y las 10 horas de la mafiana, en la unidad de extraccidén de sangre del
hospital:
- bioquimica 6 mL de sangre en tubo Venoject® 1l (Terumo;
autosep®).
- hemograma: 3,0 mL de sangre en tubo Venoject® (Terumo; UT 053
STK, con 0,06 mL de EDTA (K3) a 0,235 mol/ L.

2.4.1.2. Instrumentos: equipo y reactivos.

d) Hemograma. Se determind concentracién de hemoglobina (Hb),
hematocrito (Hto), hematies, recuento leucocitario y plaguetario empleando
un sistema Technicon H3 RTC/ RTX (Miles Inc, Diagnostic Division,
Tarrytown, NY, 10591-5097 USA).
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Para las diguientes determinaciones bioquimicas se empled €
analizador automatico de quimica clinica BM/ Hitachi 747, y los reactivos
correspondientes, todos ellos suministrados por la compafia Boehringer

Mannheim (BM), y siguiendo las especificaciones recomendadas para cada
ensayo.

b) Creatinina sérica (CrS). El ensayo se redizd en suero, empleando €
método fotométrico de Jaffé rate-blanked con compensacion, y 10os reactivos
con n° de referencia 1 127 632 (R1: lgiade sodio: 0,20 mol/ L) y 1 127 659
(R2: &cido picrico: 25 mmol/ L), ambos de BM.

c) Triglicéridos. El ensayo se redizd en suero, empleando € método
GPO-PAP (test color enzimético) y €l reactivo con n° de referencia 1 488 902
(tampon/4-clorofenol/ enzimas) de BM.

d) Colesteral tota. El ensayo se realiz6 en suero, empleando € método
CHOD-PAP (test color enzimético) y € reactivo con n° de referencia 1 489
704 de BM.

e) Aspartato-aminotransferasa (AST/ GOT). El ensayo se redizo en
suero, empleando método de IFCC (test enzimatico) y los reactivos con n° de
referencia 1 360 183 (R1: tampdn; Rla enzimas /coenzima) y 1 127 764
(R2: dfa-oxoglutarato), ambos de BM.

f) Alanina-aminotransferasa (ALT/ GPT). El ensayo se redizd en

suero, empleando método de IFCC (test enzimatico) y |os reactivos con n° de
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referencia 1 360 205 (R1: tampdn; Rla: enzima/coenzima) y 1 127 799 (R2:
afacetoglutarato), ambos de BM.

g) 3-glutamiltransferasa (3-GT). El ensayo se redizG6 en suero,
empleando test color enzimético, y los reactivos con n° de referencia 1 360
809 (R1: tampon /glicilglicing) y 1 355 058 (R2: diluyente /substrato), ambos
de BM.

h) Fosfatasa alcalina total (FAt/ ALP). El ensayo se realizo en suero,
empleando € “Método standard optimado” de la Deutsche Gesellschaft fir
Klinische Chemie (test enzimatico) y los reactivos con n° de referencia 1
360 787 (R1: tampon) y 1 360 795 (R2: tampdn/ p-nitrofenilfosfato),
ambos de BM.

2.4.2. Nivel valle de ciclosporina A en sangre entera.

2.4.2.1. Toma de muestra.

Las muestras de sangre periférica se extrgjeron en ayunas entre las 8 y
las 10 horas de la mafiana, en la unidad de extraccién de sangre del hospitdl,
empleando 3,0 ml de sangre en tubo Venoject (Terumo®): UT 053 STK, con
0,06 mL de EDTA (K3) a 0,235 mol/ L.

2.4.2.2. Preparacion de lamuestra. Procedi miento.

Una vez reunidas todas |as muestras a determinar, se procede:

a) Identificacion de todas y cada una de las muestras con nimeros

(1,2,3, ..., n). Con lamisma numeracién identificamos una serie de tubos de
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microcentrifuga del tipo Eppendorf. Emplearemos dos tubos Eppendorf que

identificamos como controles (C1 y C2), necesarios en latécnica.

b) Se toman 100 puL de sangre de cada muestra previa agitacion en
vortex durante 10-15 segundos, que depositamos en € fondo del tubo
Eppendorf correspondiente marcado con € mismo ndmero. Con los
controles 1 y 2 procedemos de igual forma, si bien la agitacion de estos la

realizamos a mano invirtiendo el tubo repetidas veces.

c) Se anaden 300 pL de reactivo precipitante (metanol) en cada tubo
Eppendorf, cuya funcion es la de lisar las céulas, dgar la ciclosporina

solubilizaday precipitar lamayor parte de las proteinas de la sangre.

d) Se agitala mezcla, en vortex 10-15 segundos unavez las muestras

preparadas.

€) Se incuba € tubo de microcentrifuga a temperatura ambiente (18-

25°) a menos durante un minuto.

f) Se centrifugan las muestras durante 10 minutos a velocidad

maxima.
g) Dél sobrenadante se trasvasan 100 pL de cada tubo Eppendorf alos

pocillos de muestras COBAS MIRA®. Estos son introducidos en la gradilla
de muestras nimero 1 del analizador, con el orden siguiente:
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C1 pocillo 1
C2 pocillo 2
muestra 1 pocillo 3
muestra 2 pocillo 4
muestran pocillon +2

h) Las muestras ya estan preparadas para su medicion. Entonces
colocamos los reactivos y € diluyente en las gradillas destinadas para €llo
inmediatamente a la izquierda de la primera gradilla de muestras.

Conectamos €l aparato y procedemos a la programacion del ensayo.

2.4.2.3. Principio de la prueba.

El ensayo Emit® 2.000 (enzyme-multiplied immunoassay technique)
emplea una técnica inmunoenzimatica homogénea de competencia
semiautomatizada para €l andlisis de ciclosporina A en sangre entera (Mc
Millan, 1989; Kahan, 1989; Schran et a, 1987).

Se basa en la competencia por los sitios de union de anticuerpos de
ciclogporina. La ciclosporina de la muestra compite con la ciclosporinaen €
reactivo enzimatico B que estd marcado con la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6P-DH). La enzima activa (no unida) transforma €
dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD) oxidado dd reactivo de
anticuerpo A en NADH, lo cual resulta en un cambio de absorbancia cinética
que puede ser medido espectrofotométricamente. La actividad enzimatica
disminuye a unirse a anticuerpo, lo cua facilita la medicién de la
concentracion de ciclosporina en la muestra en téminos de actividad

enzimatica.
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2.4.2.4. Instrumentos. equipo Yy reactivos.
Los ensayos para medir ciclogporina A vale en sangre se realizaron

con los siguientes instrumentos:

a) Analizador de sistemas de quimica COBAS MIRA® (Roche
Diagnostic Systems, Inc.), conectado a un ordenador del tipo PC que
controla la programacion de los ensayos, €l almacenamiento de resultados,
el envio de resultados e informes y la preparacion de datos estadisticos.

b) Ensayo especifico de ciclosporina A Emit® 2.000 de Syva
Company, suministrado por Dade Behring Inc. (n° de referencia 6R019)
incluye:

- Reactivo A de anticuerpo: anticuerpos monoclonaes de ratén
reactivos hacia ciclosporina A; glucosa-6-fosfato, dinucledtido de
nicotinamiday adenina (NAD), cloruro sodico y otros.

- Reactivo B enzimatico: ciclosporina A marcada con glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa bacteriana (L euconostoc mesenterioides), y otros.

- Diluyente especifico.

c) Calibradores especificos, y metanol en calidad de reactivo.

d) Muestras de control de ciclosporinaA (C1, C2y C3).
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2.4.3. Recuento linfocitario absoluto y de las subpoblaciones linfocitarias

en sangre periférica por citometria de flujo.

Antes de detalar la metodologia con la que se realizaron estas

determinaciones sefial aremos aspectos esencial es sobre citometria de flujo.

2.4.3.1. Generalidades sobre citometria de flujo.
1) Definicion.

La citometria de flujo es una técnica empleada para € medicién y
andisis répidos de “células o particulas biologicas’ (en lo sucesivo
“eventos’) individualizadas en suspensiéon unidos a anticuerpo
fluorescente. Una vez que se ha incubado esta suspension de eventos con
un anticuerpo especifico marcado con un fluorocromo, se hace pasar por un
sistema de flujo laminar sobre €l que incide un haz de luz, y con la ayuda

de detectores especificos es capaz de identificar y enumerar tales eventos.

2) Elementos de un citometro.
Un citometro de flujo se compone de tres sistemas instrumentales:
2.1) Sistema fluhidrico.
2.2) Sistema optico.

2.3) Sistemna Informatico.

2.1) Sistema fluhidrico o de inyeccion y manejo de la muestra.

Consiste en un mecanismo hidraulico presurizado que tiene como
mision recoger la muestra y a través de una corriente coaxial de solucion
salina, conducirla hasta €l canal de flujo o contge, habitualmente formado

por un elemento de cuarzo horadado en su centro.
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Al quedar la muestra sometida a una presion envolvente se induce su
flujo laminar hacia € cand capilar de contge en forma de “elementos
alineados’ sobrelos queincidiralaluz del sistema optico.

La inyeccion se rediza por un sistema volumétrico compuesto de
bombay jeringa capaz de inyectar un volumen exacto de suspension celular,
y € sistema dispone de un contador volumeétrico tipo Coulter para el recuento

de las unidades celulares que fluyen por € capilar.

2.2) Sistema Optico.

Estaintegrado por un haz luminoso junto a un sistema de lentes, filtros,
espejos dicroicos y fotodetectores de dispersion y fluorescencia.

El haz luminoso empleado es del tipo l&ser, donde toda la radiacion
fotdnica emitida se encuentra en fase, 1o cua confiere a este tipo de luz gran
uniformidad en la direccion y cromaticidad asi como su gran intensidad
frente a las fuentes de radiacion luminica no coherente (Vg. lampara de
mercurio). Existen diferentes tipos de laser, si bien & més utilizado es € de

i6n argdn que emite a unalongitud de onda de 488 nm.

2.3) Sistema Informatico.

En general, consta de amplificadores de sefial, un transformador
anaogico-digital y un ordenador, cuya funcion es la de generar, dmacenar y
analizar datos, proporcionando estudios estadisticos y representacion gréfica

de los mismos.

3) Funcionamiento de un citometro.
Tras laintroduccion del tubo de ensayo con la muestra problema en la
toma de muestra del citdmetro, ésta es succionada por la jeringa conectada a

una bomba hidraulica, y mediante canaizaciones es conducida hasta la
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camara de contaje donde es envuelta por un fluido saino gque rodea a las
células alinedndolas en su centro hasta ser atravesadas por € haz de luz.

La incidencia del |&ser sobre las células proporciona sefiales Opticas
recol ectadas por dos tipos de fotodetectores:
a) Fotodetectores de Dispersion axia y ortogonal .

b) Fotodetectores de Fluorescencia.

a) Fotodetectores de Dispersion.

En ausencia de fluorocromos unidos a elementos celulares, la luz
dispersa es colectada por dos fotodetectores diferentes en funcion del angulo
delamisma
- Fotodetector de Dispersion frontal o delantera (Forward-scatter, FW-SC).
Mide luz dispersa en configuracion axid (entre 2-8°), y proporciona
informacion sobre e tamafio del evento.

- Fotodetector de Dispersion ortogonal (Right-scatter, RT-SC). Mide luz
dispersa en configuracion ortogonal (a 90°), e informa sobre la complejidad

intracelular o granularidad.

b) Fotodetectores de Fluorescencia.

Generdmente existen tres detectores para tres fluorocromos
correspondientes. En la tabla 18 se detallan los fluorocromos que con més
frecuencia se emplean en citometria de flujo, con sus correspondientes

longitudes de onda de excitacion y emision maximas.
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Tabla 18. Caracteristicas de |os principal es fluorocromos.

Fluorocromo Excitacién maxima (nm) Emision maxima (nm)
Fluoresceina 495 520 (verde)
Ficoeritrina 495 576 (naranja)
Tetrametilrodamina 543 570 (naranja)
Cianina3y5 575 670 (naranja)
Cyanoficoeritrina3y 5 495 670 (rojo)

Rojo Texas 596 620 (rojo)

Mediante el andlisis de la informacion proporcionada por la
configuracion axial y ortogonal de los elementos que fluyen por €
citometro es posible agruparlos en distintas clases segin tamafio y
complgidad (Vg, linfocitos, monocitos, granulocitos,...), de forma que el
instrumento discrimina entre ellas y es capaz de mostrarlas en diferentes
ventanas el ectronicas.

Con los detectores de fluorescencia identificamos cualquier tipo de
célula que hemos incubado con € anticuerpo monoclonal especifico

conjugado con un fluorocromo.

2.4.3.2. Principio de la prueba.

El marcge especifico de los leucocitos depende de la habilidad del
anticuerpo monoclonal para unirse a la superficie de las células viables que
expresan un determinante antigénico especifico. Los anticuerpos
monoclonales ORTHO® TRIO se afladen a una muestra de sangre enteray se
unen a sus respectivos antigenos expresados en la superficie de los linfocitos.

Durante e periodo de incubacion de la muestra los linfocitos quedan
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recubiertos con un anticuerpo monoclonal conjugado con su fluorocromo
correspondiente.

Con € sistema de citometria de flujo iniciamente se constata la
ausencia de autofluorescencia de la muestra (control negativo), y se
identifican las poblaciones de linfocitos, monocitos y granulocitos (figura
4) con la ayuda de los detectores de dispersion (tamafio celular, FW-SC; y
complgjidad intracelular o granularidad, RT-SC). A partir de aqui se
seleccionay sblo se trabgja con la poblacion de linfocitos. Con la ayuda de
los detectores de fluorescenciay el marcaje fluorescente de los anticuerpos
monoclonales ORTHO® TRIO simultaneamente se identifican y enumeran
linfocitos CD3+, linfocitos CD3+CD4+, linfocitos CD3+CD8+, linfocitos
CD16+CD3- y linfocitos CD19+CD3-. El recuento linfocitario absoluto se
calcula por medio de lasumade linfocitos CD3+, CD19+ y CD16+CD3-.

Figura 4. Ventana donde se identifican las poblaciones de linfocitos,
monocitosy granulocitos.

- J
golloe e W% o8 emp w ®

granulocitos |

monocitos

Células muertas
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2.4.3.3. Toma de muestra.

L as muestras se extrgjeron entrelas 8 y las 10 horas de la maiianaen la
unidad de extraccion de sangre del hospital:

a) Se extraen 3,0 ml de sangre periférica en ayunas en tubo Venoject
(Terumo®: UT 053 STK, con 0,06 ml de EDTA (K3) a 0,235 mol/L).

b) Tras invertirlo suavemente varias veces, |as muestras se conservan a
temperatura ambiente (no refrigeradas).

c) Para garantizar la exactitud en € contge de glébulos blancos y
diferencia serealizalatécnicadentro de las 6 horas a partir de larecogidade

|as muestras.

2.4.3.4. Preparacion de lamuestra. Procedi miento.

a) Se utiliza un tubo de 12 x 75 mm por cada una de las muestras a
analizar.

b) Sevierten 100 L de sangre, bien mezclada, en el fondo del tubo.

c) Tras afadir 10 pL de reactivo ORTHO correspondiente, se
mezclan agitando suavemente.

d) Se incuba durante 30 minutos a4° C.

e) Posteriormente se afaden y mezclan 2 mL de reactivo lisador
Ortho-mune® a cada tubo. Se trata de una solucién de cloruro aménico y
EDTA cuya funcién es la de lisar los hematies, y poder estudiar la serie
blanca

f) Tras 10 minutos de incubacion a temperatura ambiente las muestras
estén preparadas para su andlisis por citometria de flujo, que se debe redizar

antes de una hora.
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2.4.3.5. Determinaciones.

Con la muestra de sangre de cada paciente se redlizan tres
determinaciones, empleando los anticuerpos monoclonales correspondien-
tes (tabla 19).

Tabla19. Panel de Anticuerpos monoclonales utilizados.

Antigeno Ac monoclonal Especificidad

10G24 Control negativo 10G24
CD4/CD8/CD3 OKT-4/OKT-8/OKT-3 T-4/T-8/T-3

CD16/CD19/CD3 NK/OK B-19/0OKT3 NK/B/T-3

1) Determinacion del Control negativo.

Para esta determinacion se empled € reactivo ORTHO® TRIO Control
(FITC/ PE/ CyP), que se proporciona como una mezcla de tres anticuerpos
monoclonales murinos conjugados con los fluorocromos isocianato de
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), y & tandem ciano-5-ficoeritrina (CyP).

Estos anticuerpos no son reactivos contra antigenos de superficie
leucocitarios humanos. Se emplea para determinar un recuento absoluto de
linfocitos a partir de disperson de luz (RT-SC frente a FW-SC), para
identificar marcajes no especificos en las ventanas el ectronicas (RT-SC frente
a fluorescencia), y para establecer las regiones negativas/ positivas en los
citogramas de fluorescencia bicolores. Por tanto, se trata de un control de
calidad, cuya negatividad garantiza la ausencia de autofluorescencia en la

muestra
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2) Determinacion de CD3, CD4 y CD8.

Para esta determinacion utilizamos € reactivo ORTHO® TRIO CD4 /
CD8 / CD3 (FITC / PE / CyP), suministrado como una mezcla de tres
anticuerpos monoclonales murinos unidos a sus correspondientes fluorocro-
mos:

CD4 — conjugado con isocianato de fluoresceina (FITC).

CD8 — conjugado con ficoeritrina (PE).

CD3 — conjugado con € tandem ciano-5-ficoeritrina (CyP).

Con este reactivo, simultaneamente identificamos y enumeramos
linfocitos CD3+, linfocitos CD3+CD4+ y linfocitos CD3+CD8+ humanos en
sangre total mediante citometria de flujo.

Primeramente se aida la poblacion de linfocitos mediante los
detectores de tamaiio (FW-SC) y granularidad (RT-SC), y posteriormente
analizamos la captacion de fluorescencia dependiente de los diferentes

anti cuerpos monaocl onales marcados con fluorocromos.

3) Determinacion de CD3, CD16 y CD19.

Para esta determinacion utilizamos € reactivo ORTHO® TRIO CD16 /
CD19 / CD3 (FITC / PE / CyP), suministrado como una mezcla de tres
anticuerpos monoclonales murinos unidos a sus correspondientes fluorocro-
mos.

CD16 — conjugado con isocianato de fluoresceina (FITC).

CD19 - conjugado con ficoeritrina (PE).

CD3 — conjugado con € tandem ciano-5-ficoeritrina (CyP).
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Con este reactivo, simultdneamente identificamos y enumeramos
linfocitos T (CD3+CD16-), linfocitos NK (CD16+CD3-) y linfocitos B
(CD19+CD3-) humanos en sangre total mediante citometria de flujo.

Inicialmente se aidla la poblacion de linfocitos mediante los detectores
de dispersion (FW-SC y RT-SC), y posteriormente analizamos la captacion
de fluorescencia de los diferentes anticuerpos monoclonales marcados con

fluorocromos.

2.4.3.6. Instrumentos. equipo Yy reactivos.

Los ensayos de citometria de flujo se realizaron con los siguientes
Instrumentos:

a) Citometro de flujo laser CYTORON ABSOLUTE de ORTHO®
(Diagnostic, Florida, USA). Incorpora léser de argdn y sistema de deteccion
tricolor (n° de referencia 310100).

b) Software Immuno Count |1 de ORTHO® (n° de referencia 310490).

c) Sistema informético inmunolégico de ORTHO® (n° de referencia
310340y 310330).

d) Kit de calibracion ORTHO®-Count (n° de referencia 310300).

e) Anticuerpos monoclonales murinos ORTHO® TRIO:

- ORTHO® TRIO Control (n° de referencia 778 220).
- ORTHO® TRIO CD4/CD8/CD3 (e de referencia 778 210).
- ORTHO® TRIO CD16/CD19/CD3 (n° de referencia 778 230).

El coeficiente de variacién de la prueba oscil 6 entre & 5-10 %.
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3. Método estadistico y soporte informético.

Con objeto de alcanzar los objetivos de la tesis se llevd a cabo un

andlisis estadistico con | as siguientes fases:

1. Paratodas las variables del estudio se realizd una estadistica descriptiva
atendiendo a la distribucién de las variables y a medidas basicas de

resumen, y esto para cada uno de los grupos.

2. Con objeto de establecer la comparacion de la evolucion a lo largo del
ano en los tres grupos se llevd a cabo € analisis dd disefio factorial de los
tres factores:

a) e grupo, con tres niveles que son el grupo Estudio, € grupo CyA
y el grupo AZA,

b) el instante con cinco niveles (determinacion basal, meses 1°, 3°, 6°

y 129,y
c) & paciente con diferente nimero en cada grupo.

L os factores grupo e instante eran de efectos fijos y cruzados entre si,
mientras que el factor “paciente’ era de efectos aeatorios y estaba anidado
en € grupo. El problema que planted € anadlisis del disefio fue que faltaron
observaciones en diferentes pacientes, y aunque esta circunstancia se debio
al azar, imposibilitaba el uso de los modelos lineales clasicos. Por €elo
tuvimos que emplear para el analisis del disefio modelos GEE (Generalized
Estimable Equations).
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En e andlisis se tuvo en cuenta en primer lugar s la interaccion
grupo-instante era significativa. S ésta no lo era se comprobd s habia
diferencias entre grupos (que en ese caso serian iguales para cada instante),
y si habia diferencias entre instantes (que en ese caso serian iguales paralos
diferentes grupos). Si la interaccion fue significativa (lo que ocurrio en la
mayoria de los casos) nos vimos obligados a comparar los diferentes
grupos instante a instante (o que se hizo con un andlisis de la varianza
previo y posteriores comparaciones por pargjas usando la metodologia de
Bonferroni) y la comparacion entre instante grupo a grupo, lo que se hizo
usando el disefio de medidas repetidas con € método GEE, y posteriores
comparaciones de Tukey entre los diferentes instantes. En algunas
situaciones, y en aras de la claridad de los resultados, se empled la
metodologia de los “contrastes a posteriori” -ad hoc- para resolver
problemas concretos del andlisis; la penalizacion fue en ese caso dd tipo
Bonferroni.

Con objeto de homogeneizar las varianzas, hipotesis clave en los
métodos que hemos empleado, se hicieron transformaciones de los datos,

como €l logaritmo neperiano y laraiz cuadrada, cuando fueron necesarias.

3. Para estudiar la relacion entre distintas variables cuantitativas se empleo
el coeficiente de correlacion linea simple de Pearson, previa nube de

puntos, y €l test de significacion oportuno.

4. La comparacion de las diferentes variables en funcién de algunas de las
caracteristicas de los pacientes incluidos en € estudio (AcVHC,
antecedente de rechazo,...) se hizo empleando €l test de comparacion de

medias para muestras independientes siguiendo la metodologia de Student

106



Pacientes, Material y Método

s las varianzas eran iguales, o la de Welch s es que las varianzas eran
distintas.

5. Para comparar las pendientes individuales de variacion de la CrS en el
grupo Estudio preMMF y postMMF se calcularon tales pendientes, y se
hizo un test de comparacion de medias con muestras apareadas usando la

metodol ogia de la t-Student para muestras apareadas.

6. Para establecer comparaciones entre variables cualitativas se empled el
test de la Chi-cuadrado, y cuando éste no fue aplicable (debido a escaso
tamano de los valores esperados) se emplearon |os tests exactos oportunos.

test de Fisher paratablas 2 x 2, y test exacto paratablas de contingencia.

7. Los resultados de los contrastes de hipotesis realizados son expresados
en términos de cantidad experimental (F exp, t exps A zexp), grados de libertad
(g.1.) y significacién del test bilateral, es decir, €l valor de p. Se acepto la
hipétesis adternativa (H1), es decir, definimos la significacion estadistica,
siempre y cuando “p” fue menor de 0,05. Esta regla se relgo
ligerismamente con niveles de significacion superiores, pero muy
proximos a 5%, cuando se observd una tendencia temporal de diferencias

entre o intra-grupos.
Labase de datos y los analisis se realizaron empleando un ordenador

del tipo PC Pentium 1Il (256 SDRAM), con software Window 98, Office
2000, y los paguetes estadisticos SPSS 9.0 y Statgraphics Plus.
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Resultados

V. RESULTADQOS

De las variables analizadas con seguimiento hubo pérdida de muestra
en distintos instantes y grupos debido al azar (ya porgue no se extrgerala
muestra de sangre en € instante correspondiente, ya porque no se procesara
por mala calidad de la misma). En los siguientes capitulos se detallan los

resultados de | os distintos andlisis |l evados a cabo.

1. Andlisis de las caracteristicas de |la muestra.

A continuacion se resumen las caracteristicas de los trasplantados
incluidos en € estudio, clasificados en tres grupos en funcién de la terapia
Inmunosupresora de mantenimiento: grupo Estudio, grupo control CyA y

grupo control AZA.

1.1. Grupo Estudio.

Se analizaron 31 de los 34 trasplantados que se enrolaron en €l grupo
tratado con micofenolato mofetil, excluyendo a tres. dos por retirada del
nuevo farmaco al mes 1° de seguimiento, uno de €ellos por infeccidn
respiratoria bacteriana que cursd con leucopenia, y otro por intolerancia
digestiva; e tercer paciente se excluy6 debido a que, aunque complet6 el 6°
mes del protocolo, fallecié posteriormente con el diagnostico de linfoma en
la necropsia. A un paciente se le suspendio la droga, una vez completado el
6° mes de estudio, por sufrir infecciéon cutdnea severa, y participo con las
determinaciones ofrecidas hasta ese momento. El resto de los trasplantados
(n= 30) continu6 con micofenolato mofetil una vez cerrado el estudio.

Durante el seguimiento no se registraron efectos adversos, y en particular
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digestivos, infecciosos o tumorales, achacables al nuevo farmaco que
obligaran a reducir dosis o suspenderlo. No hubo ninguin caso de rechazo
agudo. En la tabla 20 se caracteriza la distribucién de la muestra de
trasplantados del grupo Estudio respecto a la dosis diaria de ciclosporina A
y creatinina sérica en € instante basal. Se puede observar que el subgrupo
mayoritario recibia dosis de CyA < 4 mg/ Kg/ diay cursaba con valores de
CrS> 1,41 mg/ dL. En latabla 21 se resumen las caracteristicas del grupo
Estudio.

Tabla 20. Frecuencia absolutay relativa de | os trasplantados renal es del
grupo Estudio segin ladosisdiariade CyA y CrSen €l instante basal.

Dosisde CyA (mg/ Kg/ dia)
<4 >4
CrS <1,40 8 (25,8 %) 0
(mg/ dL) > 1,41 21 (67,7 %) 2 (6,4 %)
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Tabla 21. Caracteristicas de los trasplantados del grupo Estudio.

frecuencia % media | DT | rango
Sexo: M /V 11/ 20 35,5/64,5
Edad (afios) 46,13 11,47 24— 62
Tiempo desde TR a inicio del estudio (afios) 3,77 2,26 1,07 -8,39
Edad donante | 382 | 1744 12 - 65
Etiologia de la Insuficiencia Renal
Glomerular 13 41,9
Intersticial 8 25,8
Quistico 4 12,9
Vascular 1 3,2
Alport 1 3,2
No filiada 4 12,9
N°TR: 1°/2° 29/2 935/6,5
Identidad HLA-DR entre D/ R
1 25 80,6
2 6 19,4
Induccion con Ac antilinfocitarios
GAL 20 64,5
OKT3 7 22,6
GAL / OKT3 3 9,7
Ninguno 1 3,2
Biopsia Renal 6 19,4
Rechazo Agudo 2
Rechazo Cronico 4
AgHbs: -/ + 30/1 96,8/ 3,2
AcVHC: -/ + 20/11 64,5/ 35,5
Trat® rHUEPO 1 3,2
Trat° IECA 6 19,4

"En todas | as variables estudiadas n= 31, excepto en Edad del donante donde n= 19.
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1.2. Grupo control CyA.

En este grupo no hubo ningun trasplantado tratado con IECA o
rHUEPO, ni previo a estudio recibio tratamiento con azatioprina. No hubo
ningun caso de rechazo agudo durante € seguimiento. En la tabla 22 se

resumen las caracteristicas de |os trasplantados incluidos en este grupo.

Tabla 22. Caracteristicas de los trasplantados incluidos en el grupo CyA".

frecuencia % media | DT | rango
Sexo: M/ V 10/9 52,6 /474
Edad (afios) 46,39 12,88 22— 67
Tiempo desde TR ainicio del estudio (afios) 5,22 287 | 1,21-11,14
Edad donante | 236 | 11,18 9-45
Etiologia de la Insuficiencia Renal
Glomerular 7 36,8
Intersticial 3 15,8
Quistico 4 21,1
Diabetes 1 53
No filiada 4 21,1
NO°TR: 1°/2° 19/0 100/ 0
Identidad HLA-DR entre D/ R
1 10 52,6
2 3 15,8
desconocido 6 31,6
Induccion con Ac antilinfocitarios
GAL 13 68,4
OKT3 4 21,1
Desconocido 2 10,5
Biopsia Renal 1 0,05
Rechazo Agudo 0
Rechazo Crénico 1
AgHbs. -/ + 30/1 96,8/ 3,2
AcVHC: -/ + 8/11 42,1/57,9

"En todas | as variables estudiadas n= 19, excepto en Edad del donante donde n= 10.
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1.3. Grupo control AZA.

Resultados

En este grupo no hubo ninguin paciente tratado con rHUEPO. Durante

el seguimiento no constatamos caso aguno de rechazo agudo. En latabla 23

se recogen las caracteristicas de los trasplantados incluidos en € grupo

control AZA.

Tabla 23. Caracteristicas de |os trasplantados incluidos en el grupo AZA".

frecuencia % media | DT | rango
Sexo: M /V 8/7 53,3/46,7
Edad (afios) 4586 | 12,84 20-61
Tiempo desde TR ainicio estudio (afios) 4,26 3,37 | 1,15-10,77
Edad donante | 359 | 2161 9-68

Etiologia de la Insuficiencia Renal

Glomerular 2 13,3
Intersticia 6 40
Quistico 3 20
Diabetes 1 6,7
No filiada 3 20
N°TR: 1°/ 2° 14/1 933/7,7
Identidad HLA-DR entre D/ R
1 12 80
2 2 13,3
desconocido 1 6,7
Induccién con Ac antilinfocitarios
GAL 8 53,3
OKT3 4 26,7
Desconocido 3 20,0
Biopsia Renal 4 26,6
Rechazo Agudo 4
Rechazo Cronico 0
AgHbs: -/ + 15/0 100/0
AcVHC: -/ + 2/13 13,3/ 86,6
Trat® IECA 1 6,7

"En todas | as variables estudiadas n= 15, excepto en Edad del donante donde n= 13.
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1.4. Andlisis de las caracteristicas en los tres grupos de

trasplantados.

1.4.1. Sexo.

No objetivamos diferencias significativas en cuanto a la proporcion
de hombres y mujeres en los tres grupos (A Zexp: 2,00; 2 gl.; p= 0,37,

figurab).

Figura5. Distribucion por sexo de los tres grupos.
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1.4.2. Edad del paciente.

Resultados

No se observaron diferencias en cuanto a la edad en los tres grupos

(F o= 0,01; (2, 60) g.l.; p= 0,99; figura6).

Figura 6. Distribucién por edad del receptor en los tres grupos.
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1.4.3. Etiologiade insuficienciarenal.

L os porcentages en cuanto ala causa de fallo renal en los tres grupos
de trasplantados fueron semejantes (p= 0,61; figura 7), y en consonancia
con las principales causas de insuficiencia renal observadas en los
trasplantados de nuestro centro (periodo Abril/1983-Mayo/2001, n= 606):
glomerular 31,35 %, intersticial 17,66 %, quistica 12,05 %, no filiada 14,85
%, vascular 8,08 %, diabetes 4,29 %, sistémica 3,47 %, Alport-
nefronoptisis 2,8 %, y otras 5,45 % (Bravo, datos no publicados).

Figura7. Distribucion etiol 6gica de lainsuficienciarenal por grupos.
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1.4.4. NUmero de trasplante renal.

Resultados

La frecuencia con la que los tres grupos de pacientes recibieron un

primer injerto renal resultdé semejante (p= 0,17).

1.4.5. Tiempo desde €l trasplante renal hasta el inicio del estudio.

No encontramos diferencias significativas entre grupos respecto al
tiempo desde €l trasplante al comienzo del estudio (F o= 1,68; (2,62) g.l.;

p= 0,19; figura 8).

Figura 8. Distribucion del tiempo de evolucion del trasplante renal antes de

iniciar € estudio en los tres grupos.
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1.4.6. Identidades HLA-DR compartidas entre donante (D) y receptor (R).
Los porcentgies con la que los tres grupos compartieron con €

donante dos identidades en los loci HLA-DR fueron semejantes (p= 0,96).

1.4.7. Induccidn con anticuerpos antilinfocitarios.

L os porcentajes de pacientes en los tres grupos tratados con GAL u
OKT3 en € periodo de induccién fueron similares (A Zexp: 10,367; g.l. 8;
p=0,24).

1.4.8. Edad del donante.

No se observaron diferencias en cuanto a la edad media del donante
en los tres grupos (F ep= 2,331; (2; 39) g.l.; p= 0,11). En la figura 9 se
detalaladistribucion por edad del donante considerando |os tres grupos de

manera conjunta.

Figura 9. Distribucién por edad del donante renal.
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Resultados

En resumen, no observamos diferencias entre |0os grupos respecto a
|as caracteristicas basales. No obstante, se puede apreciar que el tiempo
medio de evolucion del trasplante rena en el grupo Estudio fue inferior al
de los controles, y ain no siendo significativa el test no descartamos que tal

circunstancia pudiera tener algun efecto.
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2. Analisis delaevolucion del peso en los diferentes

gruposy las diferencias entre grupos.

El test global instante-grupo fue significativo (F «p,= 8,63; (2; 60)
g.l., p< 0,05), por lo que posteriormente se realizaron las comparaciones de
los tres grupos en cada instante, asi como las comparaciones entre los
distintos instantes dentro de cada grupo. En la tabla 24 se detalan las

medidas basicas de resumen paralos diferentes grupos e instantes.

Tabla 24. Peso: Medidas de resumen descriptivo segun grupo e instante.

n media DT minimo maximo
0 Estudio 31 76,3 12,73 50,0 99,0
CyA 19 66,6 11,82 39,7 87,0
AZA 15 72,7 14,05 54,5 98,5
1 Estudio 31 76,0 12,71 50,0 99,0
CyA 15 68,6 10,45 53,0 87,0
AZA 15 72,6 14,22 53,0 99,0
3 Estudio 31 76,0 12,62 49,0 100,0
CyA 19 66,7 11,82 40,2 86,1
AZA 15 72,5 14,54 51,4 101,0
6 Estudio 31 75,5 12,60 48,0 100,5
CyA 19 66,0 11,84 39,2 85,6
AZA 15 72,4 14,58 51,5 102,5
12 Estudio 31 75,4 12,79 49,7 98,3
CyA 16 66,5 12,84 40,0 86,0
AZA 10 69,0 11,27 53,0 88,5

2.1. Peso: Comparaciones entre grupos instante a instante.

L os siguientes resultados se extrgjeron de las tablas 25 y 26.
a) En e momento basal se observo que los tres grupos partian de distinto

peso (F o= 3.33; (2, 62) gl.; p= 0,042). Tras las comparaciones por

pargjas detectamos diferencias sdlo entre los grupos Estudio versus CyA
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(p< 0,05), que consistieron en que, en promedio, € peso de los pacientes
del grupo CyA fueinferior a observado en & grupo Estudio. El resto delas

comparaciones no fueron significativas.

b) En & mes 1° de seguimiento no hubo diferencias entre los grupos (F ep=
1,78; (2; 58) g.l.; p= 0,18).

c) En los meses 3° 6° y 12° de seguimiento observamos diferencias
significativas (o muy limitrofes) entre grupos en el mismo sentido que en €l

momento basal.

Tabla 25. Peso: Comparacion global de grupos instante ainstante.

F exp g.l. p

0 inter-grupos 3,326 2 0,042
intra-grupo 62

1 inter-grupos 1,779 2 0,178
intra-grupo 58

3 inter-grupos 3,069 2 0,054
intra-grupo 62

6 inter-grupos 3,205 2 0,047
intra-grupo 62

12 inter-grupos 2,939 2 0,061
intra-grupo 54
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Tabla 26. Peso: Comparacion por pargjas de |os grupos instante a instante.

P
0 Estudio/ CyA 0,037
Estudio/ AZA 1,000
AZA | CyA 0,522
3 Estudio / CyA 0,048
Estudio/ AZA 1,000
AZA | CyA 0,594
6 Estudio/ CyA 0,042
Estudio/ AZA 1,000
AZA | CyA 0,457
12 Estudio/ CyA 0,077
Estudio/ AZA 0,496
AZA | CyA 1,000

2.2. Peso: Comparaciones entre instantes dentro de cada grupo.

2.2.1. Comparaciones en € grupo Estudio.
No encontramos diferencias de peso en |os distintos instantes (F ep=
0,18; (4;120) g.l.; p=0,88), ni diferencias atribuibles al sexo (p> 0,05).

2.2.2. Comparaciones en € grupo CyA.

No encontramos diferencias de peso en los distintos instantes (F &=
1,18; (4; 65) g.l.; p= 0,33). En este grupo observamos que el peso medio
del subgrupo femenino fue inferior a de los varones en todos los instantes
(tabla 27).
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Tabla 27. Peso: Comparacion en el grupo CyA segln sexo.

Resultados

Sexo n media DT t exp a.l. p

basal mujer | 10 60,0 12,74 3,289 10,96 <0,01
varon 9 73,9 4,03

mes 1° mujer 7 62,6 12,38 2,302 7,26 0,053
varon 8 73,9 4,29

mes 3° mujer | 10 59,8 12,40 3,498 11,13 <0,01
varon 9 74,3 4,09

mes 6° mujer | 10 59,5 12,75 3,202 11,43 <0,01
varon 9 73,2 451

mes 12° mujer 9 59,8 13,42 3,254 9,81 <0,01
varén 7 75,2 4,06

2.2.3. Comparaciones en € grupo AZA.

No encontramos diferencias de peso en los distintos instantes (F &=

0,36; (4; 51) g.l.; p=0,84), ni diferencias atribuibles a sexo (p> 0,05).

En resumen, e peso medio del grupo Estudio tendio a ser superior a

de los grupos CyA y AZA, con significacion limitrofe en agunos instantes

(figura 10). Por otra parte, e peso medio se mantuvo estable en cada grupo

en los digtintos instantes. En cuanto al sexo, € peso medio resulté semejante

entre mujeres y varones de los grupos Estudio y AZA, s bien las féminas del

grupo CyA ofrecieron un peso medio inferior a de los varones en todos los

Instantes.
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Figura 10. Evolucién del peso durante € seguimiento en los tres grupos.
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3. Andlisis de la evolucion de |la dosis diaria de los

Inmunosupresores empleados y los niveles valle de CyA.

3.1. Andlisis de la evolucion de la dosis diaria de prednisonay las

comparaciones entre grupos.

Lainteraccion instante-grupo fue significativa (F «p= 6,81; (12; 243)

g.l.; p< 0,001). Por elo realizamos las comparaciones tiempo a tiempo

entre grupos, y entre tiempos dentro de cada grupo. En la tabla 28 se

resume la estadistica descriptiva de la variable por grupos y tiempos.

Tabla 28. Dosis diaria de Prednisona: Medidas descriptivas de resumen

grupo-instante.

n media DT minimo maximo
0 Estudio 31 0,124 3,25 E-2 0,05 0,20
CyA 19 0,116 471 E-2 0,07 0,25
AZA 15 0,105 4,89 E-2 0,01 0,17
1 Estudio 31 0,124 3,74 E-2 0,05 0,20
CyA 15 0,105 354 E-2 0,07 0,18
AZA 15 0,111 3,99 E-2 0,06 0,17
3 Estudio 31 0,122 3,79 E-2 0,05 0,20
CyA 19 0,112 4,84 E-2 0,07 0,25
AZA 15 0,110 3,70 E-2 0,06 0,17
6 Estudio 31 0,119 3,67 E-2 0,05 0,20
CyA 19 0,111 474 E-2 0,07 0,25
AZA 15 0,110 3,80 E-2 0,06 0,17
12 Estudio 31 0,112 3,86 E-2 0,05 0,20
CyA 16 0,099 4,69 E-2 0,06 0,25
AZA 10 0,118 3,68 E-2 0,06 0,17

3.1.1. Dosis diaria de Prednisona: Comparaciones entre grupos instante a

instante.

De la tabla 29 se deduce que no hubo diferencias entre grupos en

ninguno de |l os instantes.
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Tabla 29. Dosis diaria de prednisona: Comparacion global de grupos

instante a instante.

F exp a.l. p

0 inter-grupos 1,061 2 0,352
intra-grupo 62

1 inter-grupos 1,673 2 0,197
intra-grupo 59

3 inter-grupos 0,612 2 0,546
intra-grupo 62

6 inter-grupos 0,359 2 0,700
intra-grupo 62

12 inter-grupos 0,787 2 0,460
intra-grupo 54

3.1.2. Dosis diaria de Prednisona: Comparaciones entre instantes dentro de

cada grupo.

3.1.2.1. Comparaciones en el grupo Estudio.
El test global entre instantes fue significativo (F «p= 4,79; (4; 120)
g.l.; p< 0,01), observando que la dosis de prednisona administrada en el

mes 12° fue inferior alas previas (p< 0,05).

3.1.2.2. Comparaciones en el grupo CyA.
Tras redlizar e test global observamos diferencias de dosis de
prednisona entre instantes (F «p,= 4,96; (4, 66) g.l.; p< 0,01): la dosis

administrada en e mes 12° fue inferior alas previas (p< 0,001).
3.1.2.3. Comparaciones en €l grupo AZA.

No hubo diferencias entre instantes respecto a la dosis diaria de
prednisona (F «,= 0,29; (4; 51) g.l.; p= 0,88).
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3.2. Andlisisdelaevolucion deladosis diaria de ciclosporina A 'y

de las comparaciones entre grupos.

La interaccion global grupo-instante fue significativa (F = 4,33;

(12; 241) g.l.; p< 0,001). Por €lo realizamos las comparaciones por grupos

instante a instante, y entre instantes dentro de cada grupo. El resumen

descriptivo se expresa en latabla 30.

Tabla 30. Dosis diaria de CyA: Medidas descriptivas de resumen segun

grupo e instante.

n media DT minimo maximo
0 Estudio 31 3,14 0,639 1,76 4,65
CyA 19 3,47 0,619 2,30 4,28
AZA 15 3,44 1,097 1,94 524
1 Estudio 31 3,06 0,625 1,72 4,43
CyA 16 3,42 0,619 2,30 4,25
AZA 15 3,47 1,037 1,94 5,32
3 Estudio 31 3,05 0,636 1,74 4,37
CyA 19 3,39 0,635 1,90 4,25
AZA 15 3,39 1,034 1,94 5,44
6 Estudio 31 3,01 0,679 1,76 4,42
CyA 19 3,38 0,639 1,92 4,29
AZA 15 3,38 0,999 2,02 521
12 Estudio 31 2,88 0,664 1,52 4,50
CyA 16 3,20 0,689 1,86 4,20
AZA 10 3,72 0,917 1,98 5,08

3.2.1. Dosis diariade CyA: Comparaciones entre grupos instante a instante.

De la tabla 31 se desprende que las Unicas diferencias se establecen
en e 12° mes de seguimiento (F «p,= 5,31 (2; 54) g.l. p= 0,008), donde
observamos que la dosis de ciclosporina A que se administré a grupo
Estudio fue inferior a la empleada en e grupo AZA (p= 0,007). No
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encontramos diferencias en las otras comparaciones (AZA versus CyA: p=
0,255; Estudio versus CyA: p= 0,427).

Tabla 31. Dosis diaria de ciclogporina A: Comparacion global de medias

entre grupos instante a instante.

F exp g.l. P

0 inter-grupos 1,424 2 0,248
intra-grupo 62

1 inter-grupos 2,099 2 0,132
intra-grupo 59

3 inter-grupos 1,803 2 0,173
intra-grupo 62

6 inter-grupos 1,845 2 0,167
intra-grupo 62

12 inter-grupos 5312 2 0,008
intra-grupo 54

3.2.2. Dosis diaria de ciclosporina A: Comparaciones entre instantes dentro

de cada grupo.

3.2.2.1. Comparaciones en €l grupo Estudio.

En el test global se objetivaron diferencias significativas entre
instantes (F o,= 9,94; (4; 120) g.l.; p< 0,001). De las comparaciones por
pargjas se objetivd que la dosis administrada a 12° mes fue
significativamente inferior a resto de los valores en los distintos instantes
(p< 0,01). Las otras comparaciones fueron mas erréticas, pero separando el
basal de los otros tres instantes se obtuvo significacion (p< 0,05) en €
sentido de que la dosis basal media fue superior a las dosis administradas

en los tiempos 1° a 6° mes.
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3.2.2.2. Comparaciones en €l grupo CyA.

El test global resultdé significativo (F «p= 10,42; (4; 66) g.l.; p<
0,001). En las posteriores comparaciones por pargjas se obtuvo que a 12°
mes la dosis media de ciclosporina A administrada fue inferior respecto a
resto de los tiempos (p<0,01). Asi mismo, comprobamos que la dosis basal
y mes 1°, de manera conjunta, fue mayor ala administrada en los meses 3°
y 6° (p< 0,05).

3.2.2.3. Comparaciones en €l grupo AZA.
El test global no fue significativo (F &= 1,55; (4; 51) g.l.; p= 0,20).

3.3. Andlisis de la evolucion de los niveles valle de ciclosporina

A enlosdiferentes gruposy las diferencias entre grupos.

El test global grupo-instante fue significativo (F &= 6,38; (12; 240)
g.l.; p< 0,001), por lo que realizamos las comparaciones por grupos instante
a instante, y dentro de cada grupo entre los distintos instantes. En la tabla

32 se recogen las medidas descriptivas de la variable en los tres grupos.
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Tabla 32. Nivel valle de ciclosporina A: Medidas descriptivas de resumen

segln grupo-instante.

n media DT minimo maximo
0 Estudio | 31 182,0 42,41 82 250
CyA 19 195,1 41,21 108 278
AZA 15 162,9 41,31 105 247
1 Estudio | 31 182,2 35,03 106 270
CyA 8 189,6 30,49 129 221
AZA 8 148,8 18,27 114 170
3 Estudio | 31 179,1 43,62 95 245
CyA 17 170,0 35,17 104 248
AZA 13 159,5 62,28 76 298
6 Estudio | 30 186,9 99,04 97 674
CyA 19 183,5 41,48 100 260
AZA 15 154,9 27,82 93 198
12 Estudio | 31 167,7 35,56 121 271
CyA 16 171,6 34,69 119 246
AZA 10 165,8 27,10 120 208

3.3.1. Nivel valle de ciclosporina A: Comparaciones entre grupos instante a
Instante.

De las comparaciones realizadas entre grupos (tabla 33) la Unica que
resulté significativa fue la del mes 1° (F «p= 4,09; (2; 44) g.l.; p= 0,024).
Observamos que € nivel valle medio de ciclosporina A en € grupo AZA
fue menor que en los otros grupos (Estudio versus AZA, p= 0,036; CyA
versus AZA, p= 0,044). No hubo diferencias entre los grupos Estudio
versus CyA (p= 1,00).
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Tabla 33. Nive valle de ciclosporina A: Comparaciéon global de medias

entre grupos instante a instante.

F exp g.l. P

0 inter-grupos 2,497 2 0,091
intra-grupo 62

1 inter-grupos 4,085 2 0,024
intra-grupo 44

3 inter-grupos 0,864 2 0,427
intra-grupo 58

6 inter-grupos 1,020 2 0,367
intra-grupo 61

12 inter-grupos 0,104 2 0,901
intra-grupo 54

3.3.2. Nivel valle de ciclosporina A: Comparaciones entre instantes dentro
de cada grupo.

No hubo diferencias entre instantes en cada uno de los grupos
evaluados (tabla 34).

Tabla34. Nivel valle de CyA: Test entre instantes dentro de cada grupo.

F exp g.l. p
grupo Estudio 0,63 4; 42 0,64
grupo CyA 2,21 4; 56 0,08
grupo AZA 0,53 4; 42 0,71

3.4. Andlisis de la evolucion de la dosis diaria de micofenolato

mofetil en el grupo estudio.

Al comparar la dosis de micofenolato mofetil (gr/ dia) € test global
fue significativo (F &= 432,55; (4; 120) g.l.; p< 0,001). Las diferencias se
establecieron entre  momento basal, donde no se administraba la droga, y

el resto de los instantes, como era de esperar. Ademas se evidencio que la
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dosis administrada a mes 1° fue inferior a la de los instantes posteriores
(p< 0,05), que no se diferenciaron entre si. En la tabla 35 se resume €l

estudio descriptivo de lavariable.

Tabla 35. Dosis de micofenolato mofetil (gr/ dia) en grupo Estudio:

M edidas descriptivas de resumen.

Dosisde MMF n media DT minimo maximo
basal 31 0 0 0 0
mes 1° 31 1,63 0,364 1,00 2,00
mes 3° 31 1,94 0,170 1,50 2,00
mes 6° 31 1,90 0,271 1,00 2,00
mes 12° 31 1,98 0,227 1,00 2,50

Se compar6 la dosis de micofenolato mofetil expresada en mg/ Kg/

dia (tabla 36), con idénticos resultados a los expuestos.

Tabla 36. Dosis de micofenolato mofetil (mg/ Kg/ dia) en el grupo Estudio:

M edidas descriptivas de resumen.

Dosisde MMF n media DT minimo maximo
basal 31 0 0 0 0
mes 1° 31 22,23 6,981 11,36 40,00
mes 3° 31 26,35 5,786 15,50 40,82
mes 6° 31 26,12 6,553 11,70 41,67
mes 12° 31 27,05 5,927 11,59 40,24

3.5. Andlisis delaevolucion de la dosis diaria de azatioprina en el

grupo AZA.

No encontramos diferencias de dosis de azatioprina administrada en
los diferentes instantes (F o= 0,73; (4; 51) g.l.; p= 0,57). En latabla 37 se
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resume el estudio descriptivo de lavariable dosis de azatioprinaen e grupo
AZA.

Tabla37. Dosis diaria de Azatioprina: Medidas descriptivas de resumen.

Dosisde AZA n media DT minimo maximo
basal 15 1,18 0,361 0,56 1,97
mes 1° 15 1,14 0,408 0,56 2,00
mes 3° 15 1,17 0,400 0,57 2,05
mes 6° 15 1,14 0,398 0,56 2,07
mes 12° 10 1,07 0,311 0,62 1,70

En resumen, podemos sefalar que las dosis empleadas de prednisona
y ciclosporina A en los tres grupos han sido muy homogeéneas (figura 11y
12), con tendencia a la reduccion durante e seguimiento en los grupos
Estudio y CyA. El reguste a la bgja de esta ultima no ha repercutido de
manera notoria sobre e nivel valle (figura 12). La dosis de azatioprina
administrada a grupo AZA también ha sido homogénea (figura 14),
mientras que en € grupo Estudio se puede comprobar como se ha
introducido la nueva droga progresivamente en los primeros meses del
estudio (figura 13).

Figura 11. Dosificacion evolutiva media de prednisona en |os tres grupos.
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Figura12. Evolucién de la dosificacion y nivel valle de CyA medios en los
tres grupos.
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4. Analisis de la evolucion de la creatinina sérica en los
diferentes grupos y las diferencias entre grupos. Evolucion
de la pendiente de la creatinina sérica en el grupo estudio.

Hecho €l test global, se comprobd que la interaccion grupo versus
instante fue significativa (F = 5,48; (12; 256) g.l.; p< 0,001), por lo que
posteriormente realizamos las comparaciones correspondientes. En la tabla

38 se resumen las medidas descriptivas de la variable en los tres grupos.

Tabla 38. Creatinina sérica: Medidas descriptivas de resumen segiin grupo

e instante.
n media DT minimo maximo
0 Estudio 31 1,77 0,455 1,1 31
CyA 19 1,33 0,311 0,9 2,1
AZA 15 1,68 0,567 1,0 2,9
1 Estudio 31 1,71 0,540 11 3,7
CyA 13 1,30 0,349 0,9 2,0
AZA 10 1,89 0,692 1,0 31
3 Estudio 31 1,65 0,449 1,0 2,8
CyA 19 1,34 0,337 0,9 2,0
AZA 15 1,74 0,684 0,9 31
6 Estudio 31 1,67 0,451 1,0 31
CyA 19 1,34 0,269 0,9 2,1
AZA 15 1,71 0,605 0,9 2,9
12 Estudio 31 1,70 0,413 1,0 29
CyA 16 1,24 0,207 1,0 18
AZA 9 1,71 0,595 0,8 2,8

4.1. Creatinina séricac Comparaciones entre grupos instante a
instante.

De lastablas 39 y 40 se extrgjeron | os siguientes resultados.

a) En €l instante inicial encontramos diferencias entre grupos (F ep= 5,84;
(2; 62) g.l.; p< 0,01): la CrS media del grupo CyA fue significativamente
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menor que la del grupo Estudio (p< 0,05), y no lleg6 a diferenciarse de la
CrS media del grupo AZA; no hubo diferencias entre los grupos Estudio
versus AZA.

Al no establecerse diferencias entre los grupos Estudio y AZA, se
realizo el contraste "a posteriori” entre estos dos ultimos versus grupo CyA,
observando una creatinina séricamedia en el grupo CyA significativamente

menor (p< 0,05).

b) En e mes 1° siguen apreciandose diferencias entre grupos (F «p= 4,00;
(2,51) gl.; p= 0,024), y en las comparaciones por parejas se aprecian
diferencias significativas (AZA versus CyA: p= 0,034) o cercanas a la
significacion (Estudio versus CyA: p= 0,072) en € sentido del resultado

anterior.

c) Al mes 3° €l test global encontrd diferencias entre grupos (F eq= 3,43;

(2; 62) g.l.; p=0,039), y las comparaciones por parejas mostraron tendencia
a los resultados previos (Estudio versus CyA: p= 0,098; AZA versus CyA:
p= 0,063).

d) Al 6° mes €l test global fue significativo (F «p= 3,87; ( 2; 62) g.l.; p=
0,026), y las comparaciones por pargas arrojaron € resultado anterior
(Estudio versus CyA: p= 0,05; AZA versus CyA: p=0,06).

e) Al 12° mes €l test global entre grupos fue significativo (F ep= 7,35;

(2,53) g.l.; p= 0,002), y e comportamiento de las comparaciones por

parejas fue semejante a los resultados previos.
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Tabla 39. Creatinina séricac Comparacion global de medias entre grupos

instante a instante.

F exp g.l. P

0 inter-grupos 5,843 2 0,005
intra-grupo 62

1 inter-grupos 4,000 2 0,024
intra-grupo 51

3 inter-grupos 3,426 2 0,039
intra-grupo 62

6 inter-grupos 3,866 2 0,026
intra-grupo 62

12 inter-grupos 7,3%4 2 0,002
intra-grupo 53

Tabla40. Creatinina serica: Test entre grupos por parejas.

p
0 Estudio / CyA 0,004
Estudio/ AZA 1,000
AZA | CyA 0,077
1 Estudio/ CyA 0,072
Estudio/ AZA 1,000
AZA | CyA 0,034
3 Estudio / CyA 0,098
Estudio/ AZA 1,000
AZA | CyA 0,063
6 Estudio / CyA 0,050
Estudio/ AZA 1,000
AZA | CyA 0,060
12 Estudio/ CyA 0,002
Estudio/ AZA 1,000
AZA | CyA 0,022
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4.2. Creatinina sérica. Comparaciones entre instantes dentro de

cada grupo.

4.2.1. Comparaciones en € grupo Estudio.

El test no fue significativo (F «p,= 2,20; (4; 120) g.l.; p= 0,073), s
bien se apreciaron indicios de significacion entre instantes. Observadas las
medias se partieron en dos grupos. hasta el mes 3°y a partir del mes €°. La
creatinina sérica media de los instantes basal, 1° y 3° fue superior a valor
de lacreatinina séricamediade losinstantes 6° y 12° (test a“ posteriori”, p<
0,05). Al considerar Unicamente la CrS basal y en € mes 12°, observamos
una reduccion de la misma en € 45,16 % de los pacientes (14/31), no hubo
variacion en e 38,71 % (12/31), y seincrementd en & 19,35 % (6/31).

Se compard la pendiente media mensua del movimiento de la
creatinina sérica 12 meses antes y después del nuevo tratamiento (tabla 41).
El test objetivd diferencias significativas entre ambas pendientes medias,
consistente en un cambio de tendencia favorable de la funcion rena: antes
del tratamiento hubo un ligero ascenso de la pendiente que se transformo

en unaligeratendencia de descenso a 12° mes de seguimiento.

Tabla41. Pendiente media mensual de la CrS 12 meses antes y después del

tratamiento con MMF.

n media DT t exp a.l. p

Pendiente preMMF | 29 | -0,0101 0,0245 2073 | 28 0,048

Pendiente postMMF | 29 | +0,0055 0,0225
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4.2.2. Comparaciones en € grupo CyA.
El test global no fue significativo (F «p= 0,44 (4; 63) g.I. p=0,78). Al
considerar Unicamente € valor de la creatinina sérica basal y a 12° mes no

observamos variacion de lamisma (16/16).

4.2.3. Comparaciones en & grupo AZA.
El test global no fue significativo (F o= 1,35 (4; 45) g.l. p= 0,27).
Considerando la creatinina sericabasal y al 12° mes, en € 44,44 % no hubo

variacion, en el 44,44 % se redujo, y en €l 11,11 % se incremento.

A tenor de los presentes resultados podemos resumir gque la funcién
renal evolutiva del injerto fue distinta en los tres grupos (figura 15): por
una parte, € grupo CyA partié de valores medios de creatinina sérica
inferiores respecto a los grupos Estudio y AZA, que fueron bastante
semejantes; por otra parte, en € grupo Estudio se observd un cambio de

tendencia de la misma para mejorar durante e seguimiento (figura 16).

Figura 15. Evolucion dela CrS en los grupos Estudio, CyA y AZA.
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Figura16. Pendiente de la CrS. preMMF y postMMF.
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5. Andlisis de la evolucion del hemograma en los
diferentes grupos y las diferencias entre grupos.

5.1. Andlisis de la evolucion del recuento de hematies en los

diferentes gruposy las diferencias entre grupos.

Lainteraccion global grupo-instante no fue significativa (F ep= 0,97;
(12; 242) g.l.; p= 0,48), ni las diferencias entre instantes (F «,= 0,62; (4;
242) g.l.; p= 0,65). Por ultimo, las diferencias entre grupos fueron
significativas (F o= 3,18; (2; 242) g.l.; p= 0,043): objetivamos que el
recuento de hematies en el grupo AZA fue inferior a de los otros grupos, y
esto paratodos los instantes (p< 0,05).

Como la interaccion global no fue significativa, no hubo motivo por
el que buscar diferencias dentro de cada grupo instante a instante. En la

tabla 42 se detallan las medidas descriptivas de |os tres grupos.

Tabla 42. Recuento de hematies: M edidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo maximo
0 Estudio | 25 | 4.484.800,0 524.357,70 3.120.000 | 5.870.000
CyA 19 | 4.856.315,8 655.779,52 3.630.000 | 6.350.000
AZA 14 | 4.307.857,1 451.240,66 3.540.000 | 5.100.000
1 Estudio | 25 | 4.496.000,0 474.455,83 3.050.000 | 5.550.000
CyA 13 | 4.738.461,5 542.476,51 4.000.000 | 5.680.000
AZA 9 | 4261.111,1 350.408,49 3.690.000 | 4.810.000
3 Estudio | 25 | 4.502.400,0 585.756,49 2.870.000 | 5.690.000
CyA 19 | 4.760.526,3 690.518,92 3.710.000 | 6.590.000
AZA 14 | 4.272.142,9 329.315,81 3.580.000 | 4.800.000
6 Estudio | 25 | 4.565.600,0 593.675,56 3.440.000 | 6.190.000
CyA 19 | 4.774.210,5 658.063,79 3.560.000 | 6.570.000
AZA 14 | 4.193571,4 465.165,10 3.300.000 | 5.180.000
12  Estudio | 25 | 4.548.000,0 581.248,66 3.500.000 | 6.400.000
CyA 16 | 4.753.125,0 757.387,78 3.700.000 | 6.300.000
AZA 8 | 4.183.750,0 479.670,65 3.400.000 | 4.800.000
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5.2. Andlisis de la evolucion de la hemoglobina en |os diferentes

gruposy las diferencias entre grupos.

Lainteraccion global grupo-instante no fue significativa (F ep= 0,96;
(4;246) g.l.; p= 0,50). No encontramos diferencias entre instantes (F o=
0,70; (4;246) g.l.; p> 0,50) ni entre grupos (F «p= 0,63; (2;246) g.l.; p>
0,50). Por todo €llo no hubo motivos por los que redizar el resto de las
comparaciones. En la tabla 43 se detallan las medidas descriptivas de los

tres grupos.

Tabla43. Hemoglobina: Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo | maximo
0 Estudio 25 14,04 1,726 10,1 19,0
CyA 19 14,56 1,524 11,5 17,1
AZA 14 13,61 1,679 9,7 16,2
1 Estudio 25 13,97 1,612 9,7 18,3
CyA 13 14,81 1,426 12,2 17,3
AZA 9 13,74 1,851 9,7 15,9
3 Estudio 25 13,94 1,952 9,3 19,0
CyA 19 14,49 1,495 12,0 16,8
AZA 14 13,65 1,718 8,8 154
6 Estudio 25 14,05 1,792 10,8 19,2
CyA 19 14,31 1,563 11,9 17,6
AZA 14 13,44 1,768 9,2 15,6
12  Estudio 25 13,95 1,844 11,2 19,7
CyA 16 13,95 2,208 9,5 18,2
AZA 8 13,20 2,294 8,8 15,3
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5.3. Andlisis de la evolucion del hematocrito en los diferentes

gruposy las diferencias entre grupos.

Lainteraccion global grupo-instante no fue significativa (F ep= 0,71;

(4, 250) g.l.; p= 0,58). Tampoco se encontraron diferencias entre instantes
(F exp= 0,39; (4; 250) g.l.; p= 0,83), ni entre grupos (F «,= 0,43; (2; 250)
g..; p= 0,65). No hubo motivos por los que redizar € resto de las

comparaciones. En la tabla 44 se detalan las medidas descriptivas de los

tres grupos.

Tabla 44. Hematocrito: Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo | maximo
0 Estudio 25 | 42,54 4,868 31,1 56,0
CyA 19 | 43,56 4,125 37,2 51,3
AZA 14 | 40,86 5,115 30,9 48,6
1 Estudio 25 | 42,25 4,485 30,0 54,0
CyA 13 | 43,75 4,423 36,4 52,3
AZA 9 40,90 5,219 29,8 46,8
3 Estudio 25 | 42,13 5,223 29,4 55,0
CyA 19 | 42,88 3,773 35,9 48,7
AZA 14 | 41,02 4,561 29,8 46,8
6 Estudio 25 | 42,24 5,051 33,8 57,8
CyA 19 | 42,46 3,939 36,2 50,7
AZA 14 | 39,99 4,863 31,0 46,3
12  Estudio 25 | 42,19 5,486 33,0 59,4
CyA 16 | 42,15 5,859 32,0 54,0
AZA 8 40,45 5,730 31,0 46,7
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5.4. Andlisis de la evolucion del recuento plaquetario en los

diferentes gruposy las diferencias entre grupos.

Lainteraccion global grupo-instante no fue significativa (F ep= 0,80;
(4, 246) g.l.; p= 0,53). Tampoco lo fueron las diferencias entre grupos
(F &= 1,01; (2; 246) g.l.; p= 0,37), ni las diferencias entre instantes (F e,=
0,46; (4, 246) g.l.; p= 0,77). Ante estos resultados no hubo motivos por los

gue redizar € resto de las comparaciones. En la tabla 45 se detalan las

medidas descriptivas de |os tres grupos.

Tabla 45. Recuento plaguetario: Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo maximo

0 Estudio 31 202.225,8 44.919,71 112.000 326.000
CyA 19 213.000,0 64.085,01 113.000 355.000

AZA 15 224.600,0 59.640,35 142.000 331.000

1 Estudio 31 210.258,1 56.231,05 110.000 361.000
CyA 13 192.461,5 34.750,58 151.000 250.000

AZA 9 212.111,1 51.425,78 154.000 288.000

3 Estudio 31 217.354,8 48.220,02 140.000 332.000
CyA 19 220.526,3 54.261,06 143.000 343.000

AZA 15 222.600,0 69.388,97 151.000 400.000

6 Estudio 31 205.967,7 49.499,82 110.000 324.000
CyA 19 220.789,5 44.972,31 159.000 319.000

AZA 15 227.933,3 56.610,78 141.000 338.000

12  Estudio 31 205.677,4 47.153,22 106.000 331.000
CyA 16 225.062,5 69.424,75 143.000 382.000

AZA 9 191.111,1 34.104,41 140.000 229.000
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5.5. Andlisis de la evolucion dd recuento leucocitario en los

diferentes gruposy las diferencias entre grupos.

La interaccion globa grupo-instante fue significativa (F ep= 3,21;
(12; 256) g.l.; p< 0,001), por lo que realizamos las comparaciones
correspondientes. En la tabla 46 se detallan las medidas descriptivas de los

tres grupos.

Tabla46. Recuento Leucocitario: Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo maximo

0 Estudio 31 8.424,5 1.993,64 4.600 13.200
CyA 19 6.935,8 1.802,97 4.080 10.840

AZA 15 6.703,3 1.508,12 4.300 9.950

1 Estudio 31 7.799,4 1.626,68 5.200 12.600
CyA 13 6.785,4 1.987,69 3.950 11.200

AZA 10 7.017,0 1.476,17 4.300 9.490

3 Estudio 31 7.555,5 2.070,98 4.500 13.700
CyA 19 7.456,8 2.365,93 3.710 14.300

AZA 15 6.642,7 1.577,27 4,700 9.800

6 Estudio 31 7.752,9 2.164,77 3.600 12.300
CyA 19 7.269,0 2.189,57 3.700 13.950

AZA 15 6.856,0 1.172,19 5.300 9.330

12  Estudio 31 7.431,9 1.688,42 3.910 10.400
CyA 16 6.861,9 1.758,71 4.250 11.430

AZA 9 5.847,8 1.273,06 4.320 7.610

5.5.1. Recuento Leucocitario: Comparaciones entre grupos instante a
instante.

Delastablas 47 y 48 se han extraido las siguientes resultados.
a) En el momento basal encontramos diferencias (F o= 6,14; (2; 62) g.l.;

p= 0,004): & recuento leucocitario en el grupo Estudio fue superior a de

los grupos AZA y CyA, quienes no difirieron entre si.
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b) En los meses 1°, 3°y 6° no hubo diferencias entre grupos (p> 0,10).

c) Al 12° mes las diferencias entre grupos (F o= 3,30; (2,53) g.l.; p=
0,045) pusieron de manifiesto que e recuento leucocitario del grupo
Estudio fue superior al del grupo AZA, quedando el grupo CyA intermedio

y sin diferenciarse de |os otros dos.

Tabla 47. Recuento Leucocitario: Test de medias entre grupos instante a

Instante.
F exp g.l. p

0 inter-grupos 6,140 2 0,004
intra-grupo 62

1 inter-grupos 1,971 2 0,150
intra-grupo 51

3 inter-grupos 1,051 2 0,356
intra-grupo 62

6 inter-grupos 1,086 2 0,344
intra-grupo 62

12 inter-grupos 3,297 2 0,045
intra-grupo 53

Tabla48. Recuento Leucocitario. Test de medias entre grupos por parejas.

p
0 Estudio / CyA 0,022
Estudio/ AZA 0,012
AZA | CyA 1,000
12 Estudio/ CyA 0,803
Estudio/ AZA 0,043
AZA | CyA 0,441
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5.5.2. Recuento Leucocitario. Comparaciones entre instantes grupo a

grupo.

El test global por grupo no demostré diferencias en los recuentos
medios de leucocitos en |os distintos instantes (tabla 49).

Como se puede comprobar en la tabla 46, no observamos ninguin
caso de leucopenia severa (< 3500 /mm®) en e grupo tratado con

micofenolato mofetil.

Tabla49. Recuento Leucocitario: Tests entre instantes grupo a grupo.

F e g.l. p
grupo Estudio 1,04 4; 120 0,39
grupo CyA 2,01 4; 63 0,10
grupo AZA 1,07 4; 45 0,38

Del presente blogue de resultados se puede sintetizar, por una parte,
la ausencia de cambios evolutivos de la serie roja, recuentos plaquetario y
leucocitario achacables ala nueva sustancia, micofenolato mofetil; por otra,
el comportamiento evolutivo tan semegante del hemograma en los tres
grupos de trasplantados a pesar del diferente régimen inmunosupresor de

manteni miento.
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6. Analisis de la evolucion de recuento linfocitario
absoluto y de las subpoblaciones linfocitarias en sangre
periférica en cada grupo y las diferencias entre grupos.

6.1. Andlisis de la evolucion del recuento linfocitario absoluto en

los diferentes grupos y las diferencias entre grupos.

La interaccion globa grupo-instante fue significativa (F .= 8,48;
(12; 260) g.l.; p< 0,001), por lo que se realizaron posteriormente las
comparaciones correspondientes. En la tabla 50 se detallan las medidas

descriptivas de los tres grupos.

Tabla50. Recuento linfocitario absoluto: Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo maximo
0 Estudio | 29 2.451,6 793,10 613 4.168
CyA 19 2.689,1 786,73 1.589 4,087
AZA 15 1.633,3 545,01 614 4.168
1 Estudio | 29 2.721,5 1.217,44 910 7.180

CyA 11 2.390,7 646,39 1.841 4.025
AZA 14 2.004,4 493,39 1.445 2.783

3 Estudio | 26 24977 | 1.277,80 1.197 7.417
CyA 17 2.608,9 794,15 1.413 3.887
AZA 14 1.660,9 537,77 572 2.782
6 Estudio | 31 2.154,6 813,37 613 3.858
CyA 19 2.699,7 597,34 1.742 3.865
AZA 10 1.821,3 612,71 988 3.263
12 Estudio | 26 1.980,0 650,18 589 3.211
CyA 15 2.359,1 786,65 1.225 3.973
AZA 9 1.741,8 333,97 1.134 2.207

6.1.1. Comparaciones entre grupos instante a instante.

Delastablas 51 y 52 se extrajeron los siguientes resultados.
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a) En €l instante inicial objetivamos diferencias significativas entre los
grupos (F ep= 9,26; (2; 60) g.l.; p< 0,001): € recuento linfocitario absoluto
en e grupo AZA fueinferior a observado en los grupos Estudio y CyA (p<

0,01), sin que se establecieran diferencias entre estos Ultimos.

b) Al mes 1° de seguimiento no se alcanzé la significacion (F ep= 2,58; (2;
51) g.l.; p=0,086).

c) Al mes 3 las diferencias (F op= 4,11; (2; 54) g.l.; p= 0,022) se
detectaron nuevamente en € grupo AZA, gque ofrecid un recuento

linfocitario absoluto menor que € de los otros grupos (p < 0,05).

d) Al mes 6° encontramos diferencias (F o= 5,71, (2; 57) g.l.; p= 0,006): €
recuento linfocitario absoluto en los grupos Estudio y AZA fue menor que

el observado en e grupo CyA (p< 0,05), sin detectar diferencias entre ellos.

e) Al mes 12° aungue entre los grupos sOlo detectamos indicios de
significacion (F o= 2,82; (2; 47) g.l.; p= 0,07), si se puede observar como
la media del recuento linfocitario absoluto del grupo CyA muestra una

tendencia no significativa a ser superior al encontrado en |0s otros grupos.
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Tabla 51. Recuento linfocitario absoluto: Comparacion global de medias

entre grupos instante a instante.

F exp a.l. p

0 inter-grupos 9,262 2 0,001
intra-grupo 60

1 inter-grupos 2,578 2 0,086
intra-grupo 51

3 inter-grupos 4,109 2 0,022
intra-grupo 54

6 inter-grupos 5,705 2 0,006
intra-grupo 57

12 inter-grupos 2,821 2 0,070
intra-grupo 47

Tabla52. Recuento linfocitario absoluto: Test entre grupos por parejas.

P
0 Estudio / CyA 0,845
Estudio/ AZA 0,003
AZA | CyA 0,001
1 Estudio/ CyA 1,000
Estudio/ AZA 0,086
AZA | CyA 0,996
3 Estudio / CyA 1,000
Estudio/ AZA 0,045
AZA | CyA 0,035
6 Estudio / CyA 0,036
Estudio/ AZA 0,627
AZA | CyA 0,009
12 Estudio / CyA 0,241
Estudio/ AZA 1,000
AZA | CyA 0,090

6.1.2. Comparaciones entre instantes grupo a grupo.
6.1.2.1. Comparaciones en el grupo Estudio.

Encontramos diferencias entre instantes (F «p= 3,92; (4;106) g.l.; p=

0,005): @ recuento medio de linfocitos totales del 6° y 12° meses fue
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inferior a observado en las determinaciones basal, 1°y 3° meses de estudio
(p<0,01).

6.1.2.2. Comparaciones en el grupo CyA.
No se objetivaron diferencias entre instantes (F = 0,61; (4;58) g.l.;
p= 0,66).

6.1.2.3. Comparaciones en el grupo AZA.
Hubo diferencias entre instantes (F «p= 2,69; (4;43) g.l.; p=0,043), s

bien fueron erréaticas.

En la figura 17 se representa de forma global la evolucion del

recuento linfocitario absoluto en sangre periférica por grupos.

Figura 17. Evolucion del recuento linfocitario absoluto en sangre periférica
en los grupos Estudio, CyA y AZA.
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6.2. Andlisis de la evolucion del recuento de linfocitos CD3+ en

los diferentes grupos y las diferencias entre grupos.

comparaciones correspondientes. En la tabla 53 se detallan las medidas

descriptivas de los tres grupos.

Tabla53. Recuento de linfocitos CD3+: Medidas descriptivas de resumen.

Debido a que lainteraccion global grupo-instante fue significativa
(F ep= 6,38; (12;238) g..; p< 0,001), posteriormente redizamos las

n media DT minimo maximo
0 Estudio | 29 1.942,9 822,66 466 4.138
CyA 19 2.157,5 764,94 1.030 3.430
AZA 15 1.401,7 628,84 447 2.916
1 Estudio | 29 21180 | 1.015,88 499 5.328
CyA 11 1.916,5 708,38 1.250 3.733
AZA 14 1.638,8 482,49 927 2.512
3 Estudio | 26 2.020,7 | 1.187,67 715 6.790
CyA 17 2.134,9 799,12 1.194 3.520
AZA 14 1.335,3 445,22 473 2.353
6 Estudio | 31 1.734,1 735,04 519 3.284
CyA 19 2.172,0 636,01 1.345 3.461
AZA 10 1.545,0 641,73 675 3.015
12  Estudio| 26 1.591,7 551,12 471 2.430
CyA 15 1.803,7 751,95 1.006 3.426
AZA 9 1.453,6 251,99 960 1.791
6.2.1. Comparaciones entre grupos instante a instante.

a) En € instante de seleccion observamos diferencias entre los grupos
(F o= 4.29; (2; 60) g.l.; p= 0,018). Tras las comparaciones por parejas

detectamos que €l recuento de linfocitos CD3+ en el grupo AZA fue menor
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gue €& observado en e grupo CyA (p= 0,017), y sin poder establecer

diferencias entre ambos gruposy el grupo Estudio.

b) Al mes 1° no observamos diferencias entre grupos (F «p= 1,51; (2;51)
g.l.; p=0,23).

c) Al mes 3° se encontraron diferencias entre los grupos (F o= 3.24; (2;
54) g.l.; p= 0,047): e recuento de linfocitos CD3+ del grupo AZA fue

inferior a de los otros grupos (p< 0,05).

d) Al 6° mes las diferencias entre grupos (F o= 3,47; (2; 57) g.l.; p= 0,038)
se debieron a que e recuento de linfocitos CD3+ del grupo AZA fue
inferior a del grupo CyA (p< 0,05), sin establecerse diferencias con €
grupo Estudio.

€) Al 12° mes no hubo diferencias entre grupos (F o= 1,13; (2; 47) 9.l.;
p= 0,331), sin embargo la media de linfocitos CD3+ del grupo CyA ofrecid

una ligeratendencia no significativa a ser mayor que las otras dos.

Tabla 54. Recuento de linfocitos CD3+: Comparacion global de medias

entre grupos instante a instante.

F exp g.l. p

0 inter-grupos 4,292 2 0,018
intra-grupo 60

1 inter-grupos 1,509 2 0,231
intra-grupo 51

3 inter-grupos 3,242 2 0,047
intra-grupo 54

6 inter-grupos 3,474 2 0,038
intra-grupo 57

12 inter-grupos 1,131 2 0,331
intra-grupo 47
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6.2.2. Comparaciones entre instantes dentro de cada grupo.

6.2.2.1. Comparaciones en el grupo Estudio.

Encontramos diferencias entre instantes (F «p= 2,83; (4,106) g.l.; p=
0,028). Tras redizar las comparaciones por pargjas observamos que €
recuento de linfocitos CD3+ a 6°y 12° meses fue inferior a encontrado en

las determinaciones basal, 1°y 3° meses (p< 0,01).

6.2.2.2. Comparaciones en el grupo CyA.
No hubo diferencias entre instantes (F o= 0,92; (4,58) g.l.; p= 0,46).

6.2.2.3. Comparaciones en el grupo AZA.
No hubo diferencias entre instantes (F o= 1,92; (4,43) g.l.; p= 0,12).

En la figura 18 se representa de forma global la evolucion del

recuento de linfocitos CD3+ en sangre periférica por grupos.

Figura 18. Evolucion del recuento de linfocitos CD3+ en sangre periférica en
los grupos Estudio, CyA y AZA.
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6.3. Andisis de la evolucion del recuento de linfocitos
CD3+CD4+ en los diferentes grupos y las diferencias entre

grupos.

Debido a que lainteraccion global grupo-instante fue significativa
(F ep= 5/48; (12; 244) g.l.; p< 0,001) realizamos las comparaciones por
paregjas correspondientes. En latabla 55 se detallan las medidas descriptivas

de lostres grupos.

Tabla 55. Recuento de linfocitos CD3+CD4+: Medidas descriptivas de

resumen.

n media DT minimo maximo
0 Estudio 29 896,6 378,71 177 1.804
CyA 19 1.037,7 503,14 490 2.158
AZA 15 786,1 387,44 150 1.721
1 Estudio 29 995,0 365,05 252 1.615
CyA 11 837,8 191,74 477 1.138
AZA 14 926,4 364,23 472 1.562
3 Estudio 26 920,1 396,48 111 1.788
CyA 17 1.060,8 512,87 466 1.965
AZA 14 781,6 306,75 57 1.253
6 Estudio 31 850,5 387,94 238 1.917
CyA 19 1.061,0 474,98 562 2.221
AZA 10 841,2 427,59 356 1.779
12 Estudio 26 809,7 337,77 150 1.404
CyA 15 849,2 394,79 411 1.976
AZA 9 841,0 249,98 489 1.326

6.3.1. Comparaciones entre grupos instante a instante.

De la tabla 56 se desprende que en ninguno de los instantes hubo

diferencias significativas entre |0os grupos.
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Tabla 56. Recuento de linfocitos CD3+CD4+: Comparacion global de

medias entre grupos instante a instante.

F e g.l. p

0 inter-grupos 1,532 2 0,224
intra-grupo 60

1 inter-grupos 0,892 2 0,416
intra-grupo 51

3 inter-grupos 1,735 2 0,186
intra-grupo 54

6 inter-grupos 1,647 2 0,202
intra-grupo 57

12 inter-grupos 0,050 2 0,951
intra-grupo 47

6.3.2. Comparaciones entre instantes dentro de cada grupo.

6.3.2.1. Comparaciones en el grupo Estudio.

Se encontraron diferencias entre instantes (F o= 2,48; (4; 106) g.l.;
p< 0,048). Tras las comparaciones por parejas se objetivo que € recuento
de linfocitos CD3+ CD4+ al 6°y 12° meses fue inferior a observado en las

determinaciones basal, 1°y 3° meses (p< 0,05).

6.3.2.2. Comparaciones en €l grupo CyA.
No se observaron diferencias (F = 0,34; (4; 58) g.l.; p= 0,85).

6.3.2.3. Comparaciones en el grupo AZA.
No se observaron diferencias (F = 1,81; (4; 43) g.l.; p= 0,14).

En la figura 19 se representa de forma global la evolucion del

recuento de linfocitos CD3+CD4+ en sangre periférica por grupos.
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Figura 19. Evolucion del recuento de linfocitos CD3+CD4+ en sangre

periféricaen los grupos Estudio, CyA y AZA.
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6.4. Andisis de la evolucion del recuento de linfocitos
CD3+CD8+ en los diferentes grupos y las diferencias entre

grupos.

Debido a que lainteraccion global grupo-instante fue significativa
(F ep= 9,46; (12; 226) g.l.; p< 0,001) realizamos las comparaciones por
pargjas correspondientes. En latabla 57 se detallan las medidas descriptivas

de lostres grupos.
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Tabla 57. Recuento de linfocitos CD3+CD8+: Medidas descriptivas de

resumen.

n media DT minimo maximo
0 Estudio | 29 927,2 573,95 230 2.788
CyA 19 945,3 44263 499 2.386
AZA 15 519,9 292,06 152 1.090
1 Estudio | 29 1.024,5 725,43 348 3.960
CyA 11 913,2 618,93 397 2.660
AZA 14 606,1 222,69 375 1.050
3 Estudio | 26 965,9 844,79 301 4612
CyA 17 880,6 344,19 390 1.782
AZA 14 4854 163,84 246 971
6 Estudio | 31 764,3 400,95 254 2.023
CyA 19 932,1 355,33 370 1.993
AZA 10 600,9 207,32 267 997
12 Estudio | 26 665,7 317,70 288 1.362
CyA 15 791,3 372,39 292 1.753
AZA 9 518,6 161,52 354 861

6.4.1. Comparaciones entre grupos instante a instante.

De latabla 58 se extrajeron los siguientes resultados.
a) En e momento basal hubo diferencias entre grupos (F «,= 4,23; (2; 60)
g.l.; p= 0,019) debidas a que el recuento de linfocitos CD3+ CD8+ en &
grupo AZA fue menor a observado en los otros grupos (p< 0,01), sin que
se pudieran establecer diferencias entre los grupos Estudio vs CyA.
b) Al mes 1° no encontramos diferencias (F «,= 2,20; (2; 53) g.l.; p= 0,12).
c) Al mes 3° hubo indicios de significacion (F o= 2,92; (2; 54) 9.l.;

p= 0,062), pero no se pudieron establecer diferencias en ninguna de las

comparaci ones por parejas.
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d) Al mes 6° volvimos a encontrar indicios de significacién entre grupos
(F ep= 290; (2; 57) gl; p= 0,063), pero sin diferencias en las

comparaci ones por parejas.

€) Al mes 12° no hubo diferencias entre grupos (F o= 2,14; (2; 47) g.l.; p=
0,13).

Tabla 58. Recuento de linfocitos CD3+CD8+: Comparacion global de

medias entre grupos instante a instante.

F exp g.l. p

0 inter-grupos 4,232 2 0,019
intra-grupo 60

1 inter-grupos 2,201 2 0,121
intra-grupo 51

3 inter-grupos 2,921 2 0,062
intra-grupo 54

6 inter-grupos 2,901 2 0,063
intra-grupo 57

12 inter-grupos 2,139 2 0,129
intra-grupo 47

6.4.2. Comparaciones entre instantes grupo a grupo.

6.4.2.1. Comparaciones en el grupo Estudio.

Observamos diferencias entre instantes (F = 4,58; (4; 104) g.l.;
p= 0,002). Tras las comparaciones por pargjas pudimos observar que €
recuento de linfocitos CD3+ CD8+ del 6° y 12° meses fue inferior a delas

determinaciones precedentes (p< 0,01).

6.4.2.2. Comparaciones en el grupo CyA.
No hubo diferencias entre instantes (F o= 1,98; (4; 58) g.l.;p=0,11).
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6.4.2.3. Comparaciones en el grupo AZA.
No hubo diferencias entre instantes (F o= 1,36; (4; 43) g.l.;p= 0,26).

En la figura 20 se representa de forma globa la evolucion del

recuento de linfocitos CD3+CD8+ en sangre periférica por grupos.

Figura 20. Evolucién dd recuento de linfocitos T CD8+ en sangre periférica
en los grupos Estudio, CyA y AZA.
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6.5. Andlisis de la evolucidon del cociente linfocitario CD4/ CD8

en los diferentes grupos y |as diferencias entre grupos.

La interaccion globa grupo-instante fue significativa (F o= 5,18;

(12; 260) g.l.; p< 0,001), y realizamos las comparaciones por parejas. En la

tabla 59 se detallan las medidas descriptivas de |os tres grupos.

Tabla59. Cociente linfocitario CD4/ CD8: Medidas descriptivas de

resumen.
n media DT minimo maximo
0 Estudio | 29 1,119 0,5357 0,38 2,53
CyA 19 1,202 0,5528 0,33 2,63
AZA 15 1,728 0,7962 0,52 3,43
1 Estudio | 29 1,208 0,5832 0,30 2,89
CyA 11 1,143 0,5113 0,35 1,97
AZA 14 1,624 0,5920 0,45 2,62
3 Estudio | 26 1,212 0,5518 0,37 2,28
CyA 17 1,279 0,5574 0,41 2,64
AZA 14 1,737 0,8211 0,14 3,20
6 Estudio | 31 1,245 0,5013 0,422 2,425
CyA 19 1,248 0,5718 0,282 2,808
AZA 10 1,404 0,3688 0,465 1,784
12 Estudio | 26 1,373 0,6188 0,416 2,638
CyA 15 1,196 0,5249 0,472 2,130
AZA 9 1,763 0,7029 0,600 3,226

6.5.1. Comparaciones entre grupos instante a instante.

De latabla 60 se extrgjeron los resultados siguientes.

a) En el instante inicial hubo diferencias entre grupos (F «p= 5,18 (2; 60)

g.l. p= 0,008). Tras las comparaciones por pargas objetivamos que €
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cociente linfocitario CD4/ CD8 en € grupo AZA fue superior a los otros

grupos (p< 0,01), los cuales no difirieron entre si.

b) Al mes 1° también hubo diferencias (F ep= 3,04 (2; 51) g.I. p= 0,057)
establecidas en € sentido previo (p<0,05).

c) Al mes 3° las diferencias entre grupos (F o= 3,39; (2; 54) g.l.; p= 0,041)
se establecieron de forma semejante a las previas (p< 0,01), sin encontrar

diferencias entre los grupos Estudio vs CyA.

d) Al mes 6° no hubo diferencias entre grupos (F = 0,40; (2; 57) g..;
p= 0,670).

€) Al 12° mes hubo indicios de significacion global entre grupos

(F ep= 2,46; (2; 47) g.l.; p= 0,096). Taes indicios se concretaron en que €l
cociente linfocitario CD4/CD8 en & grupo AZA fue superior a del grupo
CyA (p< 0,05), mientras que € grupo Estudio se encontrg entre ambos sin

poderse diferenciar.

Tabla 60. Cociente linfocitario CD4/ CD8: Comparacion global de medias

entre grupos instante a instante.

F exp g.l. p

0 inter-grupos 5,180 2 0,008
intra-grupo 60

1 inter-grupos 3,036 2 0,057
intra-grupo 51

3 inter-grupos 3,387 2 0,041
intra-grupo 54

6 inter-grupos 0,403 2 0,670
intra-grupo 57

12 inter-grupos 2,464 2 0,096
intra-grupo 47

162



Resultados

6.5.2. Comparaciones entre instantes grupo a grupo.

6.5.2.1. Comparaciones en el grupo Estudio.

Detectamos diferencias entre instantes (F «,= 5,34; (4, 106) g.l.; p<
0,001): hubo un incremento gradual del cociente en € tiempo, de manera
gue en & momento basal éste fue menor a observado en los meses 3° y
posteriores (p< 0,05); e cociente a mes 1° fue menor a observado en €l
mes 12° (p< 0,05); y finamente, no encontramos diferencias entre el

cociente de los meses 3° versus 12°.

6.5.2.2. Comparaciones en €l grupo CyA.
No hubo diferencias entre instantes (F «p= 1,23; (4; 58) g.l.;p= 0,31).

6.5.2.3. Comparaciones en el grupo AZA.
No hubo diferencias entre instantes (F o= 0,51; (4; 43) g.l.;p=0,73).

En la figura 21 se representa de forma globa la evolucion del

cociente linfocitario CD4/ CD8 por grupos.
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Figura 21. Evolucién del cociente linfocitario CD4/ CD8 en los grupos
Estudio, CyA y AZA.
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6.6. Andisis de la evolucion del recuento de linfocitos
CD16+CD3- en los diferentes grupos y las diferencias entre

grupos.

Debido a que lainteraccién global grupo-instante fue significativa
(F o= 4,93; (12; 246) g.l.; p< 0,001) realizamos las comparaciones por
parejas correspondientes. En latabla 61 se detallan las medidas descriptivas

de lostres grupos.
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Tabla 61. Recuento de linfocitos CD16+CD3-: Medidas descriptivas de

resumen.

n media DT minimo maximo
0 Estudio 29 408,3 381,08 91 1294
CyA 19 433,0 307,91 128 1200
AZA 15 254,0 247,48 11 745
1 Estudio 29 368,7 381,55 55 1572
CyA 11 364,4 232,86 105 848
AZA 14 250,0 226,32 12 624
3 Estudio 26 404,5 407,83 52 1579
CyA 17 368,4 199,39 96 812
AZA 14 247,4 246,51 20 889
6 Estudio 31 328,4 325,73 51 1335
CyA 19 425,2 277,74 136 968
AZA 10 166,7 154,32 19 465
12 Estudio 26 270,4 324,24 47 1370
CyA 15 4535 276,22 136 932
AZA 9 197,9 169,73 45 546

6.6.1. Comparaciones entre grupos instante a instante.

De la tabla 62 se deduce que en ninguno de los instantes se

detectaron diferencias entre grupos.

Tabla 62. Recuento de linfocitos CD16+CD3-: Test globa entre grupos

Instante ainstante.

F exo g.l. p

0 inter-grupos 1,42 2 0,249
intra-grupo 60

1 inter-grupos 0,73 2 0,487
intra-grupo 53

3 inter-grupos 1,11 2 0,338
intra-grupo 54

6 inter-grupos 2,61 2 0,082
intra-grupo 57

12 inter-grupos 2,77 2 0,073
intra-grupo 47
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6.6.2. Comparaciones entre instantes dentro de cada grupo.

6.6.2.1. Comparaciones en el grupo Estudio.

Hubo diferencias entre instantes (F «,= 2,60; (4; 106) g.l.;
p= 0,0405). Hechas las comparaciones por pargjas observamos que el
recuento de cdlulas CD16+CD3- a 6° y 12° meses fue inferior a de las

determinaciones precedentes (p< 0,01).

6.6.2.2. Comparaciones en €l grupo CyA.
No hubo diferencias entre instantes (F o= 0,47; (4; 58) g.l.;p=0,76).

6.6.2.3. Comparaciones en el grupo AZA.
No hubo diferencias entre instantes (F o= 1,04; (4; 43) g.l.;p=0,39).

En la figura 22 se representa de forma globa la evolucion del

recuento de linfocitos CD16+CD3- en sangre periférica por grupos.
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Figura 22. Evoluciéon del recuento de linfocitos CD16+CD3- en sangre

periféricaen los grupos Estudio, CyA y AZA.
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6.7. Andlisis de la evolucion del recuento de linfocitos CD19+ en

los diferentes grupos y las diferencias entre grupos.

Debido a que lainteraccion global grupo-instante fue significativa
(F ep= 6,10; (12; 246) g.l.; p< 0,001) realizamos posteriormente las
comparaciones por parejas correspondientes. En la tabla 63 se detallan las

medidas descriptivas de los tres grupos.
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Tabla 63. Recuento de linfocitos CD19+: Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo maximo
0 Estudio | 29 90,1 51,53 31 213
CyA 19 78,8 45,53 24 147
AZA 15 79,9 67,58 12 253
1 Estudio | 29 90,8 62,89 25 283
CyA 11 86,1 77,44 28 296
AZA 14 101,7 85,29 11 274
3 Estudio | 27 69,0 44,17 21 197
CyA 17 79,0 50,20 26 183
AZA 14 92,9 81,88 24 255
6 Estudio | 31 64,9 44,03 16 198
CyA 19 83,4 49,20 21 188
AZA 10 104,0 73,94 14 227
12 Estudio | 25 69,0 60,57 11 294
CyA 15 68,7 41,93 25 178
AZA 9 85,4 60,44 12 219

6.7.1. Comparaciones entre grupos instante a instante.

De la tabla 64 se deduce que en ningun instante encontramos

diferencias entre grupos.

Tabla 64. Recuento de linfocitos CD19+: Test global de medias entre

grupos instante ainstante.

Fexp g.l. P

0 inter-grupos 0,316 2 0,730
intra-grupo 60

1 inter-grupos 0,166 2 0,847
intra-grupo 51

3 inter-grupos 0,792 2 0,458
intra-grupo 55

6 inter-grupos 2,378 2 0,102
intra-grupo 57

12 inter-grupos 0,327 2 0,723
intra-grupo 46
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6.7.2. Comparaciones entre instantes grupo a grupo.

6.7.2.1. Comparaciones en el grupo Estudio.

Hubo diferencias entre instantes (F o,= 5,02; (4; 106) g.l.; p<
0,001). Hechas las comparaciones por parejas detectamos que e recuento
de linfocitos CD19+ en los meses 3°, 6° y 12° fue inferior a observado en
los instantes previos (p< 0,01). Dicha reduccion fue superior a 20 %, tanto

en e 6° como en el 12° mes de seguimiento respecto a basal (figura 23).

6.7.2.2. Comparaciones en €l grupo CyA.
No hubo diferencias entre instantes (F «,= 1,63; (4; 58) g.l.;p=0,18).

6.7.2.3. Comparaciones en el grupo AZA.
No hubo diferencias entre instantes (F «p= 1,29; (4; 43) g.l.;p=0,29).

En la figura 24 se representa de forma global la evolucion del

recuento de linfocitos CD19+ en sangre periférica por grupos.
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Figura 23. Evolucion de la reduccién porcentual media (RP) del recuento de

linfocitos CD19+ en & grupo Estudio.
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Figura 24. Evolucién del recuento de linfocitos CD19+ en sangre periférica
en los grupos Estudio, CyA y AZA.
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Del presente capitulo de resultados podemos resumir las siguientes
ideas:

1. La adicién de micofenolato mofetil en € grupo Estudio provoco un
descenso progresivo del recuento medio de linfocitos totales y de todas las
subpaoblaciones en sangre periférica, con incremento del cociente CD4/ CD8.
Esta reduccion fue mas precoz e intensa sobre la poblacion de linfocitos
CD19+, y menos notoriasobre € recuento delinfocitos T CD4+.

2. En ambos grupos control no observamos variaciones significativas
de dichas subpoblaciones linfocitarias durante los doce meses de
seguimiento.

3. La terapia de mantenimiento prednisona y ciclosporina A curso
con recuentos de linfocitos totales y CD3+ superiores y cocientes CD4/
CD8 inferiores respecto a la terapia que ademas asocio azatiopring;, en el
grupo CyA hemos observado una tendencia media a mostrar recuentos de
linfocitos CD3+CD8+ superiores respecto a los del grupo AZA. La
asociacion de micofenolato mofetil junto a prednisona y ciclosporina A,
respecto a las poblaciones comentadas, condicioné una tendencia
aproximativa desde valores semegantes al grupo CyA hasta vaores
cercanos a grupo AZA.

4. No se establecieron diferencias entre grupos segun el régimen
Inmunosupresor de mantenimiento respecto a los recuentos de linfocitos
CD3+CD4+, CD19+y CD16+CD3-.
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7. Andlisis de la evolucion de colesterol
triglicéridos en €l grupo Estudio.

total vy

Previo a andlisis de la evolucién del colesterol tota y triglicéridos
en la muestra, reflggamos la evolucion del tratamiento hipolipemiante

durante & seguimiento en los 31 trasplantados de este grupo.

7.1. Evolucion del tratamiento hipolipemiante.

En € grupo de trasplantados que preciso tratamiento hipolipemiante,
éste consistio en una estatina, salvo en un paciente que ademas preciso
fibrato y colestipol.

En latabla 65 se resume la variacion de dicho tratamiento durante el
seguimiento, estableciéndose cuatro subgrupos:. los trasplantados que no
precisaron droga hipolipemiante, quienes la mantuvieron a la misma dosis,

lavieron aumentada o disminuida.

Tabla 65. Evolucion del tratamiento con estatinas en el grupo Estudio.

Ninguno Igual dosis Aumento dosis Descenso dosis

(n=13) (n=11) (n=5) (n=2)
3:10mg/dia |1: 10-30mg/ dia |1: 20-10 mg/ dia
5:20mg/ dia | 4: inicio 20 mg/ 1: suspendido
3:30mg/dia |dia

En & 77,4 % de los trasplantados (24/31) la adicion de micofenolato
mofetil no condiciond variacion en € régimen hipolipemiante establecido:
13 continuaron sin precisar medidas farmacologicas, y 11 continuaron con
el mismo hipolipemiante ala misma dosis durante todo el seguimiento.

El comportamiento del resto de los pacientes fue el siguiente:
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a) en € 16,1 % (5/31) se incrementd & tratamiento hipolipemiante: en un
paciente se incrementd la dosis a 3° mes (de 10 a 30 mg/ dia), y 4
comenzaron atomar estatinas al mes 3°, adosis de 20 mg/ dia

b) en el 6,5 % (2/31) se redujo el tratamiento hipolipemiante: a un paciente
seleretird laestatinaa 6° mes (tomaba 20 mg/ dia), y a otro se le redujo al
mes 3° (de 20 a 10 mg/ dia).

7.2. Evolucion del colesterol total.

Tras el test global no encontramos diferencias significativas de los
valores medios de colesterol total en los distintos momentos del
seguimiento (F «p= 1,84; (4; 113) g.l.; p= 0,16). En latabla 66 se detallan

las medidas descriptivas.

Tabla66. Colesterol Total (mg/ dL): Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo maximo
basal 31 235,6 44,50 124 346
mes 1° 26 2427 52,09 147 362
mes 3° 30 240,8 42,74 176 343
mes 6° 30 226,7 36,43 154 285
mes 12° 31 225,5 35,82 154 308

7.3. Evolucion delostriglicéridos.
El test global no fue significativo (F «p= 1,39; (4; 113) g.l.; p= 0,24),
lo cual expresa que los valores medios de triglicéridos fueron semejantes

durante & estudio. En latabla 67 se detallan |as medidas descriptivas.
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Tabla67. Triglicéridos (mg/ dL): Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo maximo
basal 31 190,7 89,63 62 491
mes 1° 26 160,9 62,68 67 328
mes 3° 30 179,8 75,53 89 412
mes 6° 30 172,6 68,55 66 334
mes 12° 31 163,5 53,99 76 270

En resumen, la adicion de micofenolato mofetil no comporté cambio
significativo del perfil lipidico evauado (figura 25) ni de la terapia

hipolipemiante establ ecida en la mayoria de la muestra.

Figura 25. Evolucion del colesterol total” v triglicéridos ™ en e grupo Estudio.
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8. Andlisis de la evolucion de las enzimas AST/ GOT,
ALT/ GPT, y-GT y fosfatasa alcalina total en el grupo
estudio.

Tras los test globales correspondientes (tabla 68) no objetivamos
diferencias en los distintos momentos del seguimiento para las variables
AST/ GOT, ALT/ GPT, y-GT y fosfatasa alcalina total (FAt). En las tablas
69 a 72 se detallan las medidas descriptivas de las variables. No
observamos diferencias de estas enzimas en funcion de la serologia para el
virus de la hepatitis C (tablas 73 a 76).

Tabla68. Enzimas AST/ GOT, ALT/ GPT, y-GT y FAt: Tests globales.

F exp g.l. p
AST/ GOT 1,80 4; 111 0,13
ALT/ GPT 2,71 4; 111 0,34
v-GT 0,51 4; 111 0,73
FAt 0,82 4; 111 0,51

Tabla69. AST/ GOT (U/ L): Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo | maximo
basal 31 25,6 10,19 11 54
mes 1° 25 28,4 30,48 11 170
mes 3° 30 26,3 13,21 10 79
mes 6° 30 22,9 12,12 10 65
mes 12° 30 20,5 8,52 8 51
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Tabla70. ALT/ GPT (U/ L): Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo | maximo
basal 31 25,3 12,11 8 57
mes 1° 25 32,9 56,20 7 296
mes 3° 30 23,6 16,55 5 85
mes 6° 29 21,5 14,45 5 67
mes 12° 31 21,3 13,23 5 62

Tabla71. 3-GT (U/ L): Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo | maximo
basal 31 26,1 20,68 7 92
mes 1° 26 30,7 37,57 9 196
mes 3° 30 26,8 19,76 9 84
mes 6° 28 22,8 14,84 9 75
mes 12° 31 25,7 20,06 9 107

Tabla72. FAt (U/ L): Medidas descriptivas de resumen.

n media DT minimo | maximo
basal 31 184,7 65,14 107 386
mes 1° 26 181,3 69,61 94 400
mes 3° 29 175,8 48,12 104 297
mes 6° 30 163,3 47,84 42 277
mes 12° 30 175,5 49,90 88 290
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Tabla 73. Grupo Estudio. Comparacion de la enzima AST/ GOT segun la

serologia del virus de la hepatitis C. Medidas descriptivas de resumen y

cantidades experimentales.

AcVHC n media DT t exp g.l. p

basal negativo | 20 | 25,30 8,99 -0,227 29 0,822
positivo | 11 | 26,18 12,55

mes1° | negativo | 15 | 21,53 7,84 -1,143 9,338 0,281
positivo | 10 | 38,60 46,77

mes3° | negativo | 19 | 24,42 10,15 -1,006 28 0,323
positivo | 11 | 29,45 17,41

mes6° | negativo | 19 | 23,74 13,07 0,491 28 0,627
positivo | 11 | 21,45 10,70

mes12°| negativo | 20 | 21,10 9,26 0,539 28 0,594
positivo | 10 | 19,30 7,12

Tabla 74. Grupo Estudio. Comparacion de la enzima ALT/ GPT segun la

serologia del virus de la hepatitis C. Medidas descriptivas de resumen y

cantidades experimentales.

AcVHC n media DT t exp g.l. p

basal negativo | 20 | 22,60 8,81 1,447 13,46 0,171
positivo | 11 | 30,09 15,88

mes1° | negativo | 15 | 18,87 9,15 1,281 9,13 0,232
positivo | 10 | 54,00 86,42

mes3° | negativo | 19 | 19,47 11,44 1,612 13,29 0,130
positivo | 11 | 30,82 21,66

mes6° | negativo | 18 | 20,11 11,22 0,587 14,32 0,566
positivo | 11 | 23,82 19,01

mes12°| negativo | 20 | 20,30 13,49 0,537 29 0,595
positivo | 10 | 23,00 13,19
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Tabla 75. Grupo Estudio. Comparacion de la enzima 3-GT segin la

serologia del virus de la hepatitis C. Medidas descriptivas de resumen y

cantidades experimentales.

AcVHC n media DT t exp g.l. p

basal negativo | 20 | 23,10 15,27 -0,935 13,33 0,366
positivo | 11 | 31,64 28,08

mes1° | negativo | 16 | 23,81 17,20 -0,971 10,05 0,354
positivo | 10 | 41,70 56,64

mes3° | negativo | 19 | 23,74 18,31 -1,134 28 0,267
positivo | 11 | 32,18 21,89

mes6° | negativo | 17 | 20,00 9,60 -1,096 12,93 0,293
positivo | 11 | 27,18 20,32

mes12°| negativo | 20 | 24,45 21,18 -0,441 29 0,662
positivo | 10 | 27,82 18,62

Tabla 76. Grupo Estudio. Comparacion de la enzima FAt segin la serologia

del virus de la hepatitis C. Medidas descriptivas de resumen y cantidades

experimentales.

AcVHC n media DT t exp g.l. p

basal negativo | 20 | 182,05 60,74 -0,306 29 0,762
positivo | 11 | 189,64 75,35

mes1° | negativo | 16 | 176,25 64,21 -0,461 24 0,649
positivo | 10 | 189,40 80,44

mes3° | negativo | 18 | 176,00 | 53,79 0,029 27 0,977
positivo | 11 | 175,45 39,55

mes6° | negativo | 19 | 166,21 56,04 0,507 27,97 0,616
positivo | 11 | 158,18 30,66

mes12°| negativo | 19 | 177,16 52,19 0,231 28 0,819
positivo | 10 | 172,73 47,99

En resumen, la nueva droga no condicion6 cambios evolutivos de las
enzimas hepéticas evaluadas, ni tan S quiera en e subgrupo seropositivo

para el virus de la hepatitis C (figura 26).
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Figura 26. Evolucion de las enzimas AST / GOT, ALT / GPT, y-GT y
fosfatasa alcalina total en el grupo Estudio segun la serologia para € virus
de la hepatitis C.
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9. Otras asociaciones.

Se explord larelacion entre las variables estudiadas. Se consideraron
a todos los individuos incluidos en € estudio en conjunto, y cuando se
pudo también por grupos segun € régimen inmunosupresor de
mantenimiento. Se detalan aguellos resultados del andlisis que fueron
relevantes, agrupados en |os siguientes apartados:

9.1. Edad del receptor.

9.2. Sexo del receptor.

9.3. Serologiadd virus de la hepatitis C del receptor.

9.4. Edad del donante y antecedente de rechazo.

9.5. Funcién rena del injerto y poblaciones linfocitarias en sangre

periférica

9.1. Edad del receptor.

9.1.1. Edad del receptor versus dosis diaria de ciclosporina A.

Observamos asociacion inversa entre la edad del trasplantado y la
dosis diaria de CyA administrada, que resultd significativa en todos los
instantes tanto a considerar a toda la muestra como en el grupo Estudio
(tablas 77 y 78). Cabe resefiar que no detectamos asociacion entre edad del

paciente vsnivel valle de CyA.
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Tabla 77. Todala muestra. Asociacion entre edad del receptor versus dosis

diariade ciclosporinaA.

r p n
basal - 0,335 0,007 63
mes 1° - 0,348 0,006 61l
mes 3° - 0,348 0,005 63
mes 6° - 0,395 0,001 63
mes 12° - 0,361 0,006 56

Tabla 78. Grupo Estudio. Asociacion entre edad del receptor vs dosis diaria

de CyA.

r p n
basal - 0,458 0,010 31
mes 1° - 0,519 0,003 31
mes 3° - 0,519 0,003 31
mes 6° - 0,549 0,001 31
mes 12° - 0,513 0,003 31

9.1.2. Edad del receptor versus recuento de linfocitos CD19+.

Encontramos asociacion inversa entre la edad del receptor y €

recuento de linfocitos CD19+, que fue significativa en todos |os instantes al

considerar a toda la muestra, en cuatro de ellos en € grupo Estudio, y en

tresdel grupo AZA (tablas 79 a 81).

Tabla 79. Toda la muestra. Asociacion entre edad del receptor versus

recuento de linfocitos CD19+.

r p n
basal - 0,464 0,001 61
mes 1° - 0,394 0,004 53
mes 3° - 0,448 0,001 57
mes 6° - 0,392 0,002 58
mes 12° - 0,508 0,001 438
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Tabla 80. Grupo Estudio. Asociacion entre edad del receptor versus

recuento de linfocitos CD19+.

r p n
basal - 0,456 0,013 29
mes 1° - 0,511 0,005 29
mes 3° - 0,344 0,079 27
mes 6° - 0,561 0,001 31
mes 12° - 0,660 0,001 25

Tabla 81. Grupo AZA. Asociacion entre edad del receptor versus recuento
delinfocitos CD19+.

r p n
basal - 0,636 0,014 14
mes 1° - 0,550 0,052 13
mes 3° - 0,632 0,021 13

Comparada toda la muestra segun dos grupos de edad, < 45 vs > 45
anos (tabla 82), observamos que los trasplantados mayores de 45 afios
mostraron recuentos medios de linfocitos B inferiores a los més jovenes,

con significacion en todos los instantes.
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Tabla 82. Toda la muestra. Comparacion del recuento de linfocitos CD19+

segun la edad del paciente: < 45 vs > 45 afos. Medidas descriptivas de

resumen y cantidades experimentales.

Edad n media DT t exp a.l. p

basal <45 | 25 116,0 60,84 3,744 35,53 0,001
>45 | 36 65,2 35,81

mes 1° <45 | 22 126,2 82,57 2,771 32,46 0,009
>45 | 31 71,1 51,49

mes 3° <45 | 23 107,1 70,23 3,165 30,21 0,004
>45 | 33 58,3 32,53

mes 6° <45 | 25 101,4 54,45 2,942 46,11 0,005
>45 | 33 61,9 45,12

mesl12® | < 45| 21 99,9 69,69 2,785 24,10 0,010
>45 | 28 53,6 30,11

9.1.3. Edad del receptor versus recuento de linfocitos CD3+CDA4+.

Encontramos asociacion inversa entre la edad del receptor y €

recuento de linfocitos CD3+CD4+, que en toda la muestra fue significativa

en los instantes basal, meses 3°, 6°y 129, y en tres de los cinco instantes en
ambos grupos Estudio y CyA (tablas 83 a 85).

Tabla 83. Toda la muestra. Asociacion entre edad del receptor vs recuento
de linfocitos CD3+CDA4+.

r p n
basal - 0,322 0,011 61
mes 1° - 0,228 0,101 53
mes 3° - 0,259 0,054 56
mes 6° - 0,445 0,001 58
mes 12° - 0,380 0,007 49

183



Experienciacon MMF en € trasplante rend

Tabla84. Grupo Estudio. Asociacion entre edad del receptor vs recuento de
linfocitos CD3+CDA4+.

r p n
mes 1° - 0,409 0,027 29
mes 3° - 0,236 0,246 26
mes 6° - 0,521 0,003 31
mes 12° - 0,632 0,001 26

Tabla 85. Grupo CyA. Asociacion edad del receptor vs recuento de

linfocitos CD3+CD4+.

r p n
basal - 0,537 0,022 18
mes 3° - 0,576 0,016 17
mes 6° - 0,521 0,027 18
mes 12° -0,417 0,138 14

Comparada toda la muestra segun dos grupos de edad, < 45 vs > 45
anos (tabla 86), observamos que los trasplantados mayores de 45 afios
mostraron recuentos medios de linfocitos CD3+CD4+ inferiores a los mas
jovenes, y esto resulto significativo en los instantes basal, meses 1° 6° y
120,
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Tabla 86. Comparacion del recuento de linfocitos CD3+CD4+ segun la

edad del paciente: < 45 vs > 45 aios. Medidas descriptivas de resumen y

cantidades experimentales.

Edad n media DT t exp a.l. p

basal <45 | 25 | 1049,5 | 500,42 2,339 36,79 0,025
> 45 36 785,8 311,04

mes1® | <45 | 22 | 1053,6 | 359,93 2,018 51 0,049
> 45 31 867,5 308,79

mes3® | <45 | 23 | 10350 | 515,58 1,567 34,52 0,126
> 45 33 843,7 331,29

mes6® | <45 | 25 | 1117,8 | 477,53 3,583 36,02 0,001
> 45 33 734,6 276,73

mes12°| <45 | 21 986,2 396,82 2,841 30,03 0,008
> 45 28 710,6 231,08

9.1.4. Edad del receptor versus recuento de linfocitos CD16+CD3-.

Encontramos asociacion positiva entre la edad del receptor y €

recuento de linfocitos CD16+-CD3-, significativa en los instantes basal,

meses 6° y 12° al considerar atodala muestra (tabla 87).

Tabla 87. Toda la muestra. Asociacion entre edad del receptor vs recuento
de linfocitos CD16+CD3-.

r p n
basal 0,287 0,025 61
mes 1° 0,230 0,097 57
mes 3° 0,222 0,100 56
mes 6° 0,330 0,011 58
mes 12° 0,290 0,043 49

Comparada toda la muestra segun dos grupos de edad, < 45 vs > 45

anos (tabla 88), observamos que los trasplantados mayores de 45 afios

mostraron una tendencia media a ofrecer

recuentos de

linfocitos
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CD16+CD3- superiores a los més joévenes, gque solamente resultd

significativa en los instantes basal y mes 6°.

Tabla 88. Comparacion del recuento de linfocitos CD16+CD3- segun la

edad del paciente: < 45 vs > 45 aios. Medidas descriptivas de resumen y

cantidades experimentales.

Edad n media DT t exp g.l. p

basal <45 | 25 264,9 300,21 | -2,036 59 0,046
>45 | 36 431,5 323,54

mes1® | < 45 | 22 276,1 363,94 | -1,187 51 0,241
>45 | 31 382,5 288,43

mes3® | <45 | 23 262,1 272,92 | -1814 54 0,075
>45 | 33 419,1 346,40

mes6® | <45 | 25 225,7 248,71 | -2,369 55,53 0,021
>45 | 33 396,9 301,08

mesl2°| < 45 | 21 2214 21495 | -1,806 46,14 0,077
>45 | 28 363,0 332,40

9.1.5. Otros.

En el grupo CyA hubo asociacion inversa entre edad del receptor vs

dosis diaria de prednisona, significativa en todos los instantes (tabla 89).

Tabla 89. Grupo CyA. Asociacion edad del receptor vs dosis diaria de

prednisona.

r p n
basal - 0,475 0,046 18
mes 1° - 0,508 0,045 16
mes 3° - 0,575 0,013 18
mes 6° - 0,525 0,025 18
mes 12° - 0,608 0,016 15

No detectamos otras asociaciones, y especiamente entre edad del

paciente vsnivel vale de CyA y CrS.
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9.2. Sexo del receptor.

Se redlizaron las comparaciones de las distintas variables en cada
uno de los instantes atendiendo a la variable sexo del receptor en toda la
muestra. Se detallan aquellos resultados que fueron significativos. Las
comparaciones por grupos cosecharon resultados erréticos, por lo que se

han omitido.

9.2.1. Sexo del receptor versus creatinina serica.

La CrS media en €l grupo de mujeres tendi6 a ser inferior ala de los
hombres, con significacion en los instantes basal, meses 3°y 6°, y limitrofe
en el mes 12° (tabla 90).

Tabla 90. Comparacion de la CrS segin sexo. Medidas descriptivas de

resumen y cantidades experimentales.

Sexo n media DT t exp g.l. p

basal mujer 29 1,43 0,488 2,905 63 0,005
hombre | 36 1,76 0,426

mes 1° mujer 22 1,49 0,625 1,691 52 0,097
hombre | 32 1,75 0,498

mes 3° mujer 29 1,38 0,488 3,031 63 0,004
hombre | 36 1,74 0,463

mes6° | mujer 29 1,41 0,510 2,650 63 0,010
hombre | 36 1,71 0,393

mes12°| mujer 24 1,44 0,512 1,902 54 0,063
hombre | 32 1,67 0,370

9.2.2. Sexo versus peso.

El grupo de mujeres ofrecio un peso medio inferior a de los
hombres, que resultd significativo en los instantes basal, meses 3°, 6°y 12°
(tabla 91).
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Tabla 91. Comparacion del peso segin sexo. Medidas descriptivas de

resumen y cantidades experimentales.

Sexo n media DT t exp g.l. p

basal mujer 29 68,3 13,67 2,475 63 0,016
hombre | 36 76,1 11,94

mes1° | mujer 26 69,9 13,09 1,853 59 0,069
hombre | 35 75,9 12,05

mes3° | mujer 29 68,2 13,77 2,369 63 0,021
hombre | 36 75,8 11,99

mes6° | mujer 29 68,0 14,03 2,191 55,14 0,033
hombre | 36 75,2 11,92

mes12°| mujer 25 67,1 13,80 2,482 45,62 0,017
hombre | 32 75,5 11,18

9.2.3. Sexo versus recuento de linfocitos CD3+CD8+.

El grupo de mujeres ofrecid un recuento medio de linfocitos
CD3+CD8+ inferior a de los hombres, significativo en los instantes basal,
meses 1°, 3°y 12° (tabla 92).

Tabla 92. Comparacion del recuento de linfocitos CD3+CD8+ segun sexo.

M edidas descriptivas de resumen y cantidades experimental es.

Sexo n media DT t exp a.l. p

basal mujer 29 687,9 305,22 2,312 50,29 0,025
hombre | 34 961,7 606,29

mes1° | mujer 23 638,3 211,90 3,102 36,09 0,004
hombre | 31 1082,6 | 758,80

mes3® | mujer 25 592,8 250,64 2,811 39,00 0,008
hombre | 32 1001,8 | 772,57

mes6° | mujer 25 690,6 310,53 1,776 58 0,081
hombre | 35 861,4 402,36

mes 12°| mujer 22 567,5 221,98 2,336 45,46 0,024
hombre | 28 762,9 364,83
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9.2.4. Sexo versus cociente linfocitario CD4/ CD8.
El cociente CD4/ CD8 fue superior en & grupo de mujeres (tabla 93),

con significacion en los instantes basal, meses 1°, 3°y 12°.

Tabla93. Comparacion del cociente linfocitario CD4/ CD8 segun sexo.

Medidas descriptivas de resumen y cantidades experimental es.

Sexo n media DT t exp a.l. p

basal mujer 29 1,49 0,688 2,299 61 0,025
hombre | 34 1,12 0,576

mes1° | mujer 23 154 0,591 2,656 52 0,010
hombre | 31 1,13 0,540

mes3° | mujer 25 1,63 0,668 2,923 55 0,005

hombre | 32 1,15 0,570

mes 6° muj er 25 1,38 0,399 1,518 57,99 0,135
hombre | 35 1,19 0,556

mes12°| mujer 22 1,58 0,669 1,993 48 0,052
hombre | 28 1,23 0,555

9.3. Serologia del virus de la hepatitis C.

Se realizaron las comparaciones de todas y cada una de las variables
en los diferentes instantes considerando a toda la muestra segin la
serologia para € virus de la hepatitis C (AcVHC), positiva vs negativa.
Este andlisis se realizo también en los grupos Estudio y CyA, no asi en €
grupo AZA por contar con escasa muestra. A continuacion se detallan los

resultados que fueron significativos.

9.3.1. AcVHC versus edad del receptor.

La edad media de los trasplantados del grupo seronegativo resultd
superior a la del grupo seropositivo en toda la muestra y en e grupo
Estudio (tablas 94 y 95).
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Tabla 94. Toda la muestra. AcVHC vs edad: Medidas descriptivas de

resumen y cantidades experimentales.

AcVHC n media DT t exp a.l. p

Edad | negativo 42 48,2 12,00 | 2,01 61 0,049
positivo 21 41,9 11,07

Tabla 95. Grupo Estudio. AcVHC vs edad: Medidas descriptivas de

resumen y cantidades experimentales.

AcVHC n media DT t exp a.l. p

Edad | negativo 20 50,4 9,95 3,148 29 | 0,004
positivo 11 38,5 10,29

9.3.2. AcVHC versus tiempo de evolucion del trasplante renal.

El tiempo de evolucion dd trasplante, en afios, fue superior en los
trasplantados seropositivos, tanto a considerar a toda la muestra como por
grupos (tablas 96 a 98).

Tabla 96. Toda la muestra. AcVHC vs tiempo de evolucion del trasplante

renal: Medidas descriptivas de resumen y cantidades experimentales.

AcVHC n | media DT t exp a.l. p

Tiempo| negativo 43 3,66 2,589 | 2,55 62 0,013
TR positivo 21 5,43 2,639

Tabla 97. Grupo Estudio. AcVHC versus tiempo de evolucion del
trasplante rena: Medidas descriptivas de resumen y cantidades

experimentales.

Afos AcVHC n | media DT t exp a.l. p

Tiempo| negativo 20 3,04 1,845 2,67 29 0,012
TR positivo 11 5,09 2,417

190



Resultados

Tabla 98. Grupo CyA. AcVHC vstiempo de evolucién del trasplante renal:

M edidas descriptivas de resumen y cantidades experimental es.

AcVHC n | media DT t exp a.l. p

Tiempo| negativo | 10 | 3,81 2,278 | 2,29 16 | 0,036
TR positivo 8 6,54 2,802

9.3.3. AcVHC versus recuento de linfocitos CD16+CD3-.

El recuento medio de linfocitos CD16+CD3- tendi6 a ser superior en
los pacientes seronegativos. en toda la muestra hubo significacion en los
instantes basal, meses 3°, 6° y 12°, mientras que en & grupo Estudio slo se

obtuvo dicha significacion en los instantes basal y mes 6° (tablas 99 y 100).

Tabla99. Toda la muestra. AcVHC vs recuento de linfocitos CD16+CD3-:

M edidas descriptivas de resumen y cantidades experimental es.

AcVHC n media DT t exp g.l. p

basal negativo | 42 | 434,6 363,25 2,177 56,22 0,034
positivo | 21 | 267,8 239,32

mes1° | negativo | 37 | 379,2 334,69 1,441 52 0,155
positivo | 17 | 2454 272,32

mes3° | negativo | 38 | 403,3 | 365,32 1,988 54,98 0,052
positivo | 19 | 258,7 184,10

mes6° | negativo | 39 | 390,7 | 33450 | 2,564 57,93 0,013
positivo | 21 | 2231 171,64

mes12°| negativo | 34 | 3619 | 34220 | 2,298 46,92 0,026
positivo | 16 | 2069 | 132,72
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Tabla 100. Grupo Estudio. AcVHC vs recuento de linfocitos CD16+CD3-:

M edidas descriptivas de resumen y cantidades experimental es.

AcVHC n media DT t exp g.l. p

basal negativo | 18 | 516,1 | 406,91 | 2,279 26,83 0,031
positivo | 11 | 2318 264,50

mes1° | negativo | 18 | 4379 404,30 1,264 27 0,217
positivo | 11 | 2554 | 327,09

mes3° | negativo | 17 | 488,3 | 461,16 1,795 23,95 0,085
positivo 9 246,1 226,49

mes6° | negativo | 20 | 4156 | 360,03 | 2,570 28,63 0,016
positivo | 11 | 169,9 170,87

mes12°| negativo | 16 | 3450 | 395,37 1,907 16,73 0,074
positivo | 10 | 151,0 75,98

Para las demas poblaciones linfocitarias y el resto de las variables

analizadas no encontramos diferencias entre ambos subgrupos.

9.4. Edad del donante y antecedente de rechazo.

9.4.1. Edad del donante versus creatinina sérica.

Considerando a toda la muestra observamos asociacion lineal y
positiva entre la edad del donante y la creatinina sérica, con significacion
en todos los instantes del estudio (tabla 101).

Tabla 101. Asociacion entre edad del donante vs CrS.

r p n

basal 0,458 0,002 42
mes 1° 0,510 0,002 34
mes 3° 0,408 0,007 42
mes 6° 0,501 0,001 42
mes 12° 0,495 0,002 37
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Comparados dos grupos segun la edad del donante, < 30 vs > 30 afios

(tabla 102), observamos gue los injertos procedentes de donantes de més de

30 afios ofrecieron CrS superiores a los de menos afos. Esto resultd

significativo en todos los instantes.

Tabla 102. Comparacion de la CrS segun la edad del donante: < 30 vs > 30

anos. Medidas descriptivas de resumen y cantidades experimental es.

anos n media DT t exp a.l. p

basal <30 | 20 1,41 0,281 3,068 31,37 0,004
>30 | 22 1,83 0,566

mes 1° <30 | 16 1,33 0,298 3,527 26,15 0,002
>30 | 18 1,88 0,575

mes 3° <30 | 20 1,38 0,406 2,842 37,78 0,007
>30 | 22 1,82 0,575

mes 6° <30 | 20 1,39 0,294 3,362 34,43 0,002
>30 | 22 1,82 0,503

mes 12° <30 | 17 1,42 0,263 2,614 28,98 0,014
> 30 20 1,77 0,521

9.4.2. Antecedente de rechazo del injerto versus creatinina sérica.

Al comparar en toda la muestra 'y en el grupo Estudio la creatinina

sérica entre el grupo de trasplantados con antecedente de rechazo (ya fuese

agudo o cronico) frente a resto, observamos que los primeros mostraron
valores medios mas elevados (tablas 103 y 104). En los grupos CyA y AZA

no se realizo este andlisis por escasa muestra en alguno de los subgrupos.
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Tabla 103. Toda la muestra. Antecedente de rechazo vs CrS. Medidas

descriptivas de resumen y cantidades experimental es.

Rechazo| n media DT t exp g.l. p

basal No 55 1,55 0,417 2,168 10,45 0,054
Si 10 2,00 0,636

mes 1° No 46 1,53 0,452 3,194 8,10 0,013
Si 8 2,33 0,682

mes 3° No 55 1,50 0,445 2,493 10,79 0,030
Si 10 2,01 0,614

mes 6° No 55 1,52 0,418 2,503 63 0,015
Si 10 1,91 0,612

mes 12° No 48 151 0,370 1,580 7,67 0,154
Si 8 1,91 0,700

Tabla 104. Grupo Estudio. Antecedente de rechazo vs CrS. Medidas

descriptivas de resumen y cantidades experimental es.

Rechazo| n media DT t exp g.l. p

basal No 25 1,63 0,319 2,77 5,78 0,034
S 6 2,30 0,566

mes 1° No 25 154 0,287 2,71 5,33 0,040
S 6 2,42 0,781

mes 3° No 25 1,50 0,298 381 6,01 0,009
S 6 2,27 0,468

mes 6° No 25 1,55 0,319 2,31 5,65 0,063
S 6 2,15 0,619

mes 12° No 25 1,58 0,278 2,63 5,64 0,042
S 6 2,18 0,546

9.5. Funcidn renal del injerto y poblaciones linfocitarias en sangre

periférica

Tras €l andlisis de regresion se observo asociacion entre CrS y
recuento de linfocitos CD16+CD3- en sangre periférica (tabla 105). Esta
correlacion no se demostré con ninguna otra poblacion linfocitaria. El

modelo cuadratico se gustd mejor a nuestros datos que € linea. Este
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ultimo demostré asociacion inversa y significativa en los instantes basal,
meses 1° y 3° mientras que € primero ofrecio asociacion adicional
significativa en € mes 12°. Dicha asociacion no se mantuvo en € andlisis

pOr grupos.

Tabla 105. Toda la muestra. Ajuste linea y cuadréaico de las variables

recuento de linfocitos CD16+CD3- en sangre periférica y CrS .

Modelo r* r g.l. F e p
basal lineal 0,063 - 0,251 61 4,10 0,047
cuadrético 0,096 0,310 60 3,17 0,049
mes 1° lineal 0,111 - 0,333 47 5,87 0,019
cuadrético 0,143 0,378 46 3,85 0,029
mes 3° lineal 0,104 - 0,322 55 6,39 0,014
cuadratico 0,171 0,414 54 5,55 0,006
mes 6° lineal 0,034 -0,184 58 2,02 0,161
cuadrético 0,072 0,268 57 2,22 0,118
mes 12° lineal 0,032 -0,179 47 1,58 0,215
cuadrético 0,194 0,440 46 5,53 0,007

i*vari able independiente
variable dependiente

Del presente capitulo de resultados podemos sintetizar las siguientes
ideas:

1. Las poblaciones linfocitarias en sangre periférica se han asociado
alaedad y sexo del receptor de la manera siguiente:
a) Los trasplantados renales de mayor edad cursaron con recuentos de
linfocitos CD19+ y CD3+CDA4+ inferiores y recuentos de linfocitos

CD16+CD3- superiores respecto a aguellos de menor edad.
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b) El grupo femenino cursd con recuentos de linfocitos CD3+CD8+
inferiores respecto a grupo masculino, por 1o que & cociente CD4/ CD8
resultd superior en mujeres.

2. Lafuncién renal del injerto ha estado condicionada por |a edad del
donante, el sexo del receptor y el antecedente de rechazo:

a) los injertos procedentes de donantes de mayor edad y aguellos con
antecedente de rechazo evolucionaron con vaores de CrS superiores
(figuras 27 a 29).

b) el grupo femenino cursd con CrS 'y peso medios inferiores respecto al
masculino (figuras 30 y 31).

3. Los trasplantados virus C positivos cursaron con recuentos de
linfocitos CD16+CD3- en sangre periférica inferiores respecto a aquellos
seronegativos (figura 32).

4. Ha resultado un hallazgo la asociacion entre CrS y recuento de

linfocitos CD16+CD3- en sangre periférica (figura 33).

Figura 27. Edad del donante y CrS: instante basal y mes 12°. Nube de
puntosy gjuste lineal.
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Figura28. Evolucion de la CrS segun laedad del donante: < vs > 30 afios.
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Figura 30. Evolucion de la creatinina sérica segun sexo.
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Figura 32. Evolucion del recuento de linfocitos NK en sangre periférica

segun la serologiadd virus de la hepatitis C.

95% IC (células/ microL)

600
500 « _
. m 1
- NK.O
400 1 oL L o
300 4 _ NK.1
ui] i) I
4 ui]
200 A O NK3
— - I
100 | o NKé
0] NK.12
N= 42 37 38 39 34 21 17 19 21 16
negativo positivo

AcVHC-receptor

Figura 33. Modelo de regresion lineal y cuadratica de la CrS 'y recuento de

linfocitos NK en sangre periféricaen el mes 3° de seguimiento.
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V. DISCUSION

Durante la fase de andlisis del presente trabgjo surgieron aspectos
colaterales que hubo que abordar, como fue € impacto de la edad, sexo y
serologia del virus de la hepatitis C dd receptor sobre la evolucion de
recuento linfocitario y su distribucion en sangre periféica, asi como la
asociacion entre lafuncion rena del injerto versus edad del donante, sexo del
receptor y recuento de linfocitos NK en sangre periférica, sobre los que

realizamos | os correspondientes comentarios.

1. Seguridad clinica del micofenolato mofetil asociado a

ciclosporina A y prednisonaen el trasplante renal.

Los efectos beneficiosos de los medicamentos van unidos a riesgo
Inevitable de que produzcan efectos no deseados, y 10 que en un paciente es
un efecto secundario puede ser un efecto farmacoldgico deseado en otro
(Wood et a, 1991). Importantes progresos en la investigacion, desarrollo y
regulacion de los fa&macos aseguran en la mayoria de los casos su
uniformidad, eficacia e inocuidad relativa, asi como la identificacion de los
peligros conocidos. Los estudios epidemioldgicos sobre las reacciones
adversas permiten valorar la magnitud del problema, calcular los indices de
reacciones ante cada uno de los medicamentos, y caracterizar algunos de los
determinantes de los efectos adversos de los agentes farmacolégicos. Las

actuales normas farmacol 6gicas permiten al médico prescribir farmacos con
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una considerable confianza en su pureza, biodisponibilidad y eficacia Sin
embargo, es responsabilidad medica contrapesar la potencia toxicidad con
los posibles beneficios. Debido a nimero reducido de enfermos tratados en
los estudio previos a la comercializacion, con frecuencia no es posble
identificar las reacciones adversas raras, por lo que la principa
responsabilidad de identificar e informar de estos efectos recae en € propio
médico mediante & uso de los distintos sistemas de informacion de
reacciones adversas.

Por otra parte, € efecto de agunos medicamentos puede verse aterado
de maneraimportante por laadministracion de otros (Oates et d, 1991). Estas
interacciones pueden sabotear los intentos terapéuticos, a provocar una
accion farmacol 0gica excesiva (efecto adverso) o una disminucion ddl efecto
de un f&rmaco hasta el punto de hacerlo ineficaz.

Con & empleo de micofenolato mofetil en nuestro grupo Estudio de
trasplantados renales, un inmunosupresor disponible en Espaia desde 1996,
nos preocuparon los posibles efectos adversos que pudiera condicionar, ya
debidos a la propia sustancia ya ala interaccion farmacol 6gica con otras. Por
ello los registramos con objeto de evaluar la seguridad clinica relativa del
mMisMo en nuestra muestra, y poderlos contrastar con |os observados por otros
autores. A continuacion se discuten algunos de | os trabajos mas significativos
gue recogen los efectos adversos asociados a MMF y evallan su perfil de
seguridad en @ trasplante rena. Insstiremos principalmente en agquellos
efectos diferidos respecto a la cirugia del trasplante para que guarden mayor

similitud con nuestra experiencia.
En € Estudio Europeo con seguimiento de tres afios (European

Mycophenolate Mofetil Cooperative Study Group, 1999) los efectos no

deseados motivaron laretirada prematura de micofenolato mofetil en e 25,5
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y 36,3 % de los trasplantados tratados con 2 y 3 gr/ dia, respectivamente. La
mayoria de estas retiradas ocurrieron en los primeros 6 meses dd estudio
(17,6 y 25,6 % para2y 3 gr/ dia, respectivamente), momentos en que todavia
era ciego, y computando una relativa baja frecuencia de retirada del farmaco
desde & 6° mes hasta € tercer afio (7,9 y 10,7 % en los grupos tratados con 2
y 3 gr/ dia, respectivamente). Tras € primer afio, los trasplantados que
tomaban micofenolato mofetil continuaron con la misma dosificacion. La
frecuencia de efectos adversos resultd superior en aquellos tratados con 3 gr/
dia (tabla de Introduccién), lo que sugiere un mecanismo dosi s-dependiente.

De la tabla 7 se desprende que la incidencia acumulada de efectos
adversos no se incrementd sustanciamente a tercer afio respecto a 1° de
seguimiento, lo cua s acaso sugiere un perfil de seguridad clinica deladroga
aceptable. Este hecho también se puede comprobar en € Estudio
Tricontinental con seguimiento de tres afios (Mathew for the Tricontinental
Mycophenolate Mofetil Renal Transplantation Study Group, 1998; tabla 8).
Aungue no podemos dar una explicacion cierta de este fendmeno, pudiera
obedecer aunamejor toleranciade farmaco.

Por otra parte, interesa resaltar cOmo la incidencia global de efectos
adversos en los Estudios Tricontinental y Americano ha sido superior a la
observada en € Estudio Europeo. Posiblemente esta circunstancia se ha
debido al empleo de menores dosis de inmunosupresién acompariante en este
ultimo (tabla 6).

El trabgjo de Puig et a (1999) andiza especificamente los efectos
adversos asociados a la terapia MMF + prednisona + CyA en d trasplante
rena con € propésito de determinar factores de riesgo. Discrimina como
tales laedad avanzada, € sexo femenino, € deterioro de lafuncion rena del

injerto y la introduccion tardia de la droga respecto al momento del
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trasplante. Respecto a este Ultimo, los autores han observado a menos un
efecto adverso en e 35 % de este grupo de trasplantados, que condujo a la
retirada del mismo en € 18 %. Por otra parte, la asociacion observada entre
deterioro de la funcion rena y efectos adversos sugiere la posibilidad de que
exista algiin metabolito del MMF de eliminacion rena responsable de tales
eventos (Wieland et al, 2000).

Efectos adversos semejantes durante € tratamiento con MMF +
prednisona + CyA son los observados por Agraz et a (1999), que los
estudiaron en un grupo de trasplantados renales con injertos procedentes de
donantes afosos y disfuncion cronica. Aungue la nueva droga se dosifico de
forma progresiva, en € 61 % hubo aguna complicacién, debiendo retirar €
farmaco en e 33,3 %. Cabe resefiar que no se alter6 e perfil hepatico durante

el seguimiento.

Nuestros trasplantados recibieron MMF a menos tras 12 meses dél
trasplante (3,77 + 2,26 afos; rango 1,07-8,39 anos). La frecuencia de retirada
del farmaco, del 8,8 %, y de efectos adversos en esta etapa ddl trasplante ha
sido comparable a la registrada en € estudio Europeo a tres afios (European
Mycophenolate Mofetil Cooperative Study Group, 1999). Los estudios de
Fritsche et a (1998), Puig et d (1999) y Agraz et a (1999) junto con €
nuestro tienen en comun la introduccién tardia de MMF respecto ala cirugia
de trasplante; por € contrario se diferencian del nuestro en la elevada
frecuencia con la que a menos se presenta algun efecto adverso, que oscila
entre e 32-61 %, asi como la elevada frecuencia de retirada del farmaco,
entre el 18-33 %. Una observacion interesante es la sefidlada por Puig et a
(1999) que informan una mayor incidencia e intensidad de efectos adversos

en e grupo de trasplantados en quienes la droga se introdujo tardiamente
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respecto a aquellos que larecibieron tras la cirugia. Los autores sugieren que
|as dtas dosis de esteroides que se administran en las primeras semanas del
trasplante renal pudieran proteger € epitelio intestina del efecto irritativo-
inflamatorio del farmaco, aunque no podemos descartar que € deterioro de la
funcién renal del injerto haya participado en € incremento de lafrecuencia de
efectos adversos, y esta hipotesis quedaria apoyada por los tres trabgjos
reseflados donde los injertos se encuentran en distintos grados de disfuncion
cronica. Quiza la mgor funcidn renal en nuestra serie, a pesar de haber
empleado una dosificacion de MMF semejante (tabla 36), condiciond menor
incidencia de efectos adversos.

En nuestro estudio no hemos observado ningun caso de infeccion vird,
en consonancia con € calendario de las complicaciones infecciosas del
trasplante (Rubin et al, 1981). Durante € seguimiento no observamos
cambios del hemograma, por o que nuevamente nuestros resultados se
encuentran en la linea de la baja incidencia de trastornos hematol 6gicos ya
descrita en € estudio Europeo tras el primer afo del trasplante (tabla 7). No
podemos definir s en nuestro caso de linfoma, que quedd excluido del
estudio, influy6 la nueva droga o bien se tratd de un proceso ya establecido
con diagndstico tardio.

Debido a latransformacion hepética dd AMF en GAMF vigilamos €l
perfil evolutivo de las enzimas hepéticas. no se evidencié variacion
significativa de las enzimas AST, ALT, y-GT y fosfatasa alcalina total, al
igual que lo reflgjado por Fritsche et a (1998) y Agraz et a (1999), ni tan
siquieraen e grupo virus C positivo (tablas 73 a 76).

En resumen, los trabgos resefiados vienen a definir

suficientementeel perfil de efectos no deseados asociados a MMF en
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combinacién con ciclosporina 'y prednisona en € trasplante renal a corto-
medio plazo, acumulandose la incidencia en problemas digestivos,
hematoldgicos e infecciosos. Si bien el perfil de infecciones virales, y
principamente  aguella por  citomegalovirus, esta vinculado
preferentemente al periodo del postrasplante temprano (entre el 6°-12° mes
del trasplante), para el resto de los efectos no deseados no parece existir un
calendario bien tipificado, y quiza la dosis de micofenolato mofetil, la
INnmunosupresion acomparante y la funcion rena del trasplante jueguen un
papel decisivo. Nuestro estudio no discrepa sustancialmente con otros
autores respecto a la seguridad clinica relativa observada con esta droga,
cuyos efectos adversos se pueden minimizar reduciendo dosis, reduciendo
inmunosupresion asociada (Moreso et al, 1998), y quiza teniendo en cuenta
los factores-marcadores de riesgo relacionados con mayor susceptibilidad a
lamisma (Puig et a, 1999): edad y sexo del receptor, funcion renal y dosis
de esteroides. La frecuencia de patologia neoplésica habra que establecerla
con seguimientos méas prolongados, y quizd en regimenes de
mantenimiento donde se emplee micofenolato mofetil en monoterapia, ya
gue es la unica manera de establecer con claridad el efecto carcinogénico

de ladroga sin confundirlo con e propiciado por otras.
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2. Efecto del micofenolato mofetil sobre la evolucién de la
funcidn renal en € trasplante renal.

Cuando se administran varias drogas en un régimen inmunosupresor
en ocasiones resulta complgjo diferenciar qué parte del efecto, ya
terapéutico ya adverso, corresponde a cada una. En € trasplante renad, la
introducciéon de MMF en la inmunosupresion de mantenimiento junto a
otras drogas, principamente prednisona y CyA, ha supuesto un beneficio
sobre la funcién rena del injerto, si bien con frecuencia también han
concurrido asociados otros factores positivos como son la reduccion
progresiva de la dosis de CyA, la mejoria del perfil lipidico y de latension

arterial.

A continuacion discutiremos a gunos de los trabajos més significativos
en trasplantados renaes tratados con e régimen antedicho, abordando
aquellos matices mas singulares. Aunque todos €llos realizados sobre injertos
con evidencias de nefropatia crénica, la mayoria excepto € de Mazuecos et d
(1997), Campistol et a (1999) y @ nuestro, han llevado implicito en sus
objetivos la reduccion de la dosis de ciclosporina con la finalidad de rebgjar
su efecto patogénico sobre esta condicion.

En los estudios de Idam et a (1998), Agraz et a (1999) y Hueso et al
(1998) la adicion de MMF junto a prednisona y dosis reducidas de CyA
condiciond descenso de la CrS. En este Ultimo la proteinuria permanecio
estable.

Un régimen inmunosupresor semejante fue € establecido por Fritsche
et al (1998), cosechando enlentecimiento de |a tasa de deterioro del filtrado

glomerular y proteinuria estable.
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Campistol et a (1999) no objetivaron reducciéon significativa de la
CrS. Sn embargo, si constatd un cambio significativo, de negativo a
positivo, de la pendiente mensual media de la 1/ CrS cuando se introdujo €
nuevo farmaco. Concurrié una reduccion significativa de la dosis de CyA y
del nivel vale medios, sin que la proteinuria se modificara.

En e estudio de Weir et al (1997) se produjo la reduccién méas
intensa de la dosis de CyA (hasta 1,6 £ 0,9 mg/ Kg/ dia): observaron
mejoria de la funcidn renal del injerto, expresada a través del cambio de
negativa a positiva de la pendiente mensual dela 1/ CrS (-0,006 + 0,002 vs
+0,007 £ 0,003; p< 0,01).

En nuestra cohorte de trasplantados renales tratados con MMF
observamos un descenso del valor medio de la CrS durante e seguimiento,
gue se acompafié de cambio de la pendiente media mensua de la CrS, de
negativa a positiva (12° mes preMMF: -0,0101 + 0,0245 versus 12° mes
postMMF: +0,0055 + 0,0225 mg/ dL/ mes; p< 0,05). Esto Ultimo expresa
una evolucion favorable de la funcion renal, de forma que s existia una
tendencia media de deterioro de la funcion renal del injerto ésta se invirtio.
Hubo unareduccién deladosis mediade CyA (basal: 3,14 + 0,64 vs mes 12°
2,88 £ 0,66 mg/ kg/ did), que s bien no fue intencionada, pudo contribuir al
cambio de tendenciade la CrS. Hay que destacar que no fue tan intensa como
|a observada en los estudios de Weir et a (1997), Idam et a (1998) y Hueso
et a (1998), y elo queda patente en gue la reduccién del nivel vale no fue
significativa, aunque se puede observar que la ciclosporinemiavalle mediaen
el mes 12° (167,7 £ 35,56 ng/ mL) fue ligeramente inferior a las previas
(tabla 32). Quizad s d seguimiento del estudio se hubiese prolongado no
solamente se hubiera obtenido la significacion “biolégica’ sino también la
estadistica (Casado et a, 1999).
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De gran vaor son los resultados procedentes del Estudio
Multicéntrico Espafiol sobre la nefropatia cronica del trasplante tratada con
MMF (Gonzalez et a, 2001): mejord la funcion renal de injerto, en
términos de la pendiente de la 1/ CrS, tras laintroduccion de MMF. Resulta
interesante sefidar que e enlentecimiento de la progreson de la
insuficiencia renal en estos pacientes con nefropatia cronica se produjo
tanto en aguellos en los que hubo reduccion de la dosis 'y €l nivel vale de
CyA, como en aguel subgrupo donde € nivel valle medio no varié. Esto
ultimo sugiere que el beneficio de MMF sobre la funcion rena del injerto
es independiente del nivel de CyA. La proteinuria no cambio.

Resultados semejantes ya fueron reportados por Mazuecos et a
(1997) quienes también observaron mejora de lafuncion rena del injerto tras
la adicion de MMF, y sin constatar reduccién en la doss de CyA
administrada.

Por otra parte, algunos autores también han valorado la evolucién del
perfil lipidico y de la tension arteriad tras la adicion de MMF en €l
trasplante renal, ya que ademés de reducir factores de riesgo cardiovascular
estas variables pudieran jugar un papel sobre lafuncion rena dd injerto. El
efecto beneficioso posiblemente esté asociado a la dosificaciéon reducida 6
retirada de ciclosporina A y esteroides.

Esto queda patente en los estudios de Keunecke et a (2000) y
Schrama et a (2000), donde la conversion de CyA por MMF en sendos
grupos de trasplantados renales libres de esteroides cursd con descenso de la
CrS, reduccién de los valores de colesteral totd, triglicé&ridos y de la tension
arteria sistdlicay diastolica

Campistol et a (1999) no observaron reduccion de latension arteria a

pesar de la dosificacion reducida de CyA, a diferencia de la reportado por
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Hueso et a (1998). Por otro lado, € Estudio Multicéntrico Espafiol sobre la
nefropatia cronica del trasplante tratada con MMF (Gonzalez et al, 2001)
no detectd cambios de |os valores evol utivos de colesterol total.

En nuestra cohorte tratada con MMF, a pesar de |a tendente reduccion
de la dosis de CyA asi como la de esteroides (esta Ultima con reduccion
significativa en e mes 12°) € perfil lipidico evaluado, colesterol total y
triglicéridos, resulté muy uniforme durante el seguimiento (tablas 66 y 67).
En e 77,4 % de los casos no vario e régimen hipolipemiante establecido,
el 16,5 % lo incrementd, mientras que € 6,5 % lo redujo. Sefialamos que en
ningln momento pretendimos investigar la calidad hipolipemiante de las
diferentes estatinas empleadas (atorvastatina, lovastating, fluvastatinag,
pravastatinay simvastatina), las cuales incluso se intercambiaron durante €
estudio.

Tanto en nuestra cohorte como en los estudios de Campistol et d
(1999) y Gonzdlez et al (2001) mejord la funcion renal sin cambios en el
perfil lipidico y tension arterial evolutivos, por 1o que sospechamos que €
influjo de estas variables sobre la CrS ha sido escaso, recayendo € peso
sobre la adicién de MMF y reduccion de la dosis de CyA. En esta situacion

esdificil separar |a contribucion de cada una de estas actuaciones.

En resumen, & empleo de MMF en combinacion con dosis reducidas
de CyA atentla e incluso revierte la progresion de la insuficiencia rena del
injerto. Posiblemente ademas pueda reducir € riesgo cardiovascular de esta
poblacién, s bien esto se tendra que dirimir en futuros estudios. A pesar de
ello, lavaoracion de lafuncion renal del injerto en estas circunstancias debe
ser cuidadosa ya que aungue esta estrategia comporta menor fibrogénesis,
puede que lo Unico que manifieste sea una reduccion del efecto presor

ciclosporin-dependiente (Van Buren et a, 1994). Por ello son precisos
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estudios de seguimiento a largo plazo que rebelen s lareduccién de CyA, y
principalmente la sustitucion de ésta por MMF, es segura en términos de

nefropatia cronicatardia.

Finalmente, a tenor de los superiores resultados cosechados por MMF
en la prevencién de rechazo agudo asi como en los regimenes de
mantenimiento de los injertos con nefropatia cronica, nos planteamos la
pregunta: ¢es necesario incluir esta droga en todos los regimenes de
mantenimiento del trasplante rena para megjorar la supervivencia del mismo?
Hoy dia es dificil dar una respuesta categérica. La inmunosupresion de
mantenimiento se ha venido modificando en € transcurso de la historia del
trasplante rena en la filosofia de procurar mayor supervivencia del injerto y
del paciente. Aunque es razonable pensar que no todos los trasplantados
precisan las mismas drogas ni las mismas dos's, la incorporacion de CyA de
forma generalizada, ya asociada a esteroides y/ 0 azatioprina y ocasional-
mente en monoterapia, ha conseguido incrementar la supervivencia de los
injertos en e primer afio del 50 % al 85 %. Por otra parte, € empleo de MMF
ha rebgado sustancialmente la incidencia de rechazo agudo. A pesar de dllo,
no podemos predecir qué pacientes perderan sus injertos sin CyA ni cuaes
sufriran rechazo agudo sin MMF. De ahi la rdevancia de insigtir en la
construccién de protocol os inmunosupresores que ofrezcan la oportunidad de
individualizar la terapia explotando € amplio arsenal medicamentoso hoy

disponible, y los factores prondsticos inmunol 6gicos y no inmunol 6gicos.

En nuestro trabgo, los grupos Estudio, CyA y AZA partian de una
funcion rena diferente (tablas 38 a 40): la CrS media del grupo CyA resulto
inferior a las observadas en los grupos Estudio y AZA, que no se

diferenciaron entre si. No es de extrafiar, ya que los trasplantados con mejor
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funcién renal (grupo CyA) no precisaron suplemento inmunosupresor con
una tercera droga; por € contrario, los trasplantados con deterioro de la
funcién rena (antecedente de rechazo agudo o sospecha diagnostico de
rechazo crénico) o sospecha razonable de peor prondstico vieron
incrementada lainmunosupresion, ya con azatioprinao MMF.

Durante €l seguimiento del grupo AZA, la CrS media se mantuvo
estable, observando uniformidad del tratamiento inmunosupresor en cuanto a
dosisempleadasy nivelesvale de CyA.

En & grupo CyA hubo una reduccién de la dosis media de prednisona
unicamente significativa en e mes 12° (tabla 28), de significado clinico
incierto. La evolucion de ladosis diaria de CyA fue semgante ala observada
en € grupo tratado con MMF, con reduccion progresivay mas patente en €
mes 12°, que no condicion6 cambio significativo sobre € nivel valle. Sin
embargo, y a diferencia con € grupo Estudio, no se objetivd descenso
significativo dela CrS media. Estadiferenciapudieradeberse a

1) una menor reduccion de la dosis de ciclosporina A en € grupo CyA
(basdl: 3,47 £ 0,619 vs mes 12°: 3,20 £ 0,689 ng/ mL ; tabla 30), aunque no se
pudieran establecer diferencias significativas entre las medias del grupo CyA
vsgrupo MMF (tablas30y 31), y/ o

2) a propio efecto de micofenolato mofetil.

En definitiva, con nuestros resultados no podemos asegurar que un
régimen inmunosupresor en este momento del trasplante renal sea superior a
los otros, s bien € cambio de tendencia de la CrS observado en nuestro
grupo Estudio, que no se debid a evolucion natural, marca la relevancia de
alguna modificacion de laterapia inmunosupresora sobre la funcion rena del

injerto: adiciéon de MMF y/ o reduccion de la dosis de CyA. Los tres
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regimenes son eficaces para preservar la funciéon del injerto, 1o que hace
dificil definir cual es “eél meor protocolo inmunosupresor de manteni-
miento” para nuestros pacientes. En esta situacion cabe sugerir una
respuesta dinamica y cada vez més individudizada: el tratamiento
Inmunosupresor de mantenimiento estarda guiado por los eventos que
sucedan durante la historia natural del trasplante renal, aunque cada vez
resuenan con mayor intensidad las recomendaciones sobre el empleo de

inmunosupresores no nefrotdxicos (Abramowicz et a, 2000).
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3. Recuento linfocitario y su distribucion en sangre
periférica en € trasplante renal estable. Efecto
inmunomodulador del régimen inmunosupresor de
mantenimiento. Diferencias segun caracteristicas basales
del receptor. Funcion renal y recuento de linfocitos NK.

En pocos afios se ha incrementado sustancialmente € ndimero de
Inmunosupresores disponibles en € trasplante rena. Hoy dia, se cuenta con
drogas més potentes y selectivas, y adquiere gran relevancia la manera de
combinarl as racionalmente para reducir efectos adversos dosis-dependiente
y prolongar la supervivencia de los pacientes e injertos. Aunque en €
trasplante renal la monitorizacion inmunolégica ain no ha cosechado
resultados definitivos para consolidarse como una herramienta de uso
generdlizado y eficaz en la prediccion de situaciones de riesgo, y por ende,
en la prescripcion individualizada de la dosis y de las drogas
inmunosupresoras (Burdick et a,1998), resulta una tentadora perspectiva
con la que afrontar los retos que se avecinan derivados de la mayor
potencia bioldgica del nuevo arsena terapéutico.

En € intento por individualizar la terapia supresora del trasplante
renal se han sugerido diversos criterios, inmunolégicos y no
inmunol 6gicos, que posiblemente jueguen un papel a tal efecto (revisado
por Danovitch, 1999; tabla 106). Aunque pueda parecer una utopia, seria
deseable que tales factores, y en particular los inmunolégicos, se pudieran
delimitar y cuantificar con la finalidad de establecer una inmunosupresion
deintensidad y calidad adecuada.
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Tabla 106. Criterios paralaindividualizacion de lainmunosupresion
del trasplante renal. Modificado de Danovitch, 1999.

1. Compatibilidad de los antigenos HLA entre donante versus receptor.
2. Injerto rena de cadaver versus donacion intervivos.

3. Edad, sexo y raza del receptor.

4. Edad del donante.

5. Funcion renal retardada versus inmediata.

6. Primero versus segundo trasplante.

7. Reactividad frente al panel de anticuerpos alta versus baja.

Por nuestra parte, hemos explorado la situacion inmunologica del
trasplantado rena estable a través de la monitorizacion del recuento
linfocitario y su distribucién en sangre periférica con € objetivo de evaluar
los cambios de esta estirpe celular segun la terapia inmunosupresora de
mantenimiento, y en particular los condicionados por MMF. Ademés se
discuten otros factores que posiblemente incidan sobre tales poblaciones
linfocitarias, como son la edad, sexo y serologia del virus de la hepatitis C

del receptor, y menos aparentemente la funcién rena del injerto.

3.1. Evolucion del recuento linfocitario y su distribucion en sangre
periférica segun € régimen inmunosupresor de mantenimiento en

el trasplante renal estable.

Durante la terapia con anticuerpos antilinfocitarios la monitorizacion
de las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica ha contribuido a la

reduccion del riesgo de infeccion vira y rechazo agudo (Masri et al, 1997;
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Flechner et al, 2000). Salvo los anticuerpos antilinfocitarios, ninguna de las
drogas clasicas empleadas en € trasplante rena se ha caracterizada por un
efecto linfopénico agudo y severo. Quiza por €ello la citoinmunomonitoriza-
cion no ha sido €eficaz para valorar e efecto supresor de las drogas. El
efecto antiproliferativo del acido micofendlico sobre la poblacion
linfocitaria, a través de un mecanismo inhibitorio y selectivo de la
biosintesis de novo de las purinas, hace sospechar que e efecto biol6gico
inducido pudiera detectarse en sangre periférica. Lo esperado seria
constatar una reduccion linfocitaria global, sin que de antemano podamos
predecir ni la magnitud ni la poblacién mas deprimida.

El trabajo experimental de Gummert et a (1999) apoya nuestra
hipétesis, y establece ademas la asociacion entre la concentracion de acido
micofendlico en plasma (pardmetro farmacocinético) y la funcién
inmunosupresora del mismo (farmacodinamico), observando no solamente
el efecto antiproliferativo linfocitario en sangre tras estimulacién antigénica
sino ademés una menor expresion en superficie de marcadores de

activacion linfocitaria, como el CD25y CD134.

A continuacion se discuten los resultados de algunos estudios donde
la cuantificacién de las poblaciones linfocitarias en sangre periférica, ya en
trasplantados ya en otros pacientes tratados con MMF, se ha empleado para
intentar evaluar € estado inmunoldgico con la finalidad de predecir,

diagnosticar y/ o tratar situaciones de riesgo.

Alamartine et al (1992) han comunicado en € trasplante renal un
efecto negativo de la terapia azatioprina + prednisona sobre el recuento de
las células NK asi como la escasa influencia gercida por CyA +

prednisona. Los grupos control CyA y AZA de nuestro estudio, que
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guardan cierta similitud con los de este origina, no se diferenciaron de
forma significativa respecto a esta poblacion linfocitaria, aunque S

observamos las medias se puede apreciar dichatendencia (tablas 61 y 62).

Danid et a (1999) buscan predictores inmunologicos de rechazo
agudo, infeccidn y funcion renal estable en trasplantados renales tratados
con esteroides + CyA + azatioprina o MMF. Evallan de manera secuencial
un panel de variables inmunol dgicas sobre 840 muestras procedentes de un
grupo de trasplantados renales en diferentes situaciones clinicas. El
incremento de linfocitos CD4+ (> 44%) y del cociente CD4/ CDS8 (> 1,5)
se asocid con situacion de rechazo agudo inminente, mientras que €l
descenso de linfocitos CD3+ (< 702 /uL), CD4+ (< 463 /uL), CD8+ (< 38
%), CD16+ (< 82 /uL) y CD19+ (< 9 %) pudiera segregar aquellos con
riesgo de infeccidn. Nuestro estudio no fue disefiado para responder a estas
cuestiones, por lo que no disponemos de informacion como para apoyar 0
desmentir tales resultados, aunque sospechamos que no son
suficientemente robustos como para establecer un agoritmo prondstico en
el trasplante. Unicamente apuntamos que en nuestro grupo AZA el cociente
CD4/ CD8 medio fue siempre superior a 1,5 (tabla59) y la funcion renal se
mantuvo estable durante el seguimiento (tabla 38).

Malinowski et al (2000) han evaluado en € trasplante rena € efecto
de los regimenes CyA + AZA y CyA + MMF sobre la expresion de
marcadores linfocitarios de diferenciacion y de activacion en sangre
periférica. Las determinaciones se realizaron a los cinco meses de media
tras el trasplante, encontrandose los pacientes estables. Es dificil establecer

comparaciones entre e presente trabgo y € nuestro, por tratarse de un
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estudio de corte redlizado en una fase mas precoz dd trasplante. Salvando
esta dificultad, sefidlamos algunas homologias y diferencias:

1) en nuestro estudio la terapia con AZA no condiciond recuentos
inferiores de linfocitos CD19+, ni superiores de linfocitos CD3+ vy
CD3+CD8+ respecto alaque asocio MMF, adiferenciade lo que ocurrié en
el presente.

2) en ambos estudios la poblacion de linfocitos CD3+CD4+ no se
diferencio segun laterapia supresora.

3) en este origina se redujo la poblacidn de linfocitos NK durante la
terapia CyA + AZA, no asi durante € tratamiento CyA + MMF. En nuestra
serie no hubo diferencias evolutivas entre grupo AZA vs Estudio respecto a
estapoblacion (tabla 61).

Mathieu et a (2000) estudi6 € efecto de la terapia MMF + CyA +
prednisona sobre los linfocitos CD2+, CD4+ y CD8+ en sangre periférica
en € trasplante cardiaco a 7°, 15° y 30° dia tras la cirugia. Es relevante
sefialar que a mes de seguimiento, al igual que lo sucedido en nuestro
estudio, no detectaron variaciones significativas de tales poblaciones.

Quiza con una observacién mas prolongada se hubiesen observado.

Gaubitz et a (1999) trataron diez pacientes lUpicos con MMF
durante once meses de media. A diferencia de nuestros trasplantados, €l
MMF no condicioné reducciéon significativa del recuento medio de
linfocitos B ni a 3° ni a 6° mes de seguimiento respecto a la determinacion
basal; tampoco redujo los recuentos medios de linfocitos totales, CD3+,
CD3+CD4+ y CD3+CD8+ a mes 6°. Unicamente €l recuento medio de
linfocitos NK se redujo a mes 6° respecto a basal (107 /uL + 76 vs 63 /uL

* 27; p< 0,05). Seiflalamos que & recuento linfocitario absoluto medio fue
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muy inferior a de nuestra muestra (basal 576 /uL + 605; mes 3° 571 + 335;
mes 6° 537 + 377), asi como €l resto de las subpoblaciones. Posiblemente
ello fue debid a tratamiento previo con ciclofosfamida, antipalldicos o
esteroides, o bien a la propia enfermedad |Upica. En este estudio piloto se
dga entrever @ valor de MMF sobre esta enfermedad, que cursd con
mejoria significativa de la puntuacion de actividad lUpica, y ligero descenso
de la CrS en los cuatro pacientes con nefropatia, aln sin provocar

reduccion linfocitaria relevante.

A tenor de nuestros resultados podemos asegurar que la terapia
iInmunosupresora de mantenimiento que asocia MMF en trasplantados
renales modula el recuento linfocitario total y de las subpoblaciones en
sangre periférica. En e grupo tratado con MMF hubo una reduccién
linfocitaria general, méas precoz e intensa sobre e recuento de linfocitos
CD19+, menos acusada sobre los linfocitos T CD4+, e incremento del
cociente CD4/ CD8. Con € concurso de los grupos control (donde no hubo
variacion significativa de dichas subpoblaciones linfocitarias durante los doce
meses de seguimiento) queda de manifiesto de forma razonable que el
responsable de tales cambios ha sido € propio MMF, y no la posible
evolucion inmunologica natural del trasplante. A diferencia de la deplecion
aguda e intensa que producen los anticuerpos antilinfocitarios sobre los
linfocitos en sangre periférica, con esta droga € descenso comenzd a
detectarse a partir de los meses 3° y 62 (linfocitos CD19+ y resto de las
poblaciones, respectivamente), por 1o que se pudiera sugerir un efecto
biologico acumulativo. No podemos precisar s con las dosis de MMF
empleadas hemos alcanzado € “techo de reduccién linfocitaria’” sobre cada

una de las poblaciones, ni s es posible establecer y/ o predecir, siempre 'y
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cuando no concurran otras circunstancias, la modulacion linfocitaria que
provoca una determinada dosis en el transcurso de |os afios.

La teragpia de mantenimiento prednisona + CyA evoluciona con
recuentos de linfocitos totales y CD3+ superiores y cocientes CD4/ CD8
inferiores respecto a la terapia que asocia azatioprina (esto ultimo ya
descrito por Kerman et al, 1983); los recuentos de linfocitos CD8+ en €
grupo CyA se disponen con unatendencia por encima de |os observados en
el grupo AZA. La asociacion de MMF junto a prednisonay CyA, respecto
a las poblaciones comentadas, condiciona una tendencia aproximativa
desde valores semejantes a grupo CyA hasta valores cercanos a grupo
AZA.

L os tres regimenes de mantenimiento no se han diferenciado a través
del recuento de células CD3+CD4+, CD19+ y CD16+CD3- durante €l
seguimiento. Ello insinda cierta similitud en la modulacion de estas
poblaciones por & efecto supresor de las drogas y dosis empleadas, sl bien
no podemos descartar que tal ausencia de contraste se haya debido a un

periodo de observacion o tamafio muestral insuficientes.

Finalmente, ante € empleo de combinaciones de inmunosupresores
cada vez mas potentes y selectivos, y la necesidad de reducir situaciones de
riesgo para el paciente y el injerto rena quiza sea precisa una evaluacion y
dosificacion de las drogas cada vez mas individualizada, donde e estado
inmunol6gico del receptor adquiera mayor protagonismo. En este sentido,
el desarrollo de la inmunomonitorizacion del trasplante rena, que toma
gran consistencia en algunos aspectos del trasplante, puede que en € futuro
juegue un papel relevante. Ello evitara no solo los problemas agudos
derivados del defecto o exceso de supresion, sino también aguellos mas

tardios, como la nefropatia crénica del injerto y la patologia neoplasica.
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Junto a estas medidas son precisos estudios de seguimiento prolongados
capaces de definir la seguridad de cada uno de los protocolos
Inmunosupresores de mantenimiento a largo plazo. Todas estas medidas
son € preludio que nos ayudara a comprender y adoptar actuaciones con

los pacientes cada vez mas preventivas.

3.2. Diferencias del recuento linfocitario y su distribucion en
sangre periférica segun edad y sexo del receptor en € trasplante
renal estable.

Son multiples los trabgjos donde se han investigado las diferencias
Inmunol 6gicas asociadas a edad y sexo en sujetos sanos (Giglio et al, 1994;
Karanfilov et a, 1999; Bruunsgaard et al, 1999). En este sentido las
poblaciones linfocitarias en sangre periférica se han evaluado con e
proposito de definir rangos de normalidad (Kotylo et al, 1991; Reichert et
a, 1991; Hannet et a, 1992). Algunos de estos estudios se han planteado
con €l objetivo de conseguir un mejor abordaje de situaciones patol 6gicas,
como linfomas malignosy SIDA (Hoffkes et al, 1996; Kam et al, 1996).

Debido a que la edad y sexo, ademés del condicionante
inmunologico existente en nuestra muestra asociado a la terapia
inmunosupresora, pudieran tener algun efecto sobre las poblaciones
linfocitarias en sangre periférica, tuvimos la precaucion de examinar esta
cuestion en sujetos sanos. Sin embargo, esta aproximacion sigue siendo un

escollo por cuanto que los trabgjos analizados son contradictorios: unos
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observan diferencias linfocitarias mientras que otros no las detectan (Loken
et a, 1990; Parker et a, 1990). A continuacion se discuten algunos de €l os.

Fietta et a (1994) investigaron la influencia de la edad sobre
diversos parametros del sistema inmunoldgico en 146 voluntarios sanos (60
varones, 86 mujeres) estratificados en tres grupos de edad semejantes
respecto al sexo: 25-45 (n= 53), 46-65 (n= 41) y 66-100 afos (n= 51). La
edad no establecio diferencias respecto a recuento leucocitario, linfocitario
ni de las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica medidas por
citometria de flujo. Los resultados de Roman et a (1995) tampoco
marcaron diferencias de | as poblaciones linfocitarias en sangre periférica al

considerar cien donantes sanos (51 varones, 49 mujeres).

Por e contrario, en e estudio de Reichert et a (1991) si hubo
disparidades. Redlizado con lafinalidad de establecer rangos de normalidad
de las subpaoblaciones linfocitarias en sangre periférica por citometria de
flujo en adultos sanos (n= 271, edad entre 18-70 aios), observaron que las
proporciones de linfocitos CD3+, CD4+ y células NK fueron distintas
atendiendo a edad y sexo. En € grupo de varones, la proporciéon de
linfocitos CD3+ y CD4+ resulto inferior respecto al grupo de mujeres
(diferencias medias del 2,6 % y 3,5 %, respectivamente; en ambos p<
0,01), mientras que la proporcion de células NK fue superior en varones
(diferencia media del 1,7 %; p< 0,01). Asi mismo, el cociente CD4/ CD8
fue ligeramente inferior en varones respecto a grupo femenino (diferencia
media de 0,17). Por otra parte, hubo un incremento de las proporciones de
linfocitos NK y CD4+ con la edad (1,1 % por década). Finalmente, las
diferencias segun edad y sexo de las proporciones de linfocitos CD19+ y

CD8+ no fueron significativas.
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El estudio de Kam et al (1996) realizado sobre 208 adultos sanos (78
varones, 130 mujeres, edad media 32 afos, rango de edad 18-71 afios)
observé diferencias significativas segun sexo y edad respecto a recuento
absoluto y proporcion de linfocitos T CD4+: superior en mujeres, e

incremento de los mismos con la edad (42 células/uL [1,6 %] por década).

Bryant et a (1996) analizaron las poblaciones linfocitarias en 565
muestras de sangre procedentes de donantes, clasificadas segin sexo y
grupos de edad (18-30, 31-50, y > 51 afos). En ambos sexos la proporcion
de linfocitos CD3+CD4+ se increment6 con la edad (0,14 % por afio, IC 95
%= 0,99-1,99), mientras que la proporcién y recuento absoluto de linfocitos
CD3+CD8+ tendieron a descender. Ello condicion6 un aumento del
cociente CD4/ CD8 en funcion de la edad. Las diferencias por sexo
Unicamente se manifestaron en € recuento absoluto y proporcion de

linfocitos CD16+CD3-, que fueron superiores en €l grupo masculino.

Del andlisis de nuestra cohorte de trasplantados segiin edad y sexo
del receptor pudimos establecer ciertas variaciones significativas de la
distribucion linfocitaria en sangre periférica. Los trasplantados de mayor
edad tendieron a evolucionar con recuentos de linfocitos B y linfocitos T
CD4+ inferiores respecto a agquellos de menor edad (tablas 79 y 83),
mientras que el recuento de linfocitos NK tendié a comportarse de manera
inversa (tabla 87). Por otra parte, en la comparacion estratificada por sexo
observamos que € grupo femenino cursd con recuentos medios de
linfocitos T CD8+ inferiores a grupo masculino (tabla 92). Como
consecuencia de este resultado € cociente CD4/ CD8 fue superior (tabla
93).
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La asociacion inversa observada entre edad del receptor y dosis diaria
de CyA (tablas 77 y 78), y que no se establecio entre edad y nivel vale, pone
de manifiesto que los trasplantados de mayor edad recibieron dosis de CyA
inferiores respecto a los mas jévenes, sin que ello repercutiera sobre € nivel
valle. No sospechamos que esta circunstanciainfluyera sobre las asociaciones
previamente comentadas, edad del receptor vs poblaciones linfocitarias en
sangre periférica, s bien tampoco lo podemos descartar. Este hallazgo
pudiera deberse a variaciones en la biodisponibilidad y/ o depuracion de la
droga en sujetos segun edad (Schroeder, 1995).

Con estos resultados nos resulta dificil delimitar con claridad la
contribucion de cada uno de los factores, edad, sexo e inmunosupresion,
sobre tal variacion de la distribucidon linfocitaria. El andisis de las
poblaciones linfocitarias en sangre periférica en individuos sanos segin
edad y sexo, hubiera servido para discernir esta cuestion por cuanto que
obvia € condicionante que inflige la inmunosupresion subyacente del
trasplante, si no fuera por la controversia que sobreanade. A pesar de tal
escollo, quizad sea relevante sefidar la coincidente asociacion positiva
observada entre edad y recuento-proporcion de linfocitos T CD4+ en
sangre periférica de sujetos sanos (Bryant et a, 1996; Kam et al, 1996;
Parker et a, 1990; Reichert et a, 1991; Schwab R et d, 1983). En nuestra
cohorte esta asociacion resulto inversa, por o que sospechamos que la
inmunosupresion debié de jugar un papel relevante. Por otra parte,
observamos asociacion positiva entre edad del trasplantado vs recuento de
linfocitos NK, coincidiendo con los trabgjos de Ligthart et al (1985) vy
Reichert et a (1991) en sujetos sanos. Esto Ultimo podria sugerir un
predominio del efecto “edad” sobre e efecto “inmunosupresion” respecto a

la evolucién de este recuento en el trasplante renal.
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Si tenemos en cuenta la fuerte impresion clinica, apoyada por datos de
la observacion clinica y modeos animales, sobre la tendencia de los
trasplantados jovenes a mostrar mayor aorreactividad que aguellos mayores
de 60 afios (Ettenber, 1996), apoyandose en nuestros resultados se podria
plantear la hipétesis de s este patron linfocitario edad-dependiente en el
trasplante renal estable pudiera reflgar, ademas de una respuesta
inmunolégica diferente a la inmunosupresion, un perfil de diferente
alorreactividad. A pesar de la mayor inmunosupresion recomendada en
receptores pedidricos, que ha incluido induccion con anticuerpos
antilinfocitarios, esta aproximacion para individualizar la inmunosupresion

segun edad no ha sido probada de forma rigurosa.

En resumen, hemos descubierto asociacion entre edad y sexo del
receptor del trasplante renal vs poblaciones linfocitarias en sangre
periférica, sugiriendo que la edad modula € recuento de linfocitos T CD4+,
B y NK, y € sexo lo hace respecto a recuento de linfocitos T CD8+. No
hemos encontrado estudios en € trasplante renal donde se describan tales
asociaciones, por 1o gue estos resultados tendran que validarse en futuros

trabajos.
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3.3. Evolucion del recuento linfocitario y su distribucion en sangre
periférica segun la serologia del virus de la hepatitis C en el

trasplante renal.

Moraes et a (1996) han informado una menor incidencia de rechazo
agudo en trasplantados renales virus C positivo (28 vs 40 %, p= 0,025),
mientras que la incidencia de infecciones graves ha sido superior en estos
paci entes comparados con seronegativos (17,4 vs 8,8 %, p< 0,05). Tratando
de explicar estos hechos, sugieren la existencia de una inmunodeficiencia
en los sujetos seropositivos que se caracteriza por una reduccion
significativade linfocitos T CD4+ circulantes que produce una disminucion

de larespuesta proliferativaalectinasin vitro (Corell et a, 1996).

El estudio transversa de Chan et a (1999) viene a dar cierta luz sobre
aspectos patogénicos de la hepatitis por virus C asociados a un sistema
inmunol 6gico aterado. Evauaron en cuatro grupos de sujetos (n= 18 en cada
grupo) las poblaciones linfocitarias en sangre periféica: trasplantados renaes
virus C positivos (TrC+) y negativos (TrC-), pacientes virus C positivos
postransfusionales (TfC+) y adultos sanos. La hepatopatia cronica fue
definida por la eevacion recurrente o persistente de las enzimas hepéticas
durante mas de seis meses, y confirmada en biopsia hepética. Han observado
asociacion entre recuentos reducidos de linfocitos CD16+CD3- en sangre
periférica y escasa enfermedad hepéatica en individuos TrC+, asi como con
hepatopatia crénica en individuos TfC+. Estos resultados sugieren que en la
hepatopatia por virus C la poblacion de linfocitos NK debe jugar un papel

relevante en la regulacion que media la lesidn hepética, y que posiblemente
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los mecanismos patogénicos en  sujetos  inmunosuprimidos vs  no

inmunosuprimidos sean diferentes.

En nuestra cohorte de trasplantados seropositivos para € virus C no
hemos podido precisar e tiempo de evolucion de la infeccion, que
probablemente fue adquirida en e periodo diditico. Interesa resefiar que
durante & seguimiento no detectamos oscilaciones significativas de
transaminasas (tabla 68), las cuales no se diferenciaron de aguellas del grupo
seronegativo (tablas 73 a 76). Posiblemente nuestra muestra se encuadre en €l
patron sugerido por Moraes (1995) con biologia hepatica normal y pocas
implicaciones clinicas. Por otra parte, la serologia del virus C establecié
diferencias respecto a recuento medio de linfocitos NK que fue inferior en €
grupo seropositivo (tabla 99). Ta diferencia no estuvo condicionada por
diferentes niveles vale de CyA, dosis de inmunosupresores o funcién renal.
Este hallazgo se encuentra en consonancia con los resultados de Chan et a
(1999): bgos recuentos de linfocitos NK circulantes asociados a escasa
enfermedad hepética en trasplantados renales virus C positivos.

No nos encontramos en posicion firme para justificar esta observacion,
S bien pudiera obedecer a un mecanismo de persistencia viral con escaso
efecto citopatico (a tenor de la evolucion clinica y de las transaminasas).
Tampoco podemos descartar que la edad del receptor, que fue superior en los
trasplantados seronegativos (tablas 94 y 95; toda la muestra: 48,2 + 12,00 vs
41,9 + 11,07 afos;, p= 0,049), y que se asocié de forma positiva con €
recuento de linfocitos NK (tabla 87), jugase agun papd en este resultado.
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3.4. Funcion renal del injerto y recuento de linfocitos CD3-

CD16+ en sangre periférica: ¢una asociacion espuria?

En la practica asstencia, la monitorizacion de la CrS y su
aclaramiento, expresion de filtrado glomerular, se emplean como indicadores
de lafuncidn dd injerto, sin perder de vista que la informacién gue brindan
No es Mas que un aspecto de las multiples funciones que desempefia ante la
dificultad de explorar todas dlas. La injuria del injerto renal expresada a
traves de la elevacion de la CrS, con frecuencia no es mas que una situacion
tardia, més 0 menos reversible, que reflga Unicamente la lesion del 6rgano
diana tras la actuacion de multiples factores inmunologicos y no
inmunoldgicos, y cuya contribucion en ocasiones es dificil de ponderar
(Matas et a, 2000). Durante la historia natural del trasplante renal € sistema
inmunol égico sufre una activacion antigénica contra e injerto modulada “ala
baja’ por la inmunosupresion farmacologica. De este balance surgird una
respuestainmunol 6gicalesiva de dta o bagjaintensidad sobre € injerto, o bien
una respuesta de tolerancia. Queda patente que seria de gran valor contar con
parametros de origen inmunoldgico que pudieran diferenciar precozmente el
estado de inmunotolerancia del injerto de aquel que cursa con alorreactividad,

yaseadtao bga

De la misma forma que est4 bien definida la asociacion entre la
deplecidn linfocitaria aguda en sangre periférica con € descenso de CrS
durante la terapia con anticuerpos antilinfocitarios (Grandtnerova et al, 1997;
Masri et a, 1997), pudiera existir algin marcador inmunol dgico cuantificable
en sangre periférica asociado a peor y mejor funcion rena en trasplantados

renales considerados estables. Hoy por hoy, resulta imposible realizar una
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estimacion precisa del comportamiento futuro del sistema inmunol gico
respecto a la evolucion de cada trasplante renal, s bien son sugerentes los
estudios en curso de Ishida et d, en los que evalla d antigeno CD15S,
marcador de activacion linfocitaria en sangre periférica, como indicador en €
diagnostico de rechazo agudo, & cua pudiera ser mas sensible que la

eevacion delaCrS.

En nuestra cohorte de trasplantados renales ha sido un halazgo la
asociacion observada entre CrS y recuento de linfocitos CD16+CD3- en
sangre periférica, con mejor gjuste del modelo cuadratico que el lineal
(tabla 105). Tales resultados pudieran sugerir la existencia de un rango
central de linfocitos NK en sangre periférica asociado a valores de CrS
inferiores: en definitiva, la funcién renal del injerto condicionada por €
recuento de células NK. La desconfianza para dar crédito a esta hipétesis
nace de la complgjidad con la que los distintos factores etiopatogéni cos que
median la lesion del injerto renal, inmunolégicos y no inmunolgicos,
agudos y cronicos, condicionan finamente la funcion renal del mismo, es
decir, el valor de la CrS. Nos resulta excesivo conferir a un elemento
inmunologico aislado, como e recuento de linfocitos NK en sangre
periférica, la capacidad de pronosticar e comportamiento de la funcion
rena del injerto, cuando ademés esta variable puede estar influenciada por
otras circunstancias, como rechazo agudo, infecciéon citomegélica o virus
C.

Por otra parte, no podemos olvidar que la intensidad de la terapia
supresora administrada a cada grupo de trasplantados se instauré segun la
funcion renal previa, el antecedente de rechazo agudo y/ o la sospecha de
disfuncion cronica del injerto. Por ello, cabria esperar que aguellos sujetos

con funcién rena deteriorada, y que por tanto recibieron una tercera droga
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supresora (azatioprina o micofenolato mofetil), cursaran con recuentos
reducidos de linfocitos NK en sangre periférica respecto a grupo CyA.
Esta hipotesis, aunque plausible, no la hemos podido verificar en nuestra
serie, donde las diferencias del recuento de linfocitos NK entre grupos no
fueron significativas (tablas 61 y 62).

Hoy dia, esta suficientemente probado que ademas de la funcion
citotoxica clasica, las células NK participan en otras funciones reguladores
y de reconocimiento celular através de moléculas HLA de clase | (Willians
et al, 1998). La actividad citotoxica NK-dependiente estaria desencadenada
via receptores estimuladores frente a células con baja o nula expresion de
moléculas HLA de clase | “propias’, mientras que & reconocimiento de
tales moléculas por receptores especificos NK de tipo inhibitorio (KIRs:
p58, p70, p140,...) conduciria una sefial negativa, con bloqueo de la lisis
celular (Ljunggren et al, 1990; “missing self hypotesis’). Por otra parte,
numerosos autores se han preocupado de “redimir” alas células NK de esta
funcion “asesind’, demostrando que se trata de linfocitos capaces de
modular la respuesta inmunoldgica (prevencién de fendmenos de
autoinmunidad, supresion o activacion de la respuesta celular y humoral),
ya sea a través de receptores de superficie, ya a través del perfil de
citoquinas sintetizado (Horwitz et al, 1997; Peritt et a, 1998). Una funcién
adicional mediada por células NK pudiera ser la de inhibir lainteraccion de
antigenos celulares con linfocitos T o células presentadoras de antigenos.
Esta funcion iria en consonancia con la observacion de abundantes células
NK en el trofoblasto placentario (King et al, 1997): de alguna manera la
célula NK impediria la lesién del tejido fetal, que es deficiente en

moléculas HLA habituales de clase |, quiza a través de la interaccion entre
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receptores inhibidores NK con moléculas HLA-G expresadas en € tejido
fetal (Reyburn et al, 1997).

Respecto a la adorreactividad NK-dependiente no esta
suficientemente claro € papel que juegan los receptores especificos de
moléculas de clase |, estimuladores e inhibitorios, y su co-expresion. Quiza
la proliferacion de células NK alorreactivas sea promovida por receptores
estimuladores especificos para moléculas no-HLA o moléculas alogénicas
HLA declase |, sin & concurso de receptores inhibidores (Colonna, 1997).
Por otra parte, las células NK han sido implicadas clasicamente con la
respuesta linfocitaria Thl, resultado de la expresion de IFN-y (Handa et al,
1983), s hien existen datos que sugieren la capacidad para polarizar €
sistema inmunoldgico hacia una respuesta Th2, con produccion IL-10 y
TGF-B (Mehrotra et al, 1998).

A tenor de lo expuesto, queda de manifiesto la complgidad y
desconocimiento sobre la funcion y regulaciéon que las células NK gercen
sobre € sistema inmunoldgico. Resulta excesivo conferir a esta
subpoblacién linfocitaria tanto propiedades protectoras como lesivas per sé
sobre € aloinjerto rena. Las primeras estarian en consonancia con datos
experimentales in vivo sobre la modulacion del rechazo aogénico de
médula ésea tras la actuacién sobre receptores inhibitorios de células NK
(Guthmann, 1995).

No cabe duda que € recuento en sangre periférica es una
aproximacion grosera e incapaz de establecer e baance funciona de la
respuesta inmunol6gica predominante NK-dependiente, inhibitoria versus
estimulada de citotoxicidad sobre € injerto renal, por lo que consideramos
demasiado atrevida la hipotesis sobre la existencia de una rango central
donde predomine una respuesta inmunotolerante del aloinjerto. Por otra

parte, no hemos observado diferentes recuentos de linfocitos NK en sangre
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periférica atendiendo a la intensidad de |la terapia supresora. Debido a que
no disponemos de argumentos verosimiles que justifiquen la asociacion
observada entre el recuento de linfocitos NK y CrS, nos planteamos que
ésta haya sido espuria. A pesar de €lo, esta asociacion, hoy incierta entre
funcion renal y estado inmunolégico del trasplantado rena, es senda de
estudios en curso, y quiza en € futuro se puedan establecer algoritmos

pronésticos y de diagnéstico precoz de ladisfuncion del trasplante rendl.
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4. Funcidn renal del injerto segun edad del donante, sexo y
peso del receptor.

L os resultados a largo plazo del trasplante rena vienen determinados
por multiples factores. Cada vez toman mayor protagonismo los llamados
“factores no inmunol 6gicos’, donde se incluyen aspectos del donante y del
receptor (sexo, edad, peso, talla, causa de éxitus) asi como circunstancias
peri-implante, como los tiempos de isquemiafriay templada.

Brenner et a (1992) han demostrado que los injertos procedentes de
donantes muy jévenes, muy mayores y aguellos de mujeres sobreviven
menos respecto a aquellos que proceden de donantes entre 15-55 afios y
varones, con una diferencia de supervivencia a tres anos entre el 5-20 %.
La menor supervivencia de los injertos procedentes de donantes afosos
puede reflgjar una reduccion edad-dependiente de la masa nefronal (Rao et
al, 1990).

También, la supervivencia a largo plazo se ha visto reducida en
receptores con sobrepeso (Terasaki et al, 1994). En este caso, la peor
funcion renal del injerto, y por ende la menor supervivencia, se debe en
parte a desgjuste entre € tamafio del injerto y las demandas metabdlicas
del receptor (Mackenzie et al, 1996). Los rifiones de individuos normales
exhiben una considerable variacion en cuanto a peso, volumen cortical y
nimero de nefronas dependiendo del sexo, peso corporal y edad. Los
varones suelen tener riflones mas grandes que las mujeres del mismo peso y
aproximadamente un 20% més de nefronas. Es una evidencia que injertos
renales procedentes de mujer trasplantados a receptores varones
evolucionan con funcion renal peor que la observada entre donantes
varones y receptores femeninas (Terasaki et al, 1994; Chertow et al, 1995;
Vereerstragten et al, 1999). Aungue el peso del injerto renal quiza sea la
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mejor aproximacion para estimar la masa nefronal, hoy por hoy todavia no
se ha convertido en una préctica rutinaria antes del trasplante. En algunos
centros se emplea el indice “peso dd injerto renal / peso corpora del
receptor”: datos recogidos durante mas de diez afos sugieren que la
supervivencia de injertos a 3 afos con un indice superior a 3,5 g/ Kg fue
superior a 70%, mientras que aquellos injertos con un indice menor de 2
gr/ Kg sobrevivieron menos del 50 % (Roth et a, 1994). Resultados
predictivos de supervivencia del injerto semegantes se han observado a
considerar € indice “peso del injerto / superficie corporal del receptor”
(Kupin et al, 1993). Estos hallazgos apoyan la hipdtesis de que € indice
“peso del injerto renal / peso corpora del receptor”, en definitiva nUmero
de nefronas disponibles por unidad de masa corporal del receptor, puede
ser un factor independiente que influye sobre la supervivencia del
trasplante renal a largo plazo, e incita a tener presenta tal concepto al
considerar en el emparejamiento injerto-receptor.

Del andlisis de la base de datos europea (Persijn et a, 1999), que
evalud factores no inmunologicos del donante y receptor en 15.828
trasplantes rena es de cadaver realizados entre 1990/95, se desprende que la
influencia que pudiera jugar € guste por sexo sobre la supervivencia del
injerto qued6 amortiguada (p= 0,08), si bien se detectaron indicios de
peores resultados cuando €l trasplante se realizaba entre donante femenino
y receptor masculino. El gjuste por peso donante/ receptor no condiciond
supervivencias del injerto diferentes. El tiempo de isquemia fria inferior a
18 horas se asocié a mayor supervivencia del injerto a 5 afos. El
empargiamiento por edad no fue un requisito para lograr &ptimos
resultados, si bien los rangos de edad del donante comprendidos entre 16 y
54 afnos consiguieron las mejores supervivencias del injerto (del 86y 71 %

en e primer y quinto afo, respectivamente) en todos |os rangos de edad del
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receptor, seguidos por los donantes entre 0 y 15 afios (supervivencias del
82y 71 % a 1° y 5° afio, respectivamente). Por e contrario, la
supervivencia del injerto méas bagja se observé en donantes mayores de 65
anos (72 y 41 % al 1° y 5° afio, respectivamente). La baja supervivencia a
un afo de los trasplantes entre donante y receptor pediétrico (menor de 6

anos) fue atribuida a complicaciones técnicas.

El estudio de Roodnat et a (1999), que analizd 509 trasplantes
renales realizados entre 1983/97, marca nuevamente el efecto de la edad del
donante como predictor de supervivencia del injerto, y observan que la
influencia de la edad del donante sobre € riesgo relativo parala pérdida del
injerto no es lineal sino que se gjusta mgjor a una curva cuadrética, con

minimo alos 30 afios de edad (figura 34).

Figura 34. Influencia de la edad del donante y periodo de trasplante sobre
el riesgo relativo de fracaso del injerto renal. Roodnat et al (1999).
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En nuestra serie hemos evaluado la asociacion entre la edad del
donante, sexo y peso del receptor (factores no inmunoldgicos) vs CrS.

Aungue los trabajos comentados no son comparables a nuestro, si dgan
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entrever, en consonancia con nuestros resultados, la peor evolucion de los
injertos procedentes de donantes de mayor edad (tabla 101), estableciendo
punto de corte en 30 afios (tabla 102). A diferencia de Roodnat et al (1999),
en nuestro trabajo e guste linea resultd semgante a cuadrético
posiblemente debido a la ausencia de injertos procedentes de donantes
menores de 6 afos. Nuestro grupo de mujeres cursd con un peso medio
inferior a de los hombres (tabla 91), lo que en parte pudo condicionar
valores de CrS media inferiores respecto a grupo masculino (tabla 90).
Decimos en parte porque a considerar a toda la muestra no hemos
observado asociacion entre las variables peso del receptor vs CrS, y no
descartamos que pudieran participar otras variables no analizadas, como €l
efecto asociado a “peso del injerto-sexo del donante”, que expresa masa

nefronal del injerto, y en definitiva funcién renal del mismo.

236



Conclusiones

VI. CONCLUSIONES

La reflexion detenida sobre los resultados que hemos obtenido en
nuestro estudio, realizado durante doce meses en sesenta y cinco
trasplantados renales clasificados en tres grupos segun el régimen
Inmunosupresor de mantenimiento, asi como sobre la discusion efectuada,

permiten a nuestro juicio formular las siguientes conclusiones:

1. El tratamiento con MMF no condiciona a corto-medio plazo una
elevada frecuencia de efectos adversos graves, por 1o que se
puede considerar una droga relativamente segura en € trasplante

rendl.

2. La funcién rena del trasplante experimenta una evolucion

favorable tras laintroduccion de MMF junto a CyA y prednisona.

3. Laincorporacion de MMF a la terapia clasica de mantenimiento
prednisona + CyA gerce un efecto modulador sobre € recuento
linfocitario absoluto y |as subpoblaciones en sangre periférica que
se traduce en reduccion progresiva de todas las poblaciones, con
efecto mas precoz e intenso sobre la poblacion de linfocitos
CD19+, y menos acusado sobre la de linfocitos CD3+CD4+.

4. La terapia de mantenimiento prednisona + CyA cursa con

recuentos linfocitarios absolutos y CD3+ superiores, y cocientes
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CD4/ CD8 inferiores respecto a la que ademas asocia azatioprina.
La adicion de MMF a prednisona + CyA, respecto a las
poblaciones comentadas, comporta un cambio desde valores
semejantes a los observados en e grupo tratado con prednisona +
CyA hasta otros cercanos a que ademés asocia azatioprina. Por
otra parte, los tres regimenes modulan de forma parecida los
recuentos de linfocitos CD3+CD4+, CD19+ y CD16+CD3-.

5. No hemos podido definir una utilidad clinica de la monitorizacion

de las poblaciones linfocitarias en sangre periférica en €
trasplantado renal tratado con MMF.
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