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Introduccion

1. Enfermedad renal conica

La enfermedad renal cronica (ERC) es un término que engloba multiples
patologias que se caracterizan por un deterioro irreversible de la funcion
renal. En la publicacion de las guias K/DOQI (Kidney Disease Outcome
Quality Initiative) por parte de la National Kidney Foundation en el afio 2002,
se propuso por primera vez una clasificacion basada en estadios de
severidad definidos por el filtrado glomerular.(1) Desde entonces, multiples
guias clinicas(2,3) han confirmado la definicion de ERC como la presencia,

durante al menos tres meses, de alguna de las siguientes situaciones:
« Filtrado glomerular (FG) inferior a 60 ml/min/1,73 m?

* Lesion renal: presencia de anormalidades estructurales o funcionales
del rifidn, que puedan provocar potencialmente un descenso del FG, con

implicaciones para la salud.

El FG, a pesar de sus limitaciones, es aceptado como el mejor parametro
para evaluar de la funcion renal, y su disminucién se correlaciona con el
aumento de la mortalidad por causa cardiovascular y general. Esto, queda
reflejado en un amplio metanalisis del afio 2013 que evalud la relacion de
mortalidad con el filtrado glomerular y la albuminuria en mas de 2 millones
de participantes, de 46 cohortes de Europa, América, Asia y Australia.
Ambos sexos presentaron un mayor riesgo de mortalidad por todas las
causas y mortalidad cardiovascular, a medida que desciende el filtrado y se
incrementa la albuminuria (Figura 1).(4) Es por ello que la ERC constituye
un marcador de mal prondéstico en cualquier contexto clinico y se asocia a

peores resultados en multiples scores prondsticos.(2,4—7)

1.1 Clasificacion de la ERC

El consorcio KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) publicé
en 2013 una guia internacional sobre ERC donde clasifica a la ERC

teniendo en cuenta el grado de disminucion del filtrado glomerular y la
9|Pagina



Introduccién

presencia creciente de albuminuria (Figura 2). Este sistema permite la
clasificacién pronostica del paciente con ERC en riesgo moderado, alto o muy alto
de presentar cinco eventos negativos (mortalidad global, mortalidad
cardiovascular, fracaso renal tratado con didlisis o trasplante, fracaso renal agudo

y progresion de la enfermedad renal), con respecto al riesgo de referencia de

sujetos sin criterios analiticos de ERC.(2)

Figura 1. Mortalidad por filtrado glomerular estimado (eFGR)

Hazard ratios por sexo

wsss Hombres (IC 95%)
ss= Mujeres (IC 95%)
& Valor de referencia (eGFR 95 ml/min/1.73m2

Hazard ratio ajustado

15 30 45 60 75 90 105 120
eGFR (mL/min/1.73m?)

* Modificiado: Nitsch D, et al. Associations of estimated glomerular filtration rate and
albuminuria with mortality and renal failure by sex. A meta-analysis. BMJ. 2013; 346(7895):1-
14. doi:10.1136/bmj.f324.

Figura 2. Categorias de ERC segun KDIGO 2012

Albuminuria

KDIGO 2012 Categorias, descripcion y rangos

A1l A2 A3
Normal a Moderadamente Gravemente
ligeramente elevada elevada
Filtrado glomerular elevada
Categorias, descripcion y rangos (ml/min/1,73 m?)
< 30 mg/g? 30-300 mg/g® > 300 mg/g®

G1 Normal o elevado >90
G2 Ligeramente disminuido 60-89
G3a Ligera a moderadamente disminuido 45-59
G3b Moderada a gravemente disminuido 30-44
G4 Gravemente disminuido 15-29
G5 Fallo renal <15

* Gorostidi M, Santamaria R, Alcazar R, et al. Documento de la sociedad espafiola de
nefrologia sobre las guias KDIGO para la evaluacion y el tratamiento de la enfermedad
renal crénica. Nefrologia. 2014;34(3):302-316.
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1.2 Epidemiologia e impacto de la ERC en el sistema sanitario

Aunque la causas de ERC son mudltiples, y en ocasiones concomitantes en
un mismo paciente, los registros confirman a la diabetes y la hipertension
arterial (HTA) como las causas mas relevantes.(8-11)

En el reporte de 2019 del registro de Estados Unidos de Norteamérica, la
diabetes representa la causa principal en el 30-50% de todos los pacientes
con ERC, mientras que en Europa el registro anual ERA-EDTA 2017 reporta
a la diabetes y la HTA como las causa de ERC en el 37% de los pacientes
incidentes en terapia renal sustitutiva (TRS). Se espera que para el afo
2030 la prevalencia de diabetes aumente en un 69% en los paises de
ingresos altos y en un 20% en los paises de ingresos bajos y medios, asi
como un aumento global del 60% de la prevalencia de hipertension para
2025.(8) Todo lo comentado, en conjunto con el envejecimiento poblacional,
hace esperar una incidencia y prevalencia creciente de la ERC. Esto, se
confirma en los datos recientes de registros europeos, norteamericanos,
espafioles y catalanes. (10,12,13) En Espafa la prevalencia en 2017 era de
1191 por millén de habitantes (pmh) y mostro un crecimiento hasta 1322
pmh en datos del Registro Espafiol de Enfermos Renales 2018. El
crecimiento se ve especialmente en el segmento de pacientes mayores de
65 afios. (10,12) La ERC constituye un problema sanitario importante con
un coste econodmico elevado. En 2017 en Espafia aproximadamente 4
millones de personas padecian ERC. De ellas, unas 50.000 estaban en
tratamiento renal sustitutivo, la mitad en dialisis y el resto con un trasplante
renal funcionante.(12) Estos pacientes, en una gran parte, son
pluripatolégicos y complejos de manejar para el sistema sanitario. Se estima
que la TRS consume en Esparfa entre el 2,5% y 3% del presupuesto del
Sistema Nacional de Salud.(14,15) En EEUU, los datos del reporte 2019 del
US Renal Data System confirman un aumento del gasto entre los periodos
2016-2017 del 1,3% para hemodialisis (HD), del 3% para dialisis peritoneal
(DP), y un 3,8% en el TR (Figura 3).(8)
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Figura 3: Gastos totales en billones de délares por afio, segun las distintas

modalidades de terapia renal sustitutiva, en Estados Unidos de Norteamérica
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* Adaptado de: Saran R, Robinson B, Abbott KC, et al. US Renal Data System 2019 Annual Data

Report: Epidemiology of Kidney Disease in the United States. Am J Kidney Dis.
2020;75(1):A6-A7. doi:10.1053/j.ajkd.2019.09.003

Respecto a la modalidad de TRS en Espafa, en 2018 el 54,7% de los
pacientes estaban trasplantados, la HD representaba el 40,3% y la DP se
mantenia alrededor del 5 % (Figura 4).(10)

Figura 4: Prevalencia de la modalidad de terapia renal sustitutiva en Espafia

60% -

54,7%
sisr  su8%  525% s24n S38E U

0,8% 0,9% ]
o | 450% 493E Za_anor O 4908 20 e g t—e—
T O — s & e, @
®
.-——.-_-.-_-_.—.-—.
a0 45,87 462% 471% 4601 46,00 45,6% 4;7% '% o - | -
) J 43,0 2
" 4%7%  g41,9%  42,2% 0% 4032
300 -
20% |
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=m=Hemodidlisis =u=Didlisis Peritoneal =e=Trasplante funcionante

* Sociedad Espafiola de Nefrologia (SEN), Registro Espafiol de Enfermos Renales de las Comunidades auténomas,
Organizacidn nacional de transplantes (ONT) R espafiol de enfermos renales. Informe de didlisis y Transplantes

2018 (datos preliminares). Inf 2018 Congr lo Soc Espafiola Nefrol {SEN), 2019. 2019;2018.
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La prevalencia del trasplante sigue una linea ascendente desde 2011 con

un descenso de la HD, y mantenimiento del la DP en torno al 5%.

La ERC en su fase terminal (pacientes que requieren un tratamiento renal
sustitutivo), tiene un alto impacto en la calidad de vida, en la supervivencia y

en el gasto econémico.

2. Trasplante Renal

El trasplante renal, como terapia renal sustitutiva, ha tenido que superar tres
problemas criticos para llegar a ser una opcioén terapéutica viable:

1.- La correcta sutura vascular que permitio la anastomosis del injerto. Este hito
fue conseguido por primera vez en 1912 cuando el Dr. Alexis Carrel

perfecciond la técnica de anastomosis vascular.

2.- La correcta seleccion y asignacion del donante al receptor. En la superacion
de este reto han sido fundamentales dos circunstancias; la primera, el trabajo
del Dr. Paul I. Terasaki en el estudio de los antigenos leucocitarios humanos
(HLA) y su reconocimiento como parte necesaria en el proceso de tolerancia y
alorrespuesta inmune. Su trabajo llevo al desarrollo de la prueba cruzada de
linfocitotoxicidad y posteriormente al desarrollo de la técnica de antigeno
aislado, con micro esferas cubiertas de antigenos HLA, para detectar
anticuerpos anti-HLA mediante tecnologia Luminex®. La segunda
circunstancia, ha sido el establecimiento de adecuados sistemas de

procuracion y asignacion de érganos regionales, nacionales e internacionales.

3.- Lograr un adecuado control de la alorrespuesta inmune con una
inmunosupresion con efectos adversos asumibles. En la década de 1960 se
inicio la inmunosupresion basada en corticoides y azatioprina y posteriormente
se han afiadido otros inmunosupresores como los inhibidores de la calcineurina
(ICN), el micofenolato, los inhibidores de mTOR (ImMTOR) y anticuerpos poli y
monoclonales contra linfocitos o alguno de sus receptores (timoglobulina, ATG,

Basiliximab).
13|Pagina
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2.1 Impacto del trasplante renal en el paciente con ERC terminal

En los ultimos afios se ha producido una significativa mejoria en la sobrevida
de los pacientes que permanecen en dialisis. El reporte del registro enfermedad
renal de EEUU en 2019 muestra una disminucion en la tasa de mortalidad
ajustada entre 2001 y 2017, del 28% para los pacientes en dialisis (27% en
hemodidlisis y 42% en didlisis peritoneal).(8) Sin embargo, a pesar de dicha
mejoria, la mortalidad en el TR se mantiene histéricamente muy por debajo
respecto a la dialisis, tanto en registros nacionales como internacionales
(Figura 5y 6). Y esta menor mortalidad relativa del TR se mantiene en todos

los grupos etarios (Figura 7).(10)

Figura 5: Porcentaje de mortalidad por afio segun TRS en Espafia
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* Adoptado de: Sociedad Espaficla de Nefrologia (SEM), Registro Espafiol de Enfermos Renales de las
Comunidades autdnomas, Organizacion nacional de transplantes (ONT) R espanol de enfermos renales.
Informe de didlisis y Transplantes 2018
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Figura 6. Sobrevida ajustada del paciente segun técnica de dialisis y receptores de

primer TR segun donante (Europa).
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* Adaptado de: ERA-EDTA Registry. ERA-EDTA
Registry Annual Report 2017

Figura 7: Mortalidad segin modalidad de TRS y grupo etario en Espafia
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* Adaptodo de: Sociedad Espafiola de Nefrologia (SEN), Registro Espafiol de Enfermos Renales de las
Comunidades auténomas, Organizacion nacional de transplantes (ONT) R espanol de enfermos renales.
Informe de dialisis y Transplantes 2018

Por otro lado, desde el punto de vista econdémico, el TR es la TRS mas costo-
efectiva, aun en diferentes sistemas sanitarios. Datos del registro americano de
2017 evidencian un costo por paciente trasplantado y afio de 35.817%, frente a
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78.159% de la DP y 91.795% de la HD. En Espafia con datos publicados en
2010 se estimaba un costo promedio por paciente y afio de 46.659€ en HD,
32.432€ en DP frente a los 46.659 € durante el primer afio de trasplante y

6.477€ en los siguientes anos.

Por todo lo dicho, el TR continla siendo la mejor opcién terapéutica para
sustituir la funciéon del rifidn nativo. Sin embargo, a pesar del beneficio de
supervivencia conferido por el trasplante, la mortalidad de los pacientes
continta siendo significativamente mayor comparada con la poblacion general.
La figura 8 muestra la expectativa de vida en Europa de la poblacién general,
los pacientes en didlisis y trasplantados(16). Las principales causas de
mortalidad son las complicaciones cardiovasculares y neoplasias asociadas a

la inmunosupresion.(17-19)

Figura 8: Expectativa de vida en Europa de la poblacion general, pacientes en
dialisis y trasplantados.
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Para finalizar esta seccion, se debe destacar que de la mano de la mayor
sobrevida de la poblacion general, también se ha producido un envejecimiento
de los pacientes en TRS. Esto produce un aumento continuo de la edad de los
enfermos en el momento de recibir un trasplante. La evolucion de este

indicador puede observarse en la Figura 10.(13)

Figura 10: Evolucion de la edad media al inicio del TRS en Catalunya.
Periodo1984-2018
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* Adaptada de: Informe estadistic del Registre de Malalts Renals de Catalunya Any 2018. Volum 34.

Actualmente, en Catalunya la mayoria de los pacientes incidentes y
prevalentes, que reciben o portan un trasplante renal, son mayores de 65 afos,

Figura 11.

Figura 11: Incidencia y prevalencia por edad de los pacientes trasplantados en

Catalunya
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* Adaptada de: Informe estadistic del Registre de Malalts Renals de Catalunya Any 2018. Volum 34.
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Tener en cuenta este contexto de donantes y receptores envejecidos es
fundamental para entender los nuevos desafios a los que se enfrenta el

trasplante renal.

Respecto a la sobrevida del injerto, se constata una ausencia de mejoria
durante los ultimos 15-20 afios. Esto, se demuestra en el registro Catalan de
trasplante renal. La Figura 9 muestra la sobrevida del injerto con censura de la
mortalidad en distintos periodos en Catalunya, evidenciando la ausencia de
mejoria desde el periodo 1996-2001. (20)

Figura 9: sobrevida del injerto renal, con censura de la mortalidad, por periodos

temporales en Catalunya
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* Adaptado: Activitat de donacid i trasplantament d'drgans a Catalunya. Any 2019. Volum 17. Organitzacid Catalana de
Trasplantaments.

El dafio inmunoldgico crénico es la causa mas importante de pérdida del injerto
renal. Sin embargo, su prevencion y tratamiento, mediante la utilizacion de
inmunosupresores, genera efectos secundarios como el aumento de
infecciones, del riesgo cardiovascular y neoplasico, impactando negativamente

en la sobrevida del paciente.(21,22)
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Ademas, el deterioro de la funcion renal y la inflamacion microvascular del
injerto renal, inducida por la alorrespuesta inmune, han sido asociados como

factores independientes de riesgo cardiovascular.(23-25)

2.2 Inmunologia del trasplante renal

Complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)

Los antigenos leucocitarios humanos (HLA, acronimo en inglés) son un grupo
de (glicoproteinas de superficie de membrana, cuya funcion es el
reconocimiento inmune de las células propias y la presentacién de antigenos
foraneos a los linfocitos T, permitiendo el inicio de la respuesta inmune. Los
HLA se diferencian en dos tipos, los de clase | (A, By C) y los de clase Il (DR,
DP y DQ). Los antigenos de clase | estan presentes en todas las células
nucleadas, mientras que los de clase Il se encuentran mayormente en células
presentadoras de antigeno (linfocitos B, macrofagos y células dendriticas). Los
HLA de clase | presentan los péptidos antigénicos procesados a los linfocitos T
CD8, mientras que los de clase Il a los linfocitos T CD4.

Aunque tradicionalmente se ha utiliza el sistema HLA para establecer el grado
de compatibilidad entre donante y receptor, mas recientemente se ha postulado
que los antigenos verdaderamente inmunogénicos son los residuos
polimorficos de aminoacidos en la superficie del HLA, los denominados eplets,
siendo estos los epitopos reconocidos por los anticuerpos anti-HLA. (26—28)

La figura 12 resume los principales eventos involucrados en la alorrespuesta
del trasplante renal.(29)

Una vez anastomosado el injerto renal, las células presentadoras de antigenos
(APC) del donante son capaces de activar linfocitos (via directa). Esta via
parece ser mas importante en las etapas iniciales del trasplante.(30)
Posteriormente, las APC del receptor adquieren y procesan los aloantigenos
del donante ensamblandolos junto con las moléculas del CMH del receptor en
la superficie celular para su presentacion a los linfocitos T del receptor, que los
reconoce mediante su receptor de células T. Las APC migran a los érganos
linfoides secundarios, donde interactian con células T naive y células T de

memoria central, produciendo su activacién. Por otro lado, las células T de
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memoria, ya sensibilizadas previamente contra antigenos del donante, pueden

ser activadas directamente por células del endotelio del injerto.

Figura 12: alorrespuesta en el trasplante renal
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* Adaptado de: Halloran PF. Immunosuppressive Drugs for Kidney Transplantation. N EnglJ Med. 2004;351(6):2715-2729.
d0i:10.1097/01.ju.0000161309.14422.01
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Para que la presentacion del los antigenos del donante produzca una
respuesta inmune eficaz, se requiere la acciébn concomitante de 3 sefiales
(Figura 12). La primera sefial es la activacion de la célula T a través del
complejo de receptor CD3. La segunda, es la sefal de coestimulacion,
proporcionada también por las células presentadoras a través de los antigenos
de superficie CD80 y CD86, que se acoplan a CD28 en la superficie de las
células T. Estas dos sefiales activan tres vias de transduccion: la via calcio-
calcineurina, la via RAS activada por mitégenos (MAP) quinasa y la via del
factor nuclear-xkB. Estas sefales activan factores de transcripcion que
desencadenan la expresion de interleuquina-2 (IL-2), CD154 y CD25. A su vez
la IL-2 y otras citoquinas activan la via mTOR, que constituye la tercera sefial,
que desencadena la proliferacion celular alorreactiva. Esta Gltima produce una
gran cantidad de células T efectoras, que migran e infiltran el injerto,
produciendo una respuesta inflamatoria que lleva al rechazo, con su
consecuente disfuncién organica. Ademas estas células T, en foliculos
linfoides, o en sitios extra foliculares como el bazo, presentan el antigeno a los
linfocitos B activandolos.

Los linfocitos B activados se diferencian en células plasmaticas, las cuales
producen aloanticuerpos contra los antigenos HLA del donante que se dirigen
contra el endotelio del injerto y producen lesién por activacion del
complemento, activacién de células Natural Killer (NK) y monocitos, los cuales
secretan sustancian inflamatorias (IL-6, IL-1 y TNF), incrementando ain mas la
reaccion inflamatoria.(29)

Segun las condiciones locales y sistémicas del injerto y del receptor, la
respuesta aloinmunitaria producira un tipo predominante de respuesta Theiper
CD4". Si predomina la respuesta Thl y Th17, caracterizadas por la secrecion
de interferon gamma (IFNy) e IL-17 respectivamente, esto favorecera la
respuesta celular citotdxica. Si la respuesta Th2 es la predominante, definida
por la secrecion principalmente de IL-4, facilitard el rechazo humoral por
anticuerpos donante-especifico (DSA).(31)
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3. Clasificacion del rechazo renal

La clasificacion de rechazo del injerto renal ha ido refinAndose con el aumento
en el conocimiento y de las técnicas disponibles para el diagnéstico.

Desde 1991 la clasificacion de la Banff Foundation for Allograft Pathology, ha
ido actualizando sus criterios con reuniones bianuales.(32) La ultima
actualizacion es de 2019 y se resume en la Tabla 1.(33)

El rechazo se puede clasificar por sus hallazgos histoldgicos y su fisiopatogenia
predominante en rechazo mediado por células T y en mediado por anticuerpos.
A su vez en ambas categorias se pueden encontrar una forma aguda y otra
cronica.

Actualmente se ha logrado un control medianamente adecuado de los
episodios de rechazo agudo, siendo el dafio aloinmune crénico, especialmente
el mediado por anticuerpos, el desafio a superar para lograr una mayor
supervivencia del injerto. Esto queda evidenciado en el reporte del Registre de
Malalts Renals de Catalunya de 2018. En la Figura 13, en los distintos periodos
temporales, se evidencia el peso decreciente del rechazo agudo como causa
de pérdida del injerto renal durante el primer y posteriores afios del

trasplante.(13)

Figura 13: Evaluacion por periodos temporales de las causas de pérdida de injerto

renal en el primer afio y posteriormente al primer afo, registro catalan de trasplante
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* Adaptado de: Organitzacid Catalana de Trasplantaments (OCATT). Registre de malalts renals de Catalunya, informe estadistic 2018.
Departament de Salut, Generalitat de Catalunya, abril de 2020. Published online 2018.
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Tablal: Clasificacién de Banff 2019

Actualizaciones de la clasificacion de Banff 20189.
Todas las actualizaciones en negrita (ABMR, cambios Bordeline, TCMR y

nefropatia por poliomavirus)

Category 1: Mormal biopsy or nonspecific changes
Category 2: Antibody-mediated changes
Active ABMR; all 3 criteria must be met for diagnosis

1. Histologic evidence of acute tissue injury, including 1 or more of
the following:
Microvascular inflammation (g » 0 and/or ptc > 0), in the absence
of recurrent or de novo glomerulonephritis, although in the
presence of acute TCMR, borderline infiltrate, or infection,
ptc z 1 alone is not sufficient and g mustbe = 1
Intimal or transmural arteritis (v > 0)°
Acute thrombotic microangiopathy, in the absence of any other
cause
Acute tubular injury, in the absence of any other apparent cause

2. Evidence of current/recent antibody interaction with vascular
endothelium, including 1 or more of the following:
Linear C4d staining in peritubular capillaries or medullary vasa
recta (C4d2 or C4d3 by IF on frozen sections, or C4d > 0 by IHC
on paraffin sections)
At least moderate microvascular inflammation ([g + ptc] 22) in the
absence of recurrent or de novo glomerulonephritis, although in
the presence of acute TCMR, borderline infiltrate, or infection,
ptc = 2 alone is not sufficient and g must be =1
Increased expression of gene transcripts/classifiers in the biopsy
tissue strongly associated with ABMR, if thoroughly validated

3. Serologic evidence of circulating donor-specific antibodies (DSA
to HLA or other antigens). C4d staining or expression of validated
transcripts/classifiers as noted above in criterion 2 may substitute
for DSA; however thorough DSA testing, including testing for
non-HLA antibodies if HLA antibody testing is negative, is strongly
advised whenever criteria 1 and 2 are met

Chronic active ABMR; all 3 criteria must be met for diagnosis

1. Marphologic evidence of chronic tissue injury, including 1 or more
of the following:

Transplant glomerulopathy (cg » ) if no evidence of chronic TMA
or chronic recurrent/de novo glomerulonephritis; includes changes
evident by electron microscopy (EM) alone (cgla)

Sewvere peritubular capillary basement membrane multilayering
(ptcml1; requires EM)

Arterial intimal fibrosis of new onset, excluding other causes;
leukocytes within the sclerotic intima favor chronic ABMR if there
is no prior history of TCMR, but are not required

2. |dentical to criterion 2 for active ABMR, above

3. Identical to criterion 3 for active ABMR, above, including strong
recommendation for D5A testing whenever criteria 1 and 2
are met. Biopsies meeting criterion 1 but not criterion 2 with
current or prior evidence of DSA [posttransplant) may be stated
as showing chronic ABMR, however remote DSA should not be
considerad for diagnosis of chronic active or active ABMR

Chronic (inactive) ABMR

1. cg » 0 and/or severe ptcm| (ptcmli1)

2. Absence of criterion 2 of current/recent antibody interaction with
the endothelium

3. Prior documented diagnaosis of active or chronic active ABMR
andfor documented prior evidence of DSA

C4d staining without evidence of rejection; all 4 features must be
present for diagnosis®

1. Linear C4d staining in peritubular capillaries (C4d2 or C4d3 by IF
on frozen sections, or C4d = 0 by IHC on paraffin sections)

2. Criterion 1 for active or chronic active ABMR not met

3. No molecular evidence for ABMR as in criterion 2 for active and
chronic active ABMR

4_Mo acute or chronic active TCMR, or borderline changes

Category 3: Borderline (Suspicious) for acute TCMR

Foci of tubulitis (t1, t2, or t3) with mild interstitial inflammation {i1),
or mild (t1) tubulitis with moderate-severe interstitial inflammation
(i2ori3)

No intimal or transmural arteritis (v = 0)

Category 4: TCMR

Acute TCMR

Grade |A: Interstitial inflammation involving *25% of non-sclerotic
cortical parenchyma (i2 or i3) with moderate tubulitis (£2) involving
1 or more tubules, not including tubules that are severely atrophic®

Grade IB: Interstitial inflammation involving *25% of non-sclerotic
cortical parenchyma (i2 or i3) with severe tubulitis (3} involving 1
or more tubules, not including tubules that are severely atrophic®

Grade I1A: Mild to moderate intimal arteritis (v1), with or without
interstitial inflammation and/or tubulitis

Grade IIB: Severe intimal arteritis (v2), with or without interstitial
inflammation and/or tubulitis

Grade IIl: Transmural arteritis and/er arterial fibrinoid necrosis
involving medial smooth muscle with accompanying mononuclear
cell intimal arteritis (v3), with or without interstitial inflammation
and/or tubulitis

Chronic active TCMR®

Grade |A: Interstitial inflammation involving »>25% of sclerotic
cortical parenchyma (i-IFTAZ2 ori-IFTA3) AND = 25% of total
cortical parenchyma (ti2 or ti3) with moderate tubulitis (t2 or
t-IFTAZ) invelving 1 or more tubules, not including severely
atrophic tu bules?: other known causes of i-IFTA should be ruled
out

Grade IB: Interstitial inflammation involving »25% of sclerotic
cortical parenchyma (i-IFTAZ ori-IFTA3) AND > 25% of total
cortical parenchyma (ti2 or ti3) with severe tubulitis {t3 or t-IFTA3)
involving 1 or more tubules, not including severely atrophic
tubules?; other known causes of i-IFTA should be ruled out

Grade II: Chronic allegraft arteriopathy (arterial intimal fibrosis
with mononuclear cell inflammation in fibrosis and formation of
neointima). This may also be a manifestation of chronic active or
chronic ABMR or mixed ABMR/TCMR

Category 5: polyomavirus nephropathy’

PVN Class 1
pvl1 and ci0-1

PWVN Class 2
pvl1andci2-3 OR
pvl2 and ci0-3 OR
pvl 3 and ci0-1

PVN Class 3
pvl 3 and ci 2-3

* pdaptado de: Loupy A, Haas M, Roufosse C, et al. The Banff 2019 Kidney Meeting Report (1): Updates on and clarification of
criteria for T cell-and antibody-mediated rejection. Am J Transplant. 2020;20(9):2318-2331. doi:10.1111/ajt.15898
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3.1. Rechazo celular o mediado por células T

En el rechazo mediado por células T, el injerto es infiltrado por células T
efectoras, macrofagos activados, linfocitos B y células plasméticas. Las
lesiones diagnoésticas del rechazo mediado por células T reflejan células
mononucleares que invaden los tubulos renales (tubulitis), el espacio intersticial
y la intima de las arterias pequefias (arteritis).(33,34)

En su forma aguda usualmente es sensible al tratamiento con corticoides y
anticuerpos policlonales contra las células T (Timoglobulina®, ATG®), aunque

se han reportado series con hasta el 20% de resistencia al tratamiento.(35)

En 2017, la clasificaciébn de Banff reviso los criterios diagndsticos y establecid
la categoria de rechazo cronico activo mediado por células T (caTCMR). En su
diagnéstico se toma en cuenta la presencia de inflamacion en areas de fibrosis
de al menos el 25% (i-IFTA 2), acompafiado de tubulitis moderada (t 2).(36)
Este cambio, refleja el reconocimiento de la inflamacion intersticial en areas de
fibrosis, como un marcador de mal prondstico. En algunas series su presencia
se ha asociado a mala adherencia al tratamiento inmunosupresor de
mantenimiento.(36)

Se ha demostrado, que los pacientes que son tratados por un TCMR vy
presentan I-IFTA, tienen una progresién acelerada de fibrosis y atrofia, un
mayor riesgo de desarrollar DSA de novo y una menor supervivencia del injerto
en comparacion con aquellos sin i-IFTA después del tratamiento.(37,38)

El tratamiento del caTCMR es controvertido, no hay evidencia significativa para
aconsejar algun tratamiento en particular. Recientemente se ha reportado una
serie de tres pacientes con mejoria histolégica tras tratamiento intensivo con
pulsos de corticoides y timoglobulina, seguido de incremento en la
inmunosupresion de base.(39) Como dato sobre la conducta terapéutica actual
el reporte 2019 de la Banff publica los datos de una encuesta a 128
profesionales (37% de Europa, 20% de Asia, 18% de Canada y EEUU, 14% de
Latinoamérica, 7% de Medio oriente y Africa, y 4% de Australia y Nueva

Zelandia). En ella, el 36% de los encuestados lo tratan rutinariamente, 49%
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dependiendo del grado de cronicidad/inflamacion y 15% raramente lo tratan. La
figura 14 muestra los tratamientos escogidos y el grado de respuesta

reportado.(33)

Figura 14: Tratamiento de CA-TCMR reportado
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* Adaptado de: Loupy A, Haas M, Roufosse C, et al. The Banff 2019 Kidney Meeting Report (1): Updates on and clarification of
criteria for T cell-and antibody-mediated rejection. Am J Transplant. 2020;20(9):2318-2331. doi:10.1111/3ajt.15898

3.2. Rechazo mediado por anticuerpos

El rechazo mediado por anticuerpos (ABMR) se produce cuando los
anticuerpos contra antigenos del donante se dirigen contra el endotelio capilar
del injerto renal. La figura 15 muestra los mecanismo de lesion mediados por
anticuerpos.(40)

La activacion de la via clasica del complemento, mediada por anticuerpos,
produce quimiotaxis y la formacién del complejo de atague de membrana
(MAC), lo que lleva al reclutamiento de macrofagos y células NK y a la lesion
endotelial directa.(40) También, La activacion del complemento produce
productos de su degradacion (complement split products), los cuales amplifican
la activacion de células T.(41)

Recientemente se ha asociado la subclase de 1gG3 con la capacidad de
activacion del complemento.(42,43) Esta capacidad de fijacion del
complemento se ha asociado a un dafio histolégico mas severo y mayor riesgo
de pérdida del injerto.(44—-47) Es importante destacar que la capacidad de

fijacion del complemento se encuentra en relacion con la concentracion del
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anticuerpo, es decir valores de intensidad de fluorescencia media (MFI)

elevados se asocian a mayor fijacion del complemento.

Ademas de las lesiones mediadas por complemento, se reconoce que los
mecanismos de lesién no mediados por complemento también son relevantes.
Es por ello que la clasificacion de Banff reconoce los ABMR con C4d (marcador
de activacion del complemento) negativos y también explica la falta de control
histolégico de los ensayos con bloqueo del complemento.(40) Los anticuerpos
aloespecificos contra el donante al unirse a las células endoteliales del injerto,
estimulan vias de sefializacién que producen exocitosis rapida de la P-selectina
y la produccion de citoquinas, lo que en conjunto con los receptores Fc de los
monocitos mejora su reclutamiento, conduciendo a la activacion

inflamatoria.(41)

Figura 15: Mecanismo de dafio mediado por anticuerpos
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* Adaptado de:Loupy A, Lefaucheur C. Antibody-Mediated Rejection of Solid-Organ Allografts. N EnglJ Med. 2018;379(12):1150-1160.
doi:10.1056/nejmral802677
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La mejora de la inmunosupresion ha reducido el impacto de TCMR provocando
que ABMR, especialmente su forma crénica, haya ido aumentando como causa
principal de pérdida tardia del injerto renal.(48,49)

La presencia de DSA se asocia a un incremento en el riesgo de ABMR. En los
pacientes con DSA preformados el riesgo puede ser de hasta el 40% en los
primeros dos afos en algunas series.(50-54)

Los DSA preformados al momento del trasplante se asocian a rechazos
tempranos, mientras que el desarrollo de DSA de novo suele manifestarse
como rechazo subclinico y tardio.(55-57)

También, la clase de DSA presenta asociacién temporal, presentando los DSA
de clase | ABMR tempranos, mientras que los DSA clase Il, especialmente DR
y DQ, ABMR tardio.(56-58)

Entre otros factores de riesgo para el desarrollo de ABMR se encuentran, el
namero de incompatibilidades HLA, los episodios de rechazo celular previos,

asi como el numero de trasplante previos.(52,59-61)

Otras técnicas en estudio para valorar el riesgo inmunoldgico, sobre todo en
pacientes sin DSA, son la busqueda de linfocitos B de memoria alorreactivos
mediante ELISpot, y el DNA libre del donante.(62,63)

Diagndstico y clasificacion del ABMR

El diagnéstico de ABMR se basa en criterios definidos por la clasificacion de
Banff (Tabla 1).(33)

3.2.1. Rechazo Hiperagudo

Una forma especial y actualmente poco frecuente es el rechazo hiperagudo. Se
produce por la presencia de sensibilizacion previa del receptor frente al
donante, con presencia de anticuerpos con capacidad de activacion de
complemento. Produce una respuesta rapida y de gran envergadura que lleva a

la perdida irreversible del 6rgano trasplantado. Actualmente, no hay tratamiento
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posible para el rechazo hiperagudo, por lo que las medidas pasan por
prevenirlo. Desde la introduccion de la prueba cruzada por el Dr Terasaki, se
ha conseguido evitar los rechazos hiperagudos, ya que una prueba cruzada por

citotoxicidad positiva contraindica la realizacion del trasplante.

3.2.2 Rechazo activo mediado por anticuerpos (aABMR)

Cabe destacar que el término rechazo agudo ha sido abandonado por el
término activo.(33) Para el diagndstico de un ABMR activo se deben reunir tres
criterios que incluyen la presencia de dafio tisular; inflamaciéon microvascular
(MVI), arteritis transmural, microangiopatia trombaética (MAT) y necrosis tubular
aguda (NTA), evidencia de interaccion reciente de anticuerpos con el endotelio
vascular (C4d en capilares peritubulares), o incremento en la expresion de
genes en la biopsia asociados con ABMR y evidencia serologica de presencia
de DSA.

3.2.3 Rechazo cronico mediado por anticuerpos (CABMR)

Respecto a la forma conica de ABMR, se puede clasificar en rechazo crénico
activo o inactivo. La forma activa (caABMR) requiere la presencia de
glomerulopatia del trasplante (cg>1), o fibrosis intimal de nuevo origen,
evidencia de interaccion reciente de anticuerpos con el endotelio vascular y
evidencia serologica con la presencia de DSA. Si la presencia de DSA no se
puede demostrar en el momento del diagndstico, se debe clasificar como un
rechazo crénico inactivo mediado por anticuerpos.(33)

El ABMR cronico en general, se caracteriza por una actividad inmunolégica de
bajo grado, pero persistente en el tiempo, por lo cual los hallazgos histologicos
demuestran un dafio sostenido con fases de dafio y recuperacién a lo largo del
tiempo. La glomerulopatia del trasplante (GT), es el resultado de procesos
continuos de reparacion y lesion endotelial, que conducen a la multilaminacion
patolégica de la membrana basal glomerular. Su prevalencia aumenta con el
tiempo de trasplante y se asocia a peores resultados en la sobrevida y funcién
del injerto.(64-67)
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Actualmente, el caABMR es una de las principales causas de fallo del aloinjerto

renal en los trasplantes de rifidn.(64,68)

4. Rechazo mediado por anticuerpos en el trasplante

hepatorrenal simultaneo

El trasplante hepatorrenal simultaneo (THRS) es una opcion terapéutica para
los pacientes con enfermedad hepatica y renal cronica. ElI dafio mediado por
anticuerpos en el THRS constituye una situacion especial dentro del trasplante

de 6rgano sélido.

El abordaje inmunoldgico difiere entre el THRS y el trasplante de rifion aislado.
La presencia de alosensibilizacion contra el donante es una contraindicacion

relativa para el TR, pero no para el trasplante hepéatico y el THRS.

El impacto negativo de los DSA preformados en el TR aislado es bien conocido
y el riesgo de rechazo hiperagudo del rifion es alto en presencia de una prueba

cruzada de citotoxicidad dependiente de complemento positiva.(69—-74)

Por el contrario, el injerto hepatico muestra una mayor resistencia al ABMR,
incluso en presencia de DSA preformados.(75—-78) Varios reportes han descrito
gue esta resistencia podria extenderse al injerto renal en el caso de un
THRS.(79-81) Este contraste inmunoldgico es conocido desde hace afios.
(79,82-84) Incluso, se ha reportado la utilizacibn con éxito del trasplante
hepatico “auxiliar” simultaneo para proteger el injerto renal en pacientes con

alto riesgo inmunolégico.(85)

Algunos autores consideran que el higado es un 6rgano inmunitario capaz de
modificar el sistema inmune del receptor.(86—-89) Sus propiedades
inmunomoduladoras probablemente se basan en varios mecanismos dentro de
los cuales podemos citar: la liberacion por parte del injerto hepéatico de
antigenos solubles de clase 1 y HLA - G, la eliminacion de anticuerpos
citotoxicos por las células de Kupffer y la regulaciéon de la inmunidad innata y

adaptativa por parte de las células dendriticas del higado.(81,90-95) La figura
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16 resume la los mecanismos propuestos de tolerancia en el trasplante

hepatico.

Figura 16: Mecanismos de tolerancia en el trasplante hepético

Las células dendriticas La sangre portal contiene LPS y otros
intrahepaticas mantienen un fenotipo | | productos bacterianos que son
inmaduro absorbidos por las células de Kupffer y

las células endoteliales sinusoidales

El higado libera moléculas MHC
solubles que pueden unirse a
El microambiente aloanticuerpos y / o inactivar las

del higado promueve I células T alorreactivas.
la induccién de Treg ‘ . . ® .
Soluble
\ . MHC
—>Dc__-a = :o = E?-c_-_‘b oo scti:; {
Dendritic * - -
Q. cell = -
p - < E Effector e
Regulatory T cell = Kupfier cell @ Tcell o
Treg B S b
r - A g Liver sinusoidal

= ‘—' f’“t_: endothelial cells
, ‘f—w— — (LSEC)
-

i @

i

@ | ee| ®e { o @ J

L - _ T " I. Hepalocyles

i i

Los hepatocitos, las células L 16n heoatica d laculas de CVH d
endoteliales sinusoidales. las a expresion EFIE ica ce moleculas ce e Las células T efectoras se inactivan y/o
células de Kupffer y las células | |clase Il es reducida {pero pueden aumentar eliminan después del reconocimiento
estrelladas pueden funcionar con la inflamacién) intrahepético de aloantigenos

como células presentadoras de
antigenos no profesionales.

Adaptado de: Feng §, Sanchez-Fueyo A Immune Tolerance After Liver Transplantation. In: D'Antiga L, ed. Pediatric Hepatelogy and Liver
Transplantation. Springer International Publishing; 2018:625-652. doi:10.1007/978-3-318-96400-3_36

Recientemente, dos estudios de Taner et al. han arrojado luz sobre el
mecanismo de tolerancia en el THRS.(96)(97) En biopsias renales de vigilancia
al afio post trasplante, los receptores de TR aislado con prueba cruzada por
citometria positiva, tenian una mayor expresion de genes asociados con
inflamacion y activacion de células endoteliales. Este hallazgo no se comprobo
en receptores de THRS, a pesar de tener una prueba cruzada positiva.
Ademas, los receptores de THRS, en general tuvieron una expresion
aumentada de genes asociados con la integridad y metabolismo tisular no
inflamatorio, independientemente del estado de la prueba cruzada.(96)

El trasplante hepatico y el THRS parecen estar asociados con una disminucion
de la alorrespuesta hacia el donante, en comparacion con los receptores de TR
aislado. Esta situacion es aloespecifica y la respuesta a células de terceros
donantes no se ve alterada.

También se ha demostrado que los linfocitos CD4" y CD8" alorreactivos

circulantes son menos frecuentes en el estado de THRS.(97) Estos estudios
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demuestran gue la capacidad inmunomoduladora del higado puede extenderse
mas all4 del microambiente local y que es aloespecifica.

Sin embargo, a pesar de este “beneficio inmunoldgico” respecto al trasplante
renal aislado, otros autores han expresado su preocupacion acerca de la
alosensibilizacion en el THRS y su impacto negativo en la supervivencia del
injerto y del paciente. En este sentido, en el trasplante hepatico, también se ha
reportado que los DSA preformados se relacionaron con una peor
supervivencia del injerto hepatico, con complicaciones biliares y con
ductopenia.(98) Ademas, un estudio de registro de receptores de THRS
informé una mortalidad mas alta en los receptores sensibilizados (prueba
cruzada por citotoxicidad pretrasplante positiva o panel de anticuerpos
reactivos [PRA]> 10%). La sensibilizacion se relacioné con un aumento del
20% en la mortalidad y el 16% de pérdidas del injerto en comparacion con los
pacientes no sensibilizados (HR, 1,22). En este estudio, el tiempo en didlisis, la
diabetes y el trasplante previo fueron significativamente mas frecuentes en los
pacientes sensibilizados.(99)

Por todo lo comentado en este apartado, el balance riesgo/beneficio en el
THRS sensibilizado contra el donante es una cuestién pendiente de definir con
mayor claridad.

5. Tratamiento del ABMR

Aunque no existen tratamientos aprobados por las agencias reguladoras
americanas y europeas (FDA y EMA) para el rechazo mediado por anticuerpos,
el “Expert consensus at the FDA Antibody-Mediated Rejection Workshop” vy el
“Expert Consensus 2019 de la Transplantion Society (TTS)” consideran que el
tratamiento estandar para esta entidad debe incluir los recambios plasmaticos,
inmunoglobulina intravenosa y corticoides.(100-102)

La figura 17 resume los principales sitios de accion de las estrategias probadas

o en estudio para el tratamiento del ABMR.(40)
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Figura 17: Principales tratamientos del ABMR vy sitios de accién(40)
s \ Vi 7
ki v S >, é

NK Cell

%%

Rituximab

receptor

\
/4 2%
e Belimumab—

Tahalumab

Interleukin-6R —

ENDOTHELIAL (llll'-
[mA/

* Adaptado de: Loupy A, Lefaucheur C. Antibody-Mediated Rejection of Solid-Organ Allografts. N
EnglJ Med. 2018;379(12):1150-1160. doi:10.1056/nejmral802677

5.1 Recambios plasmaticos (RP) e inmunoadsorcion inespecifica

(IA)

La remocion de los anticuerpos es una de las opciones terapéuticas mas

usadas. Su eficacia y uso en el trasplante renal ha sido reportado desde
1985.(103) El bajo grado de evidencia publicada, en su mayoria series de
casos y ensayos clinicos con pocos pacientes, contrasta con el nivel de uso y
recomendacion de las diferentes revisiones.(104)

32|Pagina



Introduccion

La base logica de la eliminacion de anticuerpos es conseguir una disminucion
del dafio agudo endotelial, permitiendo un retorno a la “situacion de equilibrio
inmunoldgico” logrado con la inmunosupresion.

La IA se demostré superior, comparada con tratamiento estandar, en un
pequefio ensayo clinico aleatorizado (5 pacientes por rama) y también ha sido
usada con éxito en tratamientos de desensibilizacion pre-trasplante.(105)'(106)
Comparada con el recambio plasmético, tiene la ventaja de eliminar
selectivamente las inmunoglobulinas, evitando los efectos de coagulopatia por
pérdida de factores de la coagulacion y los efectos adversos de la reposicion
con plasma o albimina.(107)

El RP es considerado un tratamiento estdndar del tratamiento del ABMR
activo.(100-102) Recientemente, en un metanalisis se han evaluado cinco
ensayos clinicos aleatorizados para definir el impacto de RP y IA sobre el
tratamiento del ABMR, solo un estudio demostré eficacia, y el resultado global
fue negativo (Figura 18).(108) El andlisis de estos resultados, sin embargo,
debe ser tomado con cautela ya que hay una gran heterogeneidad respecto al
tratamiento y el seguimiento, tanto en la rama control como en la intervencién
de cada estudio. El resto de la informacién favorable proviene de series
retrospectivas, donde también se asocia a mejores resultados combinado con

inmunoglobulina endovenosa (1VIg).(109-111)

A pesar de este bajo nivel de evidencia, multiples publicaciones lo consideran
el tratamiento estandar del ABMR activo, dado su uso generalizado. (108,112—
114)
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Figura 18: Estimaciones individuales y agrupadas del efecto de la eliminacion de

anticuerpos en comparacion con el control sobre la supervivencia del injerto.

Estudio Ao N HR (85% ClI} Peso % Técnica
Bahmig 2007 10 * : 0.16 (0.02, 1.61} g.a4 1A
Bonemini 1985 44 —-'-— 0.36 (0.15, 0.86) 24.42 RP
Blake 1890 aa —":'—— 0.66 (0.29, 1.50) &4 RP
Allgn 1983 27 —-—-— 1.23 (0,51, 2.87) 24.42 RP
Kirubakaran 1981 24 ;— 2.91 (0.77, 10.57) 17.30 RP
Overal (squarad = 59.1%, p = 0.044) <:> 0.76 (0.35, 1.63} 100.00

T T

i) 1 15
Favorece remacion de anticuerpos Fawvorece Control
1A: inmunoadsorcion; RP: recambio plasmatico

* Adaptado de: Wan 58, Ying TD, Wybum K, Roberts DM, Wyld M, Chadban 8J. The treatment of antibody-mediated rejection
in kidney transplantation: An updated systematic review and meta-analysis. Transplantation. 2018;102(4):5337-368.
doi:10.1097/TP.0000000000002049

5.2 Anticuerpo anti-CD20, Rituximab:

El rituximab (RTX) es un anticuerpo monoclonal IgG1 kappa quimérico murino y
humano (20/80%), obtenido por ingenieria genética. Es una inmunoglobulina
glicosilada, que consta de las regiones constantes Fc humanas y secuencias
de region variables Fab murinas (tanto cadena ligera como pesada), con
capacidad de unién a CD20, Figura 19. Se produce a partir de un cultivo en

suspension de células de mamifero (células de ovario de hamster chino).(115)

Figura 19: Estructura quimérica del Rituximab
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Adaptado de: Smith MR. Rituximab (monoclonal anti-CD20 antibody): Mechanisms of action
and resistance. Oncogene. 2003;22(47):7359-7368. doiz10.1038/sj.onc. 1206939
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RTX se une especificamente al antigeno CD20, una fosfoproteina de
transmembrana que se expresa en los linfocitos pre-B y B maduros. La union
de RTX al CD20, lleva a la lisis de los linfocitos B mediante varios mecanismos
que incluyen la citotoxicidad por activacion de complemento, apoptosis por la
via caspasa-3 y citotoxicidad celular por células efectoras que reconocen a la
fraccion FC de la molécula de RTX unida a las células.(116) Se produce asi,
una eliminacion rapida y prolongada de linfocitos B circulantes. Esta deplecion
de linfocitos B suele mantenerse durante 6-12 meses.(115) Al ir dirigido contra
los precursores de las células plasméticas, el RTX puede agotar
temporalmente el reservorio de células plasmaticas de vida media corta, pero
no tiene un efecto directo sobre el subconjunto de células plasméaticas de vida

media larga, que no poseen el antigeno CD20.

Las indicaciones actuales aprobadas por las agencias Espafiola y Europea
(AEMPS y EMA), son el linfoma no Hodgkin, la leucemia linfocitica crénica, la
artritis reumatoide, la granulomatosis con poliangeitis y la poliangeitis
microscopica.(117)(118) Por otro lado, RTX es un farmaco ampliamente
utilizado en el ambito del trasplante renal. Actualmente, el RTX forma parte del
esquema de tratamiento habitual del ABMR en muchos centros y en el pasado
incluso ha sido recomendado por guias clinicas internacionales.(119)

El fundamento de su uso se encuentra en el papel central de los linfocitos B
como precursores de células plasméticas, su accion como presentadoras de

antigenos y su rol en la estimulacién y activacion de los linfocitos T.(120,121)

- Tratamiento con rituximab del ABMR activo

Su uso tiene la intencion final de disminuir la generacion de anticuerpos anti-
ABO y anti-HLA. La evidencia reportada para sustentar el uso de RTX en el
tratamiento del ABMR renal es escasa y con resultados contradictorios.

Desde un punto de vista fisiopatogénico, dado que no expresan CD20, no se
esperaria que las células plasmaticas sean afectadas directamente por su uso.

Sin embargo, el RTX ha demostrado eficacia en otras patologias renales
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dependientes de anticuerpos patoldgicos, lo que podria sugerir un mecanismo

indirecto de control del dafio humoral.(117)

Estudios a pequefia escala, inicialmente reportaron eficacia en el tratamiento
del ABMR. También una revision sistematica de estudios restrospectivos 0 no
aleatorizados apunté a un efecto beneficioso del tratamiento con RTX en el
ABMR.(122)

El primer estudio controlado de RTX, compard su uso en conjunto con IVIG y
RP contra IVIG a altas dosis, si bien el resultado fue favorable, a la rama RTX,

no puede descartarse que el efecto se debio en realidad a los RP.(111)

El ensayo RITUX ERAH, aleatorizado, doble ciego y multicéntrico, compar6
RP, IglV y corticoides con y sin rituximab en 38 pacientes con ABMR. El uso de
RTX no mostro ningun beneficio a un afio de seguimiento en la funcién renal, ni
en el nivel de DSA.(111) Si bien el estudio no tuvo la potencia estadistica
necesaria.

Finalmente, dos revisiones sistematicas recientes no han encontrado beneficio
en la adicion de RTX al tratamiento de ABMR con RP e 1VIg.(108,123)

- Tratamiento con rituximab del caABMR

A pesar de su importancia clinica, la evidencia disponible sobre el tratamiento
de caABMR es escasa. De manera similar al tratamiento del ABMR activo,
muchos centros utilizan combinaciones de RP, IVIg y RTX. Este era el caso del
Hospital Clinic de Barcelona al momento de inicio de la presente tesis. El
tratamiento habitual del caABMR se realizaba con una combinacién de 5-6
sesiones de RP, IVIg a bajas dosis (200 mg/kg) cada dos RP y una dosis de
RTX de 400 mg al inicio y final del ciclo de recambios.

La evidencia publicada inicialmente en series pequefias y retrospectivas
sefalaba una ligera mejoria de la supervivencia y funcion renal bajo tratamiento
con IglV y RTX.(124-127) Al contrario, dos series recientes no observaron
mejoras en la supervivencia del injerto comparando con no tratamiento, pero si
una mayor incidencia de complicaciones y efectos adversos en la rama de

tratamiento.(128,129) El estudio TRITON, multicéntrico y aleatorizado, sobre el
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tratamiento de caABMR ha sido publicado recientemente por un grupo Espafiol.
Moreso et al. compararon el tratamiento con RTX e IVIg frente a placebo en 24
pacientes con GT y DSA, sin lograr evidenciar diferencias en la disminucion del
FGe, o el MFI de DSA a los 12 meses, Figura 20.

Figura 20: Evolucion del filtrado glomerular y la proteinuria en los pacientes del estudio
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= Adaptado de: Moreso F. Crespo M. Ruiz JC. et al Treatment of chronic antibody mediated rejection with intravenous immmmoglobulins and rituximab:
A multicenter. prospective. randomized. double-blind clinical trial _dm J Transplant. 2018:18(4).927-935. doi'10.1111/ajt.14520

El estudio incluyd 25 pacientes (12 en la rama tratamiento), pero dada una baja
tasa de inclusién no logro llegar al nUmero de pacientes calculados para lograr
poder estadistico suficiente.(130) Esto, pone de relieve la dificultad de realizar
estudios en este grupo de trasplantados. Se requiere un tiempo prolongado de
inclusion y seguimiento para lograr evidenciar diferencias clinicas relevantes.
Otro ejemplo reciente es el estudio RituxiCAN-C4, se trata de un ensayo
abierto aleatorizado y controlado, que se realizo en 7 centros del Reino Unido.
La intencion del estudio fue valorar la estabilizacion de la funcién renal en
pacientes con caABMR tratados con RTX. El estudio tuvo que ser detenido tras
un analisis interino que descubrio la poca potencia estadistica del mismo. Sin
embargo, este estudio también nos brinda informacion muy interesante. Un
reporte de los hallazgos en 23 pacientes, valora la interaccion de la respuesta
B y T con el rituximab y la inmunosupresion de base. El hallazgo, es muy
interesante desde el punto de vista fisiopatogénico. Los linfocitos B promueven
la produccion de IFNy por células T CD4" alorreactivas, lo cual se asocia a
peores resultados clinicos. Este mecanismo fue inhibido por la optimizacion de

la inmunosupresién de base, pero no por el uso de RTX. Aun mas, la supresiéon
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de la produccion de IFNy se asocié con un mayor numero de linfocitos B de
transicion y con una disminucion mas lenta de la funcion renal. Esta accion
supresiva en la secrecion de IFNy se ve abolida por el RTX que elimina las

células B de transicion durante periodos prolongados.(131)

- Uso de Rituximab en la desensibilizacion y prevencion del ABMR

El RTX se ha usado ampliamente como tratamiento para eliminar previo al
trasplante anticuerpos preformados contra el donante. Esto ocurre en casos de
trasplante con grupo sanguineo ABO incompatible (isoaglutininas) y en
pacientes con sensibilizacion anti-HLA contra el donante. Recientemente una
revision sistematica valor6 el uso de RTX en ambos contextos.(132) Respecto
al uso de RTX en el TR ABOI, no hay evidencia sélida que apoye resultados
superiores frente a la esplenectomia, aunque el uso de una terapia médica
obviamente evita los efectos adversos de la esplenectomia (complicaciones
quirdrgicas, malestar postoperatorio y un riesgo de por vida de sepsis por
gérmenes capsulados).

En el caso de receptores altamente sensibilizados (presencia de DSA o
crossmatch positivo previo), aunque con variabilidad en los otros componentes
de las estrategias de desensibilizacion, hay evidencia de un beneficio al afadir
RTX a los RP e IVIg. Este beneficio puede explicarse con el trabajo de Zachary
et al, donde se demuestra que el tratamiento con RTX en pacientes con un
nivel alto de linfocitos B alorreactivos evita la produccion de anticuerpos
frenando una respuesta de memoria.(133)

Hay poca informacion sobre la dosis o el numero de dosis, sin embargo, la
informacion existente apunta a que la dosis mas usada, 375 mg/m? basada en
el tratamiento del linfoma, probablemente sea superior a la requerida.(132)

Un dato importante a valorar es el posible beneficio en la supervivencia del
paciente que aporta el trasplante renal tras un tratamiento de desensibilizacion.
Recientemente, esto fue evaluado en dos estudios multicéntricos, uno con
pacientes de EEUU y otro de Reino Unido, comparando cohortes retrospectivas

con casos y controles. La cohorte de EEUU mostré un beneficio significativo en
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la supervivencia, mientras que los pacientes provenientes de Reino Unido no
tuvieron un impacto positivo en la supervivencia respecto a continuar en
dialisis.(134,135) Posiblemente esta discrepancia se deba a diferencias
basales de los pacientes de ambas cohortes, asi como también a diferencias

en el tratamiento de didlisis.

5.3. Bortezomib:

El bortezomib es un inhibidor reversible del proteosoma, que lleva a la
apoptosis de las células plasmaticas que producen anticuerpos.

El proteosoma es un complejo proteico presente en el citoplasma de tosas las
células, que se encarga de la degradacion de restos de proteinas no
necesarias marcadas con ubiquitina.

Bortezomib se une especificamente a la subunidad 26S del proteosoma y esto
evita la protedlisis dirigida afectando a mudiltiples cascadas de sefializacion
intracelulares, lo que provoca la detencion del ciclo celular y lleva a la
apoptosis.(136)

El uso de este farmaco ha sido aprobado para el tratamiento del mieloma y el
linfoma de células del manto. En el trasplante renal se ha reportado, su efecto
beneficioso, en estudios a pequefia escala y series de casos, como tratamiento
inicial y de rescate del ABMR. (137-141) Sin embargo, el grado de contribucién
del bortezomib a la eficacia de dichos tratamientos no esta claro, ya que se ha
usado en combinacion con multiples esquemas de RP, IVIgy RTX.

El estudio BORTEJECT, doble ciego y unicéntrico, estudié el bortezomib en
monoterapia como tratamiento del ABMR tardio versus placebo. No hubo
diferencias en la velocidad de disminucion de la funcién renal a los dos afios, ni
tampoco en la mediana de fluorescencia (MFI) de los DSA, ni en los resultados
histol6gicos y moleculares de las biopsias de control a los 24 meses. Como
nota, debe decirse que el deterioro de la funcion renal fue menor al esperado
en el grupo control y el estudio no tuvo, entonces, la potencia estadistica
necesaria para encontrar diferencias. Sin embargo, la rama bortezomib se
asocié a efectos adversos mas severos, en particular a nivel hematologico y

gastrointestinal.(142)
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Su uso en combinacién con RTX, RP e IVIg para el tratamiento de caABMR en
un estudio observacional, tampoco ha sido efectivo. Se mostro eficaz en el
control de los episodios de ABMR tempranos, pero no en los episodios
tardios.(139)

Algunos autores, sugieren que la pérdida de eficacia del bortezomib en el
ABMR se debe a un rebote humoral tras la inhibicion inicial y plantean la
posibilidad de vencer dicha situacion con el uso combinado con bloqueadores
de la coestimulacion o inhibidores del proteosoma irreversibles como el
carfilzomib.(49)

5.4 Inhibidores del complemento:

En los ultimos 8 afos, se ha observado un interés creciente en el sistema de
complemento como mecanismo de dafio y diana terapéutica en el ABMR. Y
existe evidencia suficiente que demuestra la implicaciéon del complemento en el
rechazo cronico humoral y la pérdida del injerto mediado por activacién de la
via clasica del complemento.(41,143-145) En la figura 15, se ha comentado la
implicacién del sistema del complemento en el desarrollo de ABMR, pero a
continuacion se detalla mas especificamente la activacion del sistema del

complemento y los posibles puntos de inhibicion (Figura 21).

Figura 21: complemento y sitios de inhibicion
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management. Am J Transplant. 2018;183-17. dor10.1111/a5t. 14584

- Eculizumab es un anticuerpo IgG monoclonal humanizado, producido
mediante tecnologia de ADN recombinante. Se encuentra aprobado para el
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tratamiento de la Hemoglobinuria paroxistica nocturna, el sindrome hemolitico
urémico atipico, la miastenia gravis generalizada refractaria con anticuerpos
positivos frente a receptores de la acetilcolina y los trastornos del espectro de
neuromielitis Optica con anticuerpos positivos frente a acuaporina-4 (AQP4).

Su accion se lleva a cabo mediante la union a la proteina del complemento C5,
inhibiendo la activacién del complemento terminal.(146)

El grupo de Stegall et al ha publicado un estudio sobre el uso de Eculizumab en
combinacion con RP en pacientes con CF-CM positivo y comparado con una
cohorte historica. Con dos afios de seguimiento, el uso de Eculizumab
disminuy6 significativamente los episodios de ABMR (6,7% vs 44%). Pero, a
pesar de continuar el tratamiento en aquellos pacientes que mantenian
elevados los DSA, no consiguio evitar la aparicion de caABMR.(147,148)

Un estudio piloto ha evaluado el uso de Eculizumab en 10 pacientes con
cAMBR durante 6 meses vs observacion en un grupo control de 5 pacientes. Al
afio de seguimiento, en las biopsias de control, no se produjo una reduccién de
la expresion de genes asociados a células endoteliales (ENDATS). Pero, los
pacientes en el grupo de tratamiento, tuvieron una pendiente de deterioro del
FGe menos acusada comparada con el grupo de observacién. Al suspender el
tratamiento a los 6 meses, la mitad de los pacientes present6 un deterioro de la
pendiente de FGe, sugiriendo que el tratamiento debe ser continuado.(149)
Mas recientemente, un estudio multicéntrico aleatorizado y abierto, con 102
pacientes con CDC-CM, o CF-CM positivo, evaluo el uso de Eculizumab por 9
semanas + RP + |VIg, versus desensibilizacion con RP + IVIg. Con resultados
concordantes con los estudios previos, no hubo diferencias en la sobrevida del
injerto entre ambos grupos, pero si una disminucion significativa de los
episodios de ABMR tempranos.(150) Tampoco hubo diferencias en los eventos

adversos entre ambos grupos.

- Inhibicién proximal del complemento C1
El Cl-inhibidor (Cl-inh) es una enzima que se caracteriza por ser el principal
regulador de los pasos de la activacion temprana de la via clasica del

complemento. Ademas tiene otras funciones como regular la activacion de
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kalicreina, la plasmina, la activacion del factor Xl y del factor Xlla en la cascada

de la coagulacién.(151)

Figura 22: sitios de accion del C1-inhibidor.
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Recientemente se han publicado 4 estudios sobre el uso de C1-inh en
pacientes con ABMR refractario y en la prevencion del ABMR en pacientes
sensibilizados.

Un estudio piloto fase 2b, multicéntrico, doble ciego y aleatorizado evalu6 el
uso de Cl-inh afiadido a la terapia habitual (IVIg + RP), para el tratamiento de
ABMR. Incluy6 18 pacientes, 9 Cl-inh por dos semanas y 9 placebo. No se
demostraron diferencias en la supervivencia, pero si menos incidencia de
glomerulopatia a los 6 meses del estudio (0/7 frente a 3/7).(152)

Un estudio piloto prospectivo de un solo brazo con 6 pacientes, evalu6 el uso
de C1-INH (Berinert) afadido a dosis altas de IVIg para el tratamiento del
ABMR refractario a terapia convencional. Todos los pacientes mostraron una
mejora significativa en el FGe, pero sin ningun cambio en las caracteristicas
histoldgicas, excepto una disminucién en la positividad del C4d.(153)

Un estudio de fase Il, controlado contra placebo, de C1-Inh para la prevencion

del ABMR en 28 pacientes altamente sensibilizados con tratamiento de
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desensibilizacion (IVIg+ RP+ RTX), demostré seguridad y disminucion de los
DSA fijadores de complemento, pero sin diferencias significativas en la
incidencia de ABMR. (154)

Finalmente, un ensayo clinico fase | en 10 pacientes con ABMR tardio, con el
anticuerpo anti-Cls (BIVV009), no demostr6 cambios histolégicos, de
expresion génica, en el nivel de DSA o en la funcién renal. Pero si un buen
perfil de seguridad.(155)

5.5. Blogueo de Interleuguina 6

Por dultimo, el bloqueo de la Interleuquina 6 (L-6) ha arrojado datos
prometedores. Tocilizumab, un anticuerpo monoclonal contra el receptor de IL-
6, demostrd estabilizacion de la funcién renal en una pequefia serie de
pacientes con caABMR y GT.(156) Mas recientemente, Clazakizumab, un
anticuerpo monoclonal contra la IL-6, ha demostrado mejorar el declive en el
FGe e incluso lograr mejoria histolégica y molecular en las biopsias de
seguimiento en un estudio aleatorizado de fase 2. Sin embargo el 25% de los
pacientes presentaron eventos adversos graves.(157) Esta linea de tratamiento
parece interesante aunque no exenta de riesgos, actualmente se encuentra en
desarrollo un estudio aleatorizado de fase 3 que planea incluir 350 pacientes
con diagnéstico de cABMR(158)

6. Nuevas estrategias posibles en el manejo del rechazo

mediado por anticuerpos

6.1 IdeS

Recientemente se ha planteado el uso de la endopeptidasa de Streptococcus

pyogenes (ldeS, imlifidasa). La enzima es una proteasa que produce una
degradacion masiva de las IgG del receptor. Normalmente la enzima inactiva
los anticuerpos 1gG opsonizantes unido a la superficie bacteriana. IdeS escinde

especificamente moléculas de IgG en la regidn bisagra inferior de la cadena
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pesada en un proceso de varios pasos. También lleva a la escision del receptor

de células B de tipo IgG en células de memoria B CD19".(159)

Una semana tras la administracion de ldeS se inicia una recuperacion de los
niveles de 1gG y se detectan niveles elevados de anticuerpos anti-ldeS que

impide su uso continuado.

Ha sido probado en una serie de 25 pacientes fuertemente sensibilizados
contra el receptor. Su limitacién es la recuperacion posterior de los niveles de
IgG con una 40% de ABMR. Y la imposibilidad por el momento de tratar en

repetidas ocasiones.(159,160)

6.2 Fotoaféresis extracorporea

El envejecimiento poblacional supone un aumento en la prevalencia de la
enfermedad renal crénica y en las comorbilidades de los receptores de
trasplantes. En este contexto, la busqueda de tratamientos eficaces y con
mayor seguridad que los inmunosupresores convencionales, ha promovido la
investigaciébn en terapias celulares. Dichas terapias, como las células T
reguladoras (Tregs), los macréfagos reguladores (Mregs), las células
dendriticas tolerogénicas (TolDC) o las células estromales mesenquimales
(MSC), podrian ser una opcion adecuada proporcionando control de la
aloinmunidad sin incrementar la inmunosupresién.(161-163)

La fotoaféresis extracorpérea (ECP) es una terapia celular inmunomoduladora
gue se basa en la administracion endovenosa de productos celulares autélogos
expuestos a luz ultravioleta A (UV-A), en presencia del fotosensibilizador 8-
metoxipsoraleno (8-MOP). El producto celular se obtiene a través de
leucoaféresis y su posterior exposicion a 8-MOP e iluminacion con luz UV-A,
Figura 23.(164)

Actualmente, las dos indicaciones principales de la terapia con ECP son el
linfoma cutaneo de células T (CTCL) y la enfermedad de injerto contra huésped
(EICH), en el trasplante de progenitores hematopoyéticos.(165-167) La ECP

también ha demostrado su eficacia en los trasplantes de pulmén y corazon,
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donde se ha utilizado para el tratamiento y prevencion del rechazo, con buenos

resultados clinicos.(168-177)

La ECP ha demostrado inducir tolerancia inmunoespecifica sin incrementar la
inmunosupresion general y por lo tanto, sin un aumento de las
infecciones.(178-180) Esto, hace que la ECP sea un enfoque muy atractivo

para tratar de forma segura una gran variedad de patologias inmunes.

En el ambito del trasplante renal, la mayor parte de la informacion proviene de
reportes de casos, de pequefias series retrospectivas y un estudio de corto
seguimiento.(169,181-186) Es esta falta de evidencia lo que hace controvertido

el uso de la ECP en el trasplante renal fuera de estudios experimentales.(186)

Figura 23: Diagrama de la técnica de fotoaféresis extracorpérea
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Mecanismo de accion:

Explicar el mecanismo de la ECP entrafia la dificultad de una terapia que
produce, segun el contexto, una respuesta inmunogénica o de
inmunotolerancia. Aunque se considera que el mecanismo de la ECP no se
conoce en su totalidad, hay suficiente evidencia cientifica para afirmar que el
mecanismo es multifactorial, complejo y dependiente también de la situacion en
la que se practica la terapia, Figura 24. Entre los mecanismos de accion
implicados se incluyen al menos la apoptosis de linfocitos y monocitos
expuestos a la iluminacion y los efectos posteriores que estos desencadenan,
como la produccién de citoquinas inmunomoduladoras, generacion de células T
reguladoras y complejas interacciones con las células dendriticas y otros
presentadores de antigeno.(164),(187-189)

La exposicion a radiacion UV-A (2J/cm2), en combinacién con el
fotosensibilizador 8-MOP, lleva a la union covalente del metoxipsoraleno al
ADN y da como resultado la formacion de enlaces cruzados entre las bases de
pirimidina. Produce uniones en proteinas citosdlicas, dafios en la membrana
celular con algunas modificaciones antigénicas y finalmente la muerte celular
apoptotica.(190) La apoptosis rapida de los linfocitos, el 90% dentro de las 48
horas, lleva a la liberacion de cuerpos apoptéticos, mientras que los monocitos
se diferencian a células dendriticas inmaduras de vida mas larga (se ha
comprobado su viabilidad a la semana del procedimiento). Las acciones de la
ECP van mas alla del efecto citolitico, ya que solo un 10% aproximadamente
de los leucocitos totales del paciente se ven expuestos. Las células dendriticas
fagocitan y exponen los antigenos de los cuerpos apoptoticos. Estas células,
fenotipicamente, se caracterizan por bajos niveles de moléculas
coestimuladoras (CD40, CD80 y CD86) y marcadores de maduracion negativos
(CD83). (188)

Una vez reinfundidas, las células dendriticas migran a los ganglios linfaticos y
presentan los antigenos adquiridos de los cuerpos apoptéticos a los linfocitos T
naive. Secretan cantidades significativas de citoquinas antiinflamatorias, como

interleuquina-10 (IL-10) y factor de crecimiento transformante beta (TFG-31).
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Esto da lugar a la generacion de células T reguladoras, en lugar de activar las

células T naive a T efectores.(191)

Figura 24: Mecanismo de accién de la ECP.
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Justificacion

La mejora en el control del dafio mediado por anticuerpos constituye un
aspecto crucial para extender la sobrevida del injerto renal. Actualmente, se
desconoce de manera completa el grado de respuesta del rechazo mediado
por anticuerpos a los tratamientos aceptados como habituales (recambios
plasméticos, IVIG vy rituximab). Los resultados de dichas estrategias
terapéuticas son controvertidos, especialmente en el caso del rechazo cronico

activo medido por anticuerpos.

Por otro lado, la poblacibn en terapia renal sustitutiva ha mejorado
progresivamente su sobrevida, lo que conlleva envejecimiento y aumento de
los segundos trasplantes. Esto, condiciona una creciente sensibilizacion y
fragilidad de los receptores, que hacen necesarias nuevas estrategias no
basadas en un incremento de la inmunosupresion para el control del dafio

humoral.

El trasplante hepatorrenal simultaneo, en comparacién con el trasplante renal
aislado, se asocia en series histéricas a un menor riesgo de dafio crénico
mediado por anticuerpos. Sin embargo, actualmente, la mayoria de las series
publicadas, describen una mayor mortalidad en los pacientes con
sensibilizacién contra el donante. Es pertinente estudiar el impacto del dafio
mediado por anticuerpos en la sobrevida del injerto y el paciente con trasplante
hepatorrenal simultdneo, dado que el mismo o variantes basadas en su
fisiopatologia inmune, podrian constituir en un futuro, una alternativa

terapéutica en el manejo del rechazo mediado por anticuerpos.

La fotoaféresis extracorporea ha demostrado, con un grado variable de
evidencia, su efectividad en el manejo del rechazo del injerto de pulmén y
corazon. La misma no se asocia a mayor inmunosupresion o a un incremento
del riesgo de infecciones o tumores, lo cual la hace, una terapia atractiva a
valorar en el trasplante renal. Sin embargo, hasta el momento, no hay datos
sobre su efectividad en el contexto del dafio mediado por anticuerpos en el

injerto renal.
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Hipdtesis de trabajo

1)

2)

3)

4)

La eficacia del tratamiento del rechazo activo mediado por anticuerpos
con recambios plasmaticos, IVIg y rituximab podria variar segun el
tiempo transcurrido entre el trasplante y el diagndstico del rechazo activo
mediado por anticuerpos. La persistencia de la actividad inflamatoria en
las biopsias de control tras el rechazo podria asociarse a una peor
sobrevida del injerto renal.

El tratamiento del rechazo renal crénico activo mediado por anticuerpos
con recambios plasmaticos, IVIg y rituximab, podria no ser una terapia

eficaz.

El trasplante hepatorrenal simultaneo podria brindar al injerto renal una
mayor tolerancia al dafio mediado por anticuerpos. La mayor mortalidad
histérica de los pacientes sensibilizados podria explicarse por otros

factores diferentes a la alosensibilizacion.

La fotoaféresis extracorporea podria disminuir la progresion de la
disfuncién del aloinjerto renal mediada por anticuerpos en un modelo

animal en rata.
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Objetivos

Objetivo 1: Caracterizar la eficacia y factores prondsticos del tratamiento
con Rituximab, IVIG y recambios plasmaticos en el rechazo renal activo
mediado por anticuerpos, en una cohorte de pacientes del Hospital Clinic de
Barcelona.

a. Valorar la eficacia del tratamiento del rechazo activo mediado por
anticuerpos e identificar aquellos pacientes en los que el
tratamiento es mas efectivo.

b. Describir las complicaciones infecciosas en el post tratamiento.

c. Valorar la respuesta al tratamiento en las biopsias de control

d. Identificar en las biopsias de control marcadores que definan el

devenir del injerto renal.

Objetivo 2: Caracterizar la eficacia y factores pronésticos del tratamiento
con Rituximab, IVIG y recambios plasmaticos en el rechazo renal crénico
activo mediado por anticuerpos, en una cohorte de pacientes del Hospital
Clinic de Barcelona.

a. Valorar la eficacia del tratamiento.

b. Analizar las complicaciones infecciosas tras el tratamiento.

c. ldentificar factores prondstico en la sobrevida del injerto.

Objetivo 3: Evaluar el impacto del dafio mediado por anticuerpos en la
supervivencia del injerto renal y del paciente, en la cohorte de trasplante
hepatorrenal simultaneo del Hospital Clinic de Barcelona.

Objetivo 4: Valorar la eficacia de la fotoaféresis extracorporea para el
manejo del rechazo del injerto renal mediado por anticuerpo.
a. Desarrollar un modelo experimental en rata de rechazo de injerto
renal mediado por anticuerpos.
b. Desarrollar un modelo de fotoaféresis extracorpdrea en rata.
c. Evaluar el impacto de la fotoaféresis extracorpdérea en un modelo
de rechazo mediado por anticuerpos.
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Objetivo 1: Tratamiento del aABMR en el TR

Objetivo 1

Caracterizar la eficacia y factores pronosticos del tratamiento con Rituximab,
IVIG y recambios plasmaticos en el rechazo renal activo mediado por
anticuerpos (aABMR). Valorar la respuesta en las biopsias de control y

describir las complicaciones infecciosas en el post tratamiento.

1. Justificacion del objetivo:

La mejora en la inmunosupresién ha provocado que el rechazo celular agudo
disminuya su importancia como causa de pérdida del injerto. Actualmente el
ABMR, ha ido aumentando como la principal causa de insuficiencia tardia del
injerto renal. (48,49)

El aABMR se ha relacionado con peores resultados y supervivencia de los
pacientes.(192-194). No existen tratamientos especificos para el aABMR
aprobados por las agencias reguladoras gubernamentales (FDA o la EMA). Los
recambios plasmaticos (RP), la inmunoglobulina intravenosa (IVIg) y los
corticoides constituyen el estandar de tratamiento, siendo el rituximab también
ampliamente usado, aun sin evidencia clara de eficacia. (100-102,195) La
evidencia sobre la eficacia del tratamiento de aABMR es escasa y hay pocos

datos disponibles sobre complicaciones relacionadas con el tratamiento.

Al momento del inicio de la presente tesis en el Hospital Clinic de Barcelona, el
tratamiento del ABMR tanto en su forma activa, como cronica activa, se

realizaba con la combinacién de corticoides, RP, IVIg y rituximab.
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2. Material y Métodos
2.1. Disefio del estudio y poblacion de pacientes
Estudio retrospectivo longitudinal unicéntrico.

Criterios de inclusion:

a) Pacientes receptores de rifidn diagnosticados con rechazo agudo activo
mediado por anticuerpos (ABMR) desde el 1 de enero de 2004 hasta el 31
de diciembre de 2019.

b) Tratamiento con una combinacion de RP, 1VIg y rituximab.

Criterios de exclusion:

a) Trasplante multivisceral
b) Glomerulopatia del trasplante (GT) en la biopsia inicial, cg = 1 en la
clasificacion histopatolégica de Banff.(196)

Variables del estudio

Variable principal:

Supervivencia del injerto censurada por muerte.

Variables secundarias:
Se incluyeron datos demograficos, clinicos e indice de comorbilidad de
Charlson (ICC) al momento del diagnéstico.(7) Se recogieron los valores
de Creatinina, filtrado glomerular y proteinuria al momento del
diagnostico, a los 6 meses, al afio y al fin de seguimiento. Las
caracteristicas histolégicas de las biopsias renales fueron registradas
segun criterios de Banff 2017.
El HLA tanto del donante como del receptor, asi como la presencia de
DSA al momento del trasplante y diagnéstico de aABMR, fueron
recogidos.
El tipo de donante, la inmunosupresion y tratamiento del rechazo se
analizaron al momento del diagnéstico de aABMR y en el periodo de
seguimiento.
Se registraron las infecciones que requirieron hospitalizacion al menos

por 48 horas durante el primer afio tras el diagnostico de ABMR.
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2.2. Diagnostico de rechazo mediado por anticuerpos y biopsias de

seguimiento

Las decisiones de realizar una biopsia renal diagndéstica y de control, asi como
el tratamiento del paciente se basaron en el juicio clinico del médico tratante al
momento del diagndstico del aABMR.

El diagnéstico de aABMR se establecié siguiendo los criterios de Banff de
2017.(196)

La fecha en la que se realiz6 la biopsia diagnéstica se consideré como la fecha
de diagnostico del rechazo.

La presencia de DSA se probé mediante la prueba de antigeno aislado
(LIFECODES® Single Antigen, Immucor, Georgia, EE. UU.). Un alelo se
considerd positivo si el MFI era superior a 1500 y 4 veces mayor que el

antigeno reactivo mas bajo del mismo locus.

2.3. Definicion de resultados

El resultado primario fue la supervivencia del injerto renal censurada por
muerte al afio y en el periodo de seguimiento, entre pacientes con y sin
inflamacion persistente en la biopsia de control, tanto microvascular (MVI,

definida como g + ptc = 1) o como tubular (t = 1), definido por criterios de Banff.

Los resultados secundarios se definieron como la funcién del injerto renal a los
seis meses y en el seguimiento después del rechazo.

La funcion del injerto se evalué mediante la creatinina sérica, y el filtrado
glomerular estimado (FGe), segun la ecuacion CKD-EPI.(197) Se utilizo la
relacion proteina/creatinina en muestra puntual de orina (UPCR) para evaluar
la presencia de proteinuria.(198)

La supervivencia del paciente se definié como el ultimo dia de seguimiento o la
fecha de fallecimiento. La falla del injerto renal se describié como un regreso a
la dialisis o0 un nuevo trasplante.

La respuesta al tratamiento se defini6 como una mejora o estabilizacion del

FGe a los seis meses, con respecto al momento del diagndstico de aABMR.
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2.4. Descripcion del tratamiento

Los recambios plasmaticos (RP) se realizaron en separadores Cobe Spectra o
Spectra Optia (Terumo BCT, Lakewood, CO, EE. UU.) Utilizando albamina al
5% (Albutein® 5%, Grifols, Espafia) como solucion de reemplazo. En cada
sesion se intercambié un volumen de plasma, como se ha reportado
previamente.(199) Cada dos RP se administré una dosis de IVIg de 200
mg/kg.

La dosis y el numero de administraciones de rituximab y corticoides fueron

decididas por el médico tratante al momento del diagnostico de aABMR.

2.4. Analisis Estadistico

Los datos se presentan como media (desviacion estandar, DE) para las
variables paramétricas y mediana (rango intercuartilico [IQR]) para las no
paramétricas. Las pruebas correspondientes utilizadas fueron la prueba t,
prueba de McNemar, prueba de Wilcoxon, Chi-Cuadrado y ANOVA segun
correspondiera. Se utiliz6 Kaplan-Meier para estimar la supervivencia del injerto
y se compar6 mediante la prueba de Log-Rank. Se realizé una regresion
proporcional de Cox para evaluar los riesgos de pérdida del injerto. El analisis
estadistico se realizd utilizando el software IBM SPSS Statistics 26.0 (SPSS,
Inc; Chicago, lllinois), para Windows. Todas las pruebas fueron bilaterales y el
nivel de significancia se definié6 como un valor de P <0,05.
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3. Resultados

3.1. Caracteristicas basales del donante y del receptor

Desde enero de 2004 hasta diciembre de 2019, 116 receptores de trasplante
de renal fueron diagnosticados de ABMR. En la Tabla 1 se resumen los datos
demograficos y clinicos en el momento del diagndstico y la figura 1 muestra el
diagrama de flujo de los pacientes incluidos en el estudio. La mayoria de
pacientes incluidos fueron hombres (59,5%), con una edad media al rechazo de
50,8 + 14 afos y una mediana de seguimiento desde el diagnostico de ABMR

de 33,5 [62,7] meses. El tiempo mediano en dialisis fue de 4 afos.

El 76% de los donantes fueron cadavéricos. Hasta el 48% de los pacientes
habian recibido un trasplante renal previo, y un 14% presento una prueba

cruzada por citometria positiva al momento del trasplante.

Receptores renales con ABMR activo

(n=116)
' I
Receptores sin biopsia de control Receptores con biopsia de control
tras el tratamiento del aABMR tras el tratamiento del aABMR
(n=26) (n=90)
Receptores sin persistencia de MVI (MVI = 0) Receptores con persistencia de MVI (MVI = 1)
(n=26) (n=064)
l v
Recptores sin retratamiento de aABMR Receptores con retratamiento de aABMR
(n=40) (n=24)

Figura 1. Diagrama de flujo de los pacientes incluidos en el estudio

6l|Pagina



Objetivo 1: Tratamiento del aABMR en el TR

Al momento del diagndstico del rechazo, 27 pacientes requirieron dialisis. En
cuanto a las caracteristicas del rechazo (Tabla 1), la mediana del tiempo desde
el trasplante hasta diagnostico fue de 27,5 [287,7] dias, siendo el 70,7% (n 82)
de los episodios diagnosticados dentro de los 6 meses posteriores al
trasplante; estos episodios se consideraron rechazos tempranos y tuvieron una

mediana de 16 [21,5] dias desde el trasplante al diagnéstico de aABMR.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas en el momento del diagnostico de
ABMR

Pacientes
(n = 116)
Donante
Edad (afios) 54,67 £ 14,29
Genero (hombre) 59 (50,9)
DDKT 83 (71,6)
DCD 12 (10,3)
Receptor
Edad del receptor (afios) 50,8+ 14
Genero del receptor (hombre) 69 (59,5%)
Tiempo en dialisis (afios) 4 [4]
Modalidad de dialisis
Pre didlisis 19 (16,4)
Hemodidlisis 88 (75,9)
Didlisis Peritoneal 9(7,7)
Hipertension (si) 88 (75,9)
DM (si) 20 (17,2)
Vasculopatia (si) 19 (16,4)
VHC (si) 29 (25)
ESRD etiologia
ADPKD 17 (14,7)
Urologica 29 (25)
Glomerulonefritis 26 (22,4)
Nefropatia diabética 12 (10,3)
Nefroangioesclerosis 7 (6)
Desconocida 25 (21,6)
TR previo 56 (48,3)
HLA mismatch 4,1+1,55
ABO incompatibilidad (si) 16 (13,8)
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DSAs pretrasplante (si) 30 (25,8)
DSAs al diagnostico de ABMR (si) 73 (62,9)
cPRA > 50% (si) 18 (15,5)
CF-CM al TR (positivo) 17 (14,65)
Luminex al TR (positivo)
Clase | 39 (33,6)
Clase I 44 (37,9)
Inmunosupresién de induccioén (si) 112 (96,6)
Basiliximab 39 (33,6)
Rituximab 22 (18,9)
Timoglobulina 68 (58,6)
Inmunosupresién de mantenimiento
Tacrolimus 79 (68,1)
mTORi 38(32,8)
Micofenolato 89 (76,7)
Corticoides 97(83,6)
Caracteristicas del rechazo al diagnéstico de
ABMR
Rechazo celular 16 (13,8)
Tiempo desde el TR hasta el ABMR (dias) 27,5 [287,7]
ABMR < 6meses después del TR (si) 82 (70,69)
Necesidad de dialisis al ABMR (si) 32 (27,6)
Tratamiento del ABMR al diagndéstico (si) 116 (100)
Recambio plasmatico 111 (95,7)
IVig 111 (95,7)
Rituximab 101 (87,1)
Corticoides 116 (100)

Los datos son media * Desviacidén estandar, mediana [IQR] o N (%), a menos que se especifique
lo contrario. ABMR, rechazo mediado por anticuerpos; TR, trasplante de rifidn; VHC, virus de la
hepatitis C; DM, diabetes mellitus; ESRD, enfermedad renal en etapa terminal; ADPKD,
enfermedad renal poliquistica autosomica dominante; HLA, antigeno leucocitario humano;
DSA, anticuerpos donante especificos; PRA, panel reactive antibodies; CF-CM, Crossmatch de
citometria de flujo; mTORi, inhibidores de mTOR; DDKT, trasplante de rifion de donante
fallecido; DCD, donante tras muerte cardiaca; IglV, inmunoglobulina intravenosa
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3.2 Respuesta al tratamiento y supervivencia

Todos los pacientes recibieron tratamiento para el ABMR con una combinacion
de corticoides (100%), PE e IglV (95,7%) y rituximab (87,1%). Se intercambid

un volumen de plasma en cada sesién con una mediana de 5 [1] sesiones.

La respuesta global al tratamiento fue del 54,3%, con un aumento significativo
del FGe a los 6 meses después del tratamiento, la tabla 2 resume los cambios

en el FGe.

Los pacientes con un rechazo temprano (<6 meses desde el trasplante,
mediana 16 [21,5] dias) tuvieron una mejor respuesta que aquellos con un
rechazo tardio (mediana 25,9 [40] meses), respuesta del 67% frente a 23,5%
para rechazo temprano y tardio respectivamente, OR 0,15 [IC 95% 0,06 —
0,38], P <0,001.

Tabla 2. Creatinina, filtrado glomerular estimado y proteinuria tras el diagndstico de
ABMR.

Al diagnostico A los 6 meses Al seguimiento
aABMR (N =116) (N =98) (N=63) p*
Cr (mg/dL) 3,67 +1,97 2,31 +1,49 2,3+1,14 <0,001
FGe (mL/min) 25,21+ 16,3 37,63 +18,9 36,9 + 20 0,003
Proteinuria (mg/qg) 585 [980,5] 482 [1070] 437 [1194,5] 0,69

* Respecto a la linea de base. aABMR, rechazo activo mediado por anticuerpos; Cr,
creatinina sérica; eGFR, filtrado glomerular estimado.

La pérdida del injerto global al afio del rechazo y durante todo el seguimiento
fue del 32,8% y del 38,8%, respectivamente y el fracaso del injerto censurado
por mortalidad para los mismos puntos de tiempo fue del 25,9% y el 31%

respectivamente.

La presencia de DSA en el momento del diagndstico no se asocio con una peor

supervivencia del injerto (p = 0,15).
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Los hallazgos histopatologicos al momento del diagnéstico de ABMR y en las

biopsias de seguimiento se resumen y comparan en la Tabla 3.

Tabla 3. Hallazgos histopatologicos segun clasificacién de Banff en biopsias de
diagndstico y control.

At diagnosis Control Biopsy P
(n=116) (n=90)
g 0,84 £ 0,95 0,88 + 1,06 0,98
ptc 1,43+0,94 0,99+ 1,01 0,001
MVI (g+ptc) 2,27 +£1,35 1,87 +1,78 0,02
t 0,45 + 0,82 0,24 +£ 0,57 0,03
i 0,68 £ 0,91 0,46 £ 0,77 0,01
ti 0,53+0,8 0,53+0,78 0,4
v 0,2+0,56 0,03+0,23 0,002
mm 0,09 £ 0,31 0,2+0,56 0,075
ah 0,31+0,7 0,42 +£0,72 0,21
cg 0 0,19 £ 0,47 <0,001
Ci 0,65 + 0,76 1,07 + 0,88 <0,001
ct 0,59 £ 0,73 1,06 £ 0,83 <0,001
cv 0,61 + 0,75 0,81+ 0,85 0,16
C4d 95 (82) 65 (56) <0,001
IFTA 0,54 + 0,69 0,81 +0,98 0,009

Los resultados se muestran como media + DE o frecuencias absolutas (%) para las variables
cuantitativas y cualitativas, respectivamente. g, glomerulitis; ptc, capilaritis peritubular; t,
tubulitis; i, inflamacidn intersticial; ah, hialinosis arterial; cg, glomerulopatia por trasplante; ci,
fibrosis intersticial; ct, atrofia tubular; IFTA, fibrosis intersticial + atrofia tubular; cv,
engrosamiento de la intima fibrosa vascular.

La Tabla 4 resume las asociaciones de las caracteristicas histolégicas al
diagnostico y en la biopsia de seguimiento con la pérdida del injerto al afio y

durante el seguimiento.

La presencia de tubulitis al momento del diagnostico del rechazo se asocié con
un mayor riesgo de pérdida del injerto al afio (OR 1,79 [IC 95% 1,05 - 3,06], P =
0,03) y en el seguimiento (HR 2,10 [IC 95% 1,04 - 4,26], P = 0,04).
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La combinacion de fibrosis intersticial y atrofia tubular (IFTA) y la coexistencia

de un rechazo mediado por células T (TCMR) se asociaron con un mayor

riesgo de pérdida del injerto durante el seguimiento (HR 1,62 [95% 1,09 - 2,40],
P =002y HR 248 [IC 95% 1,07 - 5,76], P = 0,03 para IFTA y TCMR,

respectivamente).

Tabla 4. Criterios de Banff en relacion al fracaso del injerto censurado por muerte

Perdida del injerto censurada por mortalidad

Biopsia diagnéstico aABMR

A un afio de seguimiento

Seguimiento total

(n=116) OR (95% CI) p HR (95% CI) p-valor
Glomerulitis >1 0,73 (0,39 - 1,36) 0,31 0,92 (0,64 - 1,34) 0,68
Capilaritis peritubular >1 1,84 (1,01 - 3,35) 0,047 1,76 (0,68 - 4,56) 0,25
MVI>1 2,04 (0,54 - 7,66) 0,29 1,19 (0,93 - 1,51) 0,16
Tubulitis >1 1,79 (1,05 - 3,06) 0,03 2,10 (1,04 - 4,26) 0,04
Inflamacion vascular >1 0,72 (0,22 - 2,32) 0,57 ,76 (0,23 - 2,50) 0,65
TMA >1 1,27 (0,14 - 11,60) 0,83 ,82 (0,11 - 6,02) 0,85
Inflamacion total >1 1,32 (0,46 - 3,85) 0,6 1,07 (0,66 - 1,74) 0,78
NTA (si) 0,49 (0,13- 1,84) 0,29 0,80 (0,38- 1,67) 0,55
C4d positivo(si) 0,95 (0,25 - 3,69) 0,94 1,23 (0,42 - 3,57) 0,71
IFTA (si) 3,10 (1-9,64) 0,05 1,62 (1,09 - 2,40) 0,02
DSA positivo 0,68(9,2-2,3) 0,53 0,74 (0,36 - 1,5) 0,4
Rechazo celular (si) 1,5(0,39 - 6,2) 0,46 2,48 (1,07 - 5,76) 0,03

Perdida del injerto censurada por mortalidad

Biopsia de seguimiento

A un afio de seguimiento

Seguimiento total

(n=290) OR (95% CI) p HR (95% CI) p-valor
Glomerulitis >1 1,20 (0,37 - 3,89) 0,76 2,54 (1,17 — 5,49) 0,02
Capilaritis peritubular >1 4,83 (1,00- 23,25) | 0,049 2,99 (1,27 - 7,07) 0,01
MVI >1 1,73 (0,52 - 5,76) 0,37 4,50 (1,35 - 14,96) 0,01
Tubulitis >1 1,85 (0,79 - 4,31) 0,15 2,88 (1,24 - 6,69) 0,01
Inflamacion vascular >1 1,09 (0,21 - 5,60) 0,99 0,85 (0,26- 2,83) 0,79
TMA >1 11,41 (2,54 - 51,31) | 0,001 3,70 (1,50 - 9,15) 0,005
Inflamacion total >1 3,14 (0,93-10,56) | 0,06 4,56 (1,53-13,56) | 0,006
NTA (si) 8,11 (1,72-38,19) | 0,008 | 4,56(1,53-1356) | 0,006
C4d positivo(si) 2,34 (0,48-11,42) | 0,29 1,77 (0,60 - 5,19) 0,29
GT (si) 472 (1,27-17,61) | 0,02 2,24 (1,33 -3,77) 0,002
IFTA (si) 1,43 (0,81 - 2,52) 0,21 1,62 (1,14 - 2,32) 0,008
DSA positivo 0,63 (0,16 - 2,47) 0,75 0,72 (0,32 - 1,62) 0,43
Rechazo celular (si) 1,6 (0,22 - 3) 0,63 3 (1,06 - 8,8) 0,039

Los resultados se muestran como media *

DE. MVI Inflamacién microvascular, MAT

microangiopatia trombdtica, NTA necrosis tubular aguda, GT glomerulopatia del trasplante,

IFTA: fibrosis intersticial y atrofia tubular, DSA Anticuerpos donante especificos.
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3.3. Impacto de la inflamacion persistente en biopsias de control

Se realiz6 una biopsia de seguimiento después del tratamiento del aABMR en
90 pacientes (77,6%), con una mediana de tiempo desde el tratamiento de 2 [4]
meses. En general, hubo una disminucion significativa de la inflamacién y un
aumento de los parametros de cronicidad entre la biopsia inicial y la de

seguimiento, Tabla 3.

De los 90 pacientes re-biopsiados, el 51% (n = 46) presento respuesta clinica
al tratamiento del ABMR, con mejoria o estabilizacion de la funcion renal,
aunque el 71% (n = 64) persistio con un MVI = 1 y el 50% (n = 45) con un MVI
= 2. De los 46 pacientes con mejoria en la funcion del injerto, el 56% (n = 26)
tuvieron persistencia de un MVI = 1. No hubo diferencias estadisticamente
significativas en las caracteristicas basales entre los pacientes con y sin MVI
persistente (Tabla 5). El tiempo entre el trasplante de rifién y la biopsia del
injerto fue similar entre los pacientes con y sin persistencia de la inflamacion en
las biopsias de seguimiento (p = 0,23) también la presencia de DSA fue similar

entre los dos grupos (P = 0.09).

La supervivencia del injerto renal, censurado por muerte, fue significativamente
menor en los casos de inflamacién microvascular persistente, Log-Rank 0,002,
Figura 2A-C. En el andlisis de regresion de Cox, la persistencia de lesiones
inflamatorias agudas en las biopsias de seguimiento (glomerulitis, capilaritis
peritubular, MVI, tubulitis, necrosis tubular aguda y microangiopatica
trombdtica), aumento significativamente el riesgo de pérdida del injerto renal a
lo largo del seguimiento (Tabla 4). Ademas, la presencia de necrosis tubular
aguda y microangiopatica trombatica se asociaron con pérdida del injerto al afio
del tratamiento del ABMR.
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Sobrevida del injerto (%)
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Figura 2. Supervivencia del injerto, censurada por mortalidad, en relacion a la

inflamacién microvascular. MVI inflamacién microvascular, g glomerulitis, ptc capilaritis

peritubular.

De los 64 pacientes con MVI persistente, 24 (37,5%) fueron tratados

nuevamente con una combinacién de rituximab (n = 5) y RP (n = 19). La

supervivencia del injerto renal, censurada por mortalidad, fue significativamente

mayor para los pacientes con MVI persistente en la biopsia de control que
fueron re-tratados (95%, 73% vs 75%, 50%, a 1, y 5 afios después del

retratamiento), P = 0,04, Figura 3. También en el analisis de Cox, el

retratamiento para aquellos pacientes con MVI persistente se asocié con un
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menor riesgo de pérdida del injerto (HR 0,40 [IC del 95%: 0,16 - 0,99]), P =
0,048.

Sobrevida del injerto censurada por mortalidad segun
retratamiento en MVI persistente
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Figura 3. Supervivencia del injerto, censurada por mortalidad, en los pacientes con

persistencia de MVI con y sin retratamiento

Se observo tubulitis en el 19% (n = 17) de las biopsias de control, de las cuales
13 no cumplian criterios de diagnéstico de TCMR activo o cronico. Los
pacientes con t = 1 en las biopsias de control presentaron peor supervivencia
del injerto renal al afio (66% y 44%, p = 0,02) (Figura 4). Ademas, la

persistencia de la tubulitis en las biopsias de control aumenté significativamente
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el riesgo de pérdida del injerto renal (HR 2,88 IC del 95% [1,24 - 6,69], P =
0,01), Tabla 4.

Supervivencia del injerto por presencia de tubulitis en
biopsia control
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Figura 4. Supervivencia del injerto, censurada por mortalidad, en relacion a la

presencia de tubulitis en la biopsia de control.
3.4. Lesiones cronicas en biopsias de control

El presencia de glomerulopatia de trasplante (GT) (HR 2,24 [IC 95% 1,33 -
3,77], P = 0,002), e IFTA (HR 1,62 [IC 95% 1,14 - 2,32], P = 0,008) en biopsias

de control se asociaron con un aumento del riesgo de fallo del injerto renal
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durante el seguimiento. La GT también se asocidé con un mayor riesgo de
pérdida del injerto durante el primer afio tras el tratamiento (OR 4,72 [IC del
95%: 1,27 - 17,61], P = 0,02), Tabla 4.

3.5 Complicaciones infecciosas

Durante el afio afios siguientes al tratamiento con ABMR, 101 infecciones
requirieron ingreso hospitalario al menos 48 horas en 57 pacientes, lo que

supuso una tasa de infeccion de 0,87 infecciones / paciente tratado.

La presencia de comorbilidades se asocié al desarrollo de complicaciones
infecciosas que requirieron ingreso hospitalario. Un ICC = 4 se asocié con un
mayor riesgo de infecciones, OR = 4,2 (IC95% 1,79 - 9,81, p = 0,01).

Dado que la historia de inmunosupresién recibida puede relacionarse con el
desarrollo de infecciones intentamos encontrar una asociacion entre ellas. Los
siguientes items no se asociaron con el desarrollo de infecciones; el tiempo
transcurrido desde el trasplante hasta el tratamiento del rechazo (p = 0,72), la
induccion con timoglobulina (p = 0,31), la induccién con rituximab (p = 0,7), la
historia de trasplante renal previo (p = 0,58), ni tampoco la realizacién de un
retratamiento del ABMR (p = 0,31).

4. Comunicaciones surgidas de este objetivo:
Presentaciones a congresos:

e Retrospective analysis of kidney transplant recipients with antibody-
mediated rejection. Pifieiro GJ, De Sousa E, Rovira J, Villarreal J, Lozano
M, Cid J, Solé M, Jimenez M, Oppenheimer F, DiekmannF. 2017 BANFF -
SCT Joint Scientific Meeting (Poster communication).

e Retrospective Analysis of Kidney Transplant Recipients with Antibody-
Mediated Rejection.G. Pifieiro, E. Desousa, J. Villarreal, M. Lozano, J. Cid,
M. Sole, F. Oppenheimer, F. Diekmann. 2017 American Transplant

Congress Abstract number: B71
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5. Conclusion

El tratamiento para ABMR tiene una eficacia relativamente baja; sélo el 54,3%
de los pacientes present0 una estabilizacion o mejoria en la funcion del injerto
renal a los seis meses del ABMR. La efectividad del tratamiento varia segun el
tiempo de presentacion entre el trasplante y el rechazo; 67% vs. 23% en ABMR

temprano vs. tardio, respectivamente.

El 64 (71%) de los pacientes con biopsias de seguimiento persistian con
inflamacion microvascular y 17 (19%) con tubulitis.

La supervivencia del injerto censurada por muerte fue significativamente menor

en los pacientes con MVI y tubulitis persistente.

La persistencia de inflamacién en las biopsias de seguimiento después del

tratamiento del ABMR se asocia con un mayor riesgo de pérdida del injerto.

Los pacientes presentaron una tasa elevada de infecciones que requirieron

tratamiento hospitalario, 0,87 infecciones / paciente tratado.

La presencia de comorbilidades se asocio al desarrollo de complicaciones

infecciosas. Un ICC = 4 se asocio con un mayor riesgo de infecciones.

73| Pagina



Bibliografia

Objetivo 2

Caracterizar la eficacia y factores prondsticos del tratamiento con Rituximab,
IVIG y recambios plasméticos en el rechazo renal crénico activo mediado por

anticuerpos. Describir las complicaciones infecciosas en el post tratamiento.

1. Justificacion del objetivo:

El rechazo cronico activo mediado por anticuerpos (caABMR) es una de las
principales causas de fallo del aloinjerto renal en trasplantes de
rinon.(64,68) A pesar de su importancia clinica, la evidencia disponible
sobre el tratamiento del caABMR es escasa. De forma similar al tratamiento
del ABMR, muchos centros utilizan combinaciones de RP, IVIg y rituximab
para su tratamiento. Pero la evidencia actual es contradictoria.(124—
127,130) Por otro lado, las complicaciones infecciosas asociadas al

tratamiento son un aspecto a tener en cuenta.
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2. Material y Métodos
2.1. Disefio del estudio y poblacion de pacientes
Estudio retrospectivo longitudinal unicéntrico.

Criterios de inclusion:

a) Pacientes receptores de rifidn diagnosticados con rechazo crénico activo
mediado por anticuerpos (caABMR) desde el 1 de enero de 2006 hasta el
31 de diciembre de 2015.

b) Presencia de TG (cg = 1 en la clasificacion histopatoldégica de Banff)
coexistiendo con lesién microvascular (MVI) 22 (g + ptc = 2), con tincion
positiva de C4d o negativa en capilares peritubulares y anticuerpos donante

especificos (DSA) positivos 0 negativos.(196)

Grupo tratamiento: Todos los pacientes que recibieron tratamiento con RP, IBlg
y rituximab se incluyeron en el grupo de tratamiento.
Grupo control: Los pacientes que no recibieron RP, IVIg o rituximab, ya sea de

forma aislada o en combinacion, se incluyeron en el grupo control.

Variables del estudio

Variable principal:
Supervivencia del injerto censurada por mortalidad.

Variables secundarias:

Se incluyeron datos demogréficos, clinicos y indice de comorbilidad de
Charlson (ICC) al momento del diagndstico.(7) De acuerdo con otros grupos, el
ICC no se ajusto por edad, y la puntuacion minima de nuestros pacientes fue 0
(no se agregaron 2 puntos por insuficiencia renal).(200,201)

Se evalud la funcion renal y la proteinuria al diagnéstico de c-aABMR, 6 meses
antes del mismo y 6, 12, 24 meses después del diagnostico y al final del
seguimiento. La funcion renal se determin0 mediante la creatinina sérica y el
FGe. La proteinuria se evalué mediante el indice de proteinuria/creatinina.** Se

analizaron las infecciones que requirieron hospitalizacion al menos 48 h
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durante el primer afio tras el diagnostico de c-aABMR. Se registraron todos los

eventos adversos inmediatos, después de la infusion de IVIG, RP y Rituximab.

2.2. Diagndstico de rechazo crénico mediado por anticuerpos:

Las decisiones de realizar una biopsia renal diagnostica y de control, asi como
el tratamiento del paciente se basaron en el juicio clinico al momento del
diagnéstico de caABMR.

El diagnostico de caABMR se establecid siguiendo los criterios de Banff de
2017.(196)

La fecha en la que se realiz6 la biopsia diagnéstica se consideré como la fecha
de diagnostico del caABMR.

La presencia de DSA se prob6 mediante la prueba de microesferas de antigeno
aislado (LIFECODES® Single Antigen, Immucor, Georgia, EE. UU.). Un alelo
se considerd positivo si el MFI era superior a 1500 y 4 veces mayor que el

antigeno reactivo mas bajo del mismo locus.

2.3. Definicion de resultados

Nuestro resultado primario fue la supervivencia del injerto renal censurada por
muerte entre pacientes tratados con RP, 1VIg y rituximab (grupo tratamiento) y
el grupo control.

Los resultados secundarios se definieron como la funcion del injerto renal a los
seis meses y el seguimiento después del tratamiento con ABMR.

La funcion del injerto se evalu6 mediante la creatinina sérica, y el filtrado
glomerular estimado (FGe), segun la ecuacion la férmula Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD) vy la relacion proteina/creatinina en muestra puntual de
orina (UPCR).(198)

La supervivencia del paciente se definio como el ultimo dia de seguimiento o la
fecha de muerte. La falla del injerto renal se describié como un regreso a la

didlisis o un nuevo trasplante.

2.4. Descripcion del tratamiento
Los recambios plasmaticos (RP) se realizaron en separadores Cobe Spectra o
Spectra Optia (Terumo BCT, Lakewood, CO, EE. UU.) Utilizando albumina al
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5% (Albutein® 5%, Grifols, Espafia) como solucion de reemplazo. En cada
sesion se intercambié un volumen de plasma, como se ha reportado
previamente.(199) Cada dos RP se administré una dosis de IVIg de 200 mg/kg.
La dosis y el niumero de administraciones de rituximab y corticoides fue

decidido por el médico tratante al momento del diagnéstico de ABMR.
2.5 Andlisis estadistico

Los datos se describieron como media con desviacion estandar (DE) o error
estandar de la media (SEM), en el caso de presentacion gréfica para variables
cuantitativas y como frecuencias absolutas y relativas (%) para variables
cualitativas. Las comparaciones entre el grupo tratado y control se hicieron
mediante la prueba t, exacta de Fisher, o la prueba U de Mann-Whitney para
grupos independientes. Se utilizo Kaplan-Meier y la prueba Log-Rank para

analizar la supervivencia y comparar ambos grupos.

Realizamos una estimacion cruda del efecto del tratamiento sobre la evolucion
del FGe mediante el modelo de ecuacién de estimacion generalizada (GEE)
utilizando una matriz AR (1) para estimar la correlacién intraindividual. Estos
modelos incluyeron el efecto del tratamiento, el tiempo de seguimiento y su
interaccion con el tratamiento. Los modelos GEE del efecto del tratamiento se
ajustaron para factores confusionales dentro de los cuales se incluyeron a las

complicaciones infecciosas.

Se evalud el poder predictivo de los cambios de FGe (A de cambio) entre 6
meses antes del diagndstico y el momento del diagndstico. Se definié un punto
de corte utilizando el Cociente de probabilidad (LR +) definido como relacion
sensibilidad / (1-especificidad) de una curva ROC [ 22]. Se realiz6 una
estimacion del riesgo de pérdida del injerto a los 24 meses debido al
tratamiento o a un alto delta de cambio en el FGe calculando los odds ratios
(OR) vy sus intervalos de confianza al 95% a partir de modelos de regresion
logistica. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software IBM
SPSS Statistics V20.0 (IBM Corp, Armonk, NY, EE. UU. Todas las pruebas
fueron de bilaterales y el nivel de significancia se defini6 como un valor de P
<0,05.
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3. Resultados

La triple terapia, RP, IVIg y rituximab, no confiere proteccion a los pacientes
que presentan caABMR. Concretamente, no hubo diferencias significativas en
la supervivencia del injerto entre los dos grupos. El numero de pérdidas del
injerto a los 12 y 24 meses y la disminucion de la FGe no fueron diferentes ni
independientes del tratamiento.

Las infecciones que requirieron hospitalizacion durante el primer afio después
del diagndstico de caABMR fueron significativamente mas frecuentes en los
pacientes tratados (OR = 4,22; P = 0,013), con una relacion infeccion /
paciente-afo de 0,65 y 0,20 respectivamente.

Se identific6 un marcador prondstico para la pérdida del injerto,
independientemente de la actuacion médica tras el diagnéstico caABMR.
Aquellos pacientes que presentaban una disminucién de la FGe = 13 ml / min
entre los 6 meses previos y el diagnoéstico de caABMR, tenian mayor riesgo de
pérdida del injerto a los 24 meses (OR =5; P = 0,01).

4. Comunicaciones surgidas de este objetivo:

Presentaciones a congreso:

e Pineiro GJ, Rovira J, De Sousa-Amorim E, Solé M, Revuelta |, Cid J, Lozano M, Palou
E, Campistol JM, Oppenheimer F, Diekmann F. Treatment of active chronic
antibody-mediated rejection: dangerous and useless? 2017 ESOT congress.

e Piieiro G., Rovira J., De Sousa-Amorim E., Villarreal J., Sole M., Revuelta I., Lozano
M., Palou E., Oppenheimer F., Campistol J., Diekmann F. Treatment of Active
Chronic Antibody-Mediated Rejection with Rituximab, IVIG and Plasma Exchange
2018 American Transplant Congress (Oral presentation). Am J Transplant. 2018;18

(suppl 4).
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/ Rituximab, plasma exchange and immunoglobulins: an ineffective treatment for \

chronic active antibody-mediated rejection.

Gaston J Pifieiro, Erika De Sousa-Amorim, Manel Solé, José Rios, Miguel Lozano,
Frederic Cofan, Pedro Ventura-Aguiar, David Cucchiari, Ignacio Revuelta, Joan Cid,
Eduard Palou, Josep M Campistol, Federico Oppenheimer, Jordi Rovira & Fritz
Diekmann.

BMC Nephrol 19, 261 (2018). https://doi.org/10.1186/s12882-018-1057-4

o %

5. Conclusiones

El tratamiento del caABMR, con RP, IVIg y rituximnab, no mejor6 la

supervivencia del injerto y se asocié con un aumento significativo de

complicaciones infecciosas graves.

L “Pifleiro, G.J., De Sousa-Amorim, E., Solé, M. et al. Rituximab, plasma
exchange and immunoglobulins: an ineffective treatment for chronic active
antibody-mediated rejection. BMC Nephrol 19, 261 (2018).
https://doi.org/10.1186/s12882-018-1057-4".
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Abstract

graft loss in long-term kidney transplants.
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Background: Chronic active antibody-mediated rejection (c-aABMR) is an important cause of allograft failure and

Methods: To determine the efficacy and safety of combined therapy with rituximab, plasma exchange (PE) and
intravenous immunoglobulins (IVIG), a cohort of patients with transplant glomerulopathy (TG) that met criteria of
active cABMR, according to BANFF'17 classification, was identified.

Results: We identified 62 patients with active c-aABMR and TG (cg 2 1). Twenty-three patients were treated with the
combination therapy and, 39 patients did not receive treatment and were considered the control group. There were no
significant differences in the graft survival between the two groups. The number of graft losses at 12 and 24 months and
the decline of eGFR were not different and independent of the treatment. A decrease of eGFR=13 ml/min between

6 months before and c-aABMR diagnosis, was an independent risk factor for graft loss at 24 months (OR =5; P =0.01).
Infections that required hospitalization during the first year after c-aABMR diagnosis were significantly more frequent in
treated patients (OR=4.22; P =0.013), with a ratio infection/patient-year of 0.65 and 0.20 respectively.

Conclusions: Treatment with rituximab, PE, and IVIG in kidney transplants with c-aABMR did not improve graft survival
and was associated with a significant increase in severe infectious complications.

Trial registration: Agencia Espafola de Medicametos y Productos Sanitarios (AEMPS): 14566/RG 24161. Study code: UTR-

Keywords: Kidney transplantation, Transplant glomerulopathy, Chronic active antibody-mediated rejection,

Background

Chronic active antibody-mediated rejection (c-aABMR) is
a major cause of renal allograft failure in kidney trans-
plants [1, 2]. Transplant glomerulopathy (TG), one of the
histological features of c-aABMR, results from continuous
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endothelial injury and repair processes, leading to patho-
logical multi-layering of the glomerular basement mem-
brane [3]. The prevalence of TG increases over time after
transplantation and has been associated with reduced allo-
graft outcomes, with a mean allograft survival of 2 years
after diagnosis [2, 4—6].

Despite its clinical significance the available evidence
on treatment of c-aABMR with TG is scarce. Similar to
the treatment of active antibody-mediated rejection,
many centers use combinations of plasma exchange
(PE), immunoglobulin (IVIG) and rituximab (RTX)
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therapy for c-aABMR. Small and retrospective series of
cases reported a slight improvement in patients with
c-aABMR under IVIG and rituximab treatment [7-10].
In contrast, in two recent patients series, improve-
ments of graft survival were not observed when com-
paring untreated with treated patients, whereas
treated patients suffered a higher incidence of compli-
cations and adverse effects [11, 12]. However,
untreated groups were small in both studies.

Recently in a randomized trial, the efficacy of rituximab
and IVIG vs. placebo was tested in 24 patients with TG and
DSA. There was no difference in eGFR decline. Unfortu-
nately the study was underpowered, because the recruit-
ment was stopped early due to low inclusion rate [13].

In the present study, we retrospectively reviewed 62
patients with c-aABMR and TG to determine the effi-
cacy and safety of the combined therapy of RTX, PE,
and IVIG.

Methods

Study population

We retrospectively reviewed our pathology database
between 2006 and 2015, identified all patients with TG
(cg>1 in the Banff histopathological classification) and
re-evaluated them according to Banff 2017 classification
criteria [3].

The inclusion criteria were the coexistence of c-aABMR
TG with microvascular injury (MVI) >2 (g + ptc > 2), with
positive or negative C4d staining in peritubular capillaries
and positive donor-specific antibodies (DSA). The patients
with compatible histology, but negative DSA were in-
cluded in the analysis as suspicious of c-aABMR. Also, TG
plus positive C4d or TG with MVI =1 plus positive DSA
were included. The presence of concomitant cellular rejec-
tion required at least g of 1.

The decisions to perform a renal biopsy and patient
treatment were based on the clinical judgment at
c-aABMR diagnosis.

Every patient who received treatment with RTX, IVIG,
and PE after diagnosis of c-aABMR was included in the
treatment group. Patients who did not receive RTX,
IVIG neither PE, alone or in combination, were included
in the control group.

PE was performed in Cobe Spectra or Spectra Optia
separators (Terumo BCT, Lakewood, CO, USA) using
5% albumin (Albutein® 5%, Grifols, Spain) as a replace-
ment solution. One plasma volume was exchanged in
each session as previously reported [14].

The primary endpoint was graft survival. Secondary
endpoints were the evolution of glomerular filtration
rate and complications related to treatment.

The Institutional Ethics Committee approved the
study. The registration number was 14,566/RG 24161
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(Agencia Espariola del
Sanitario, AEMPS).

Medicamento y Producto

Clinical data

The clinical characteristics, immunosuppression, and
treatment were analyzed at the time of c-aABMR
diagnosis and in the follow-up period. We assessed
Charlson comorbidity index (CCI) at diagnosis of
c-aABMR [15]. In accordance with other groups, CCI
was unadjusted for age, and the minimum score of our
patients was 0 (2 points for renal insufficiency were not
added) [16-19].

We assessed renal function and proteinuria at
c-aABMR diagnosis, 6 months before and 6, 12,
24 months after diagnosis and at the end of follow-up.
Renal function was determined by serum creatinine and
by estimated glomerular filtration rate (eGFR) using the
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) formula
[20]. Proteinuria was evaluated using the proteinuria/
creatinine index [21].

Serum samples obtained at the moment of transplant-
ation and rejection were screened for HLA class I and II
antibodies using the Lifecodes LifeScreen Deluxe flow
bead assay (Immucor, Stamford, CT, USA). Antibody
specificities were determined using the Lifecodes Single
Antigen bead assay (Immucor, Stamford, CT, USA) in
patients with positive HLA antibodies.

Infections that required hospitalization at least 48 h
during the first year after c-aABMR diagnosis were ana-
lyzed. All immediate adverse events (AE), after IVIG, PE
and RTX infusion were registered.

Statistical analysis

Data were described as mean with standard deviation
(SD) or standard error of the mean (SEM), in case of
graphical presentation for quantitative variables and as
absolute and relative (%) frequencies for qualitative
variables. Group comparisons between patients with
or without the intake of rituximab were made by
Fisher’s exact, t-test or Mann Whitney U test for
independent groups. Kaplan-Meier and comparison
between both groups were made using Log-Rank test,
considering non-related death as censure. We per-
formed a crude estimation of the effect of treatment
on the evolution of eGFR by generalized estimating
equation (GEE) model using an AR(1) matrix to esti-
mate the intra-subject correlation. These models
included treatment effect, time of follow-up and their
interaction with treatment. GEE models of treatment
effect were adjusted for confounding factors including
infectious disease. As a useful clinical evaluation of
prediction values of change of eGFR (A of change)
from 6 months before to rejection, we proposed a cut-
off using the Likelihood Ratio (LR") defined as ratio
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sensitivity/(1-specificity) from a ROC curve [22]. Esti-
mation of risk of graft loss at 24 months due to treat-
ment or a high delta of change of eGFR was
performed calculating odds ratios (OR) and their con-
fidence intervals at 95% (CI 95%) from logistic regres-
sion models. All statistical analyses were performed
using IBM SPSS statistics V20.0 software (IBM Corp,
Armonk, NY, USA). Two-sided P-values <0.05 were
used to indicate statistical significance.

Results

Sixty-two patients with TG (cg>1) and diagnosis of
active c-aABMR according to Banff 2017 classification,
were retrospectively identified and included in the study.
Twenty-three received treatment with RTX, IVIG, and
PE, whereas 39 did not receive additional treatment and
were considered the control group. The median length
of follow-up was 27 months.

In all patients but one, the indication of graft biopsy
was in the context of deterioration of renal function or
proteinuria (>1 g/day). In the remaining patient, the
biopsy was performed as follow-up biopsy after border-
line rejection.

Table 1 summarized the demographic and clinical
characteristics at the time of c-aABMR diagnosis. At the
time of c-aABMR diagnosis, treated patients were
significantly younger than those not treated 43.6 + 13.2
vs. 53.6 £ 16.1 years (P =0.008). However, CCI was not
different between groups. In the two groups, the
immunosuppressive regimens were similar (Table 1).

Type of donor and prior kidney transplants were not
statistically different between both groups (Table 1).
Mean donor age was lower in the treated group 43.05 +
15.69 vs. 50.89 + 11.99 years (P = 0.035).

Treatment

In all treated patients RTX was initiated between one
and 3 weeks after c-aABMR diagnosis. 82.6% of patients
treated with RTX received two doses with a mean cumu-
lative dose of 1008 + 342 mg.

The mean number of PE sessions was 5.8 + 0.38, and
mean total processed volume was 24.2 + 5.4 L. The dose
of IVIG was 200 mg/kg, after every second PE.

In the control group, six patients presented concomi-
tant acute cellular rejection and were treated with
corticoids.

Graft survival censoring death was not different be-
tween both groups (Fig. 1), Log Rank P =0.92. The pro-
portion of graft loss at 12 and 24 months after c-caABMR
diagnosis in treated and control groups was not statisti-
cally significant, 7 patients (30%) vs. 8 patients (34.7%)
and 8 (34.7%) vs.13 (33.3%) respectively.

Page 3 of 9

Patient survival

Four patients died in the treated group, two of sepsis (10
and 45 months after the initiation of treatment) and two
of sudden death at home (3 and 64 months after
c-aABMR treatment). None of the patients in the
control group died.

Kidney function, proteinuria, and presence of DSA

The mean eGER at diagnosis of c-aABMR and 6 months
before was not different between groups (Table 1 and
Fig. 2a). Also, proteinuria at diagnosis was similar in
both groups (Table 1).

The mean eGFR at 6, 12 and 24 months in treated and
control patients was not different (Fig. 2a). Even if we
split according to graft outcome eGFR follow-up was
similar between treated and control patient. (Figs 2b and
Additional file 1: Figure S1).

An elevated AeGFR (eGFR 6 months before diagno-
sis — eGFR at diagnosis of cABMR) was related to
graft loss during the first 24 months after diagnosis.
A proposed cut of 13 ml/min in AeGFR was obtained
from ROC analysis with LR"=3.34. A decrease of
eGRF of 13 ml/min or more was an independent
indicator of graft loss in the first 24 months with
OR=5 (95% CI=15-16.9; P=0.01). The impact of
AeGEFR was influenced neither in magnitude or statis-
tical significance in a multivariate approach, adjusted
by treatment (Table 2). Also proteinuria higher than
2.5 g/day (LR"=3.6), adjusted for treatment, was
associated with loss of graft at 24 months in both
groups (OR =3; 95% CI=1.22-7.37; P =0.016).

We have evaluated the impact of treatment on the
deterioration of renal function in a longitudinal model
analysis (Fig. 3), showing that the impairment of eGER is
independent of the treatment in a crude estimation
model. Also, we evaluated the impact of treatment
adjusted by possible confounding factors such as age,
Charlson’s index, graft loss, IFTA, microvascular inflam-
mation (MVI), transplant glomerulopathy (TG), glomer-
ulitis and peritubular capillaritis scores, proteinuria or
presence of infections. However, the decrease in eGFR
remains independent of the treatment (Fig. 3).

Proteinuria was not different in both groups at 6 and
12 months, mean 1.8+1.2 vs. 1.7+£1.5 and 1.7+1 vs.
1.8+ 1.8 g/g (P =0.9) creatinine respectively.

Anti-HLA antibodies were more prevalent in the
treated patients, but no difference was observed in de
novo DSA prevalence (P=0.03 and 0.17 respectively).
Regarding the DSA class, 22% were class II, 33,3% class I
and, 44,4% class I and II.

The positivity of DSA and anti-HLA antibodies were
not associated with worse graft survival at 24 months in
our series (P =0.06 and 0.65 respectively).
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Table 1 Demographic and clinical characteristics
Treatment Control P value
(N =23) (N =39

Dialysis vintage (months) 326+242 413+387 037
Donor Age 43.05+15.69 5089+ 11.99 0.008
Donor type (Living donor) 9 (39.1%) 12 (30.7%) 0.5
First kidney transplant 13 (56.5%) 27 (69.2%) 0.31
HLA mistmatch (A, B, DR) 32711 38+15 0.12
Desensitization (PE + RTX) 1 (4.34%) 1 (2.56%) 0.7
Induction (Yes) 16 (69.56%) 30 (76.92%) 0.52

Thymoglobulin / ATG 10 (43.48%) 15 (3846%) 0.7

Basiliximab 3 (13.04%) 13 (33.3%) 0.8

Other 3 (13.04%) 2 (5.12%) 03
IS at time of transplantation n (%)

Tacrolimus + MMF/MPA + PDN 12 (52.2%) 24 (58.9%)

Cyclosporine + MMF/MPA + PDN 3 (13.04%) 5(12.82%)

Cyclosporine + PDN 5(21.74%) 3 (7.69%)

mTORi + MMF/MPA + PDN 1 (4.35%) 5 (12.82%)

Tacrolimus + mTORi + PDN 1 (4.35%) 1 (2.56%)

Cyclosporine + mTORi + PDN 1 (2.56%)

Cyclosporine + Azathioprine + PDN 1 (4.35%)
Previous treated rejections of this allograft

Cellular rejection 6 (26.1%) 10 (25%) 0.97

Humoral rejection 7 (30.4%) 6 (15.38%) 0.26
At the time of c-aABMR diagnosis

Sex (Female/Male) 8/15 14/25 092

Age (years) 4359+132 53.6£16.1 0.013

Charlson comorbidity index (CCl) 083+ 1.1 097 +1.27 0.7

Time KT to active c-aABMR (months) 922+75 933 +55.1 0.67

eGFR (mL/min) at c-aABMR diagnosis 309+ 135 334+116 045

eGFR (mL/min) 6 months before cABMR 40+ 11 429+10.2 03

Proteinuria (mg/g) at c-aABMR diagnosis 2286 +2248 1763 + 1427 0.31
DSA (+) 6/9 3/ 11 0.17
Anti-HLA Antibodies (+) 13/ 16 19737 0.041
IS at time of c-aABMR diagnosis n (%)

PDN + other IS 17 (73.9%) 22 (55%)

Tacrolimus + MMF/MPA + PDN 9 (39.1%) 17 (42.5%)

mTORi + MMF/MPA + PDN 2 (8.69%) 7 (17.5%)

Cyclosporine + MMF/MPA + PDN 4 (17.39%) 6 (15%)

Tacrolimus + PDN 3 (13.04%) 4 (10%)

MMF/MPA + PDN 1 (4.34%) 3 (7.5%)

Cyclosporine + PDN 2 (8.69%) 2 (5%)

Tacrolimus + mTORi + PDN 1 (4.34%) 1 (2.5%)

Cyclosporine + mTORIi 1 (4.34%)

Results are shown as mean + SD or absolute frequencies (%) for quantitative and qualitative variables respectively. GFR glomerular filtrate rate, KT kidney
transplant, IS immunossupression, mTORi mammalian target of rapamycin inhibitor, MMF/MPA mycophenolate mofetil or mycophenolic acid, cABMR chronic

antibody-mediated rejection; PDN, prednisone, RTX Rituximab
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Fig. 1 Renal allograft survival censoring death after c-aABMR diagnose.
Treatment: patients under rituximab-containing treatment (yes), control
patient group (no). Chronic active antibody-mediated

rejection (c-aABMR)

Histological features

The time between renal transplantation and graft biopsy
was similar in treated and control patients, 92.2 + 75 and
93.3 + 55 months respectively (P = 0.94).

At diagnosis, histologically acute inflammatory and
chronic lesions related to c-aABMR and TG were similar
in both groups (Table 3). Transplant glomerulopathy
and IFTA were similar in treated and control patients,
174 +0.83 vs. 1.83+0.77 (P=0.54) and 1.61 +0.78 vs.
1.83 £ 0.84 (P =0.27) respectively. The presence of IFTA
> two was associated with graft loss at 24 months,
(OR =4.7; 1.19-18.5; P = 0.02).

C4d deposition was more frequent in treated patients
19 (82.6%) vs. 17 (43.6%) (P=0.001). The positivity of
C4d, the severity of MVI (g + ptc) and TG degree were
not associated with graft loss or worse survival.

Ten of the 23 treated patients had post-treatment
follow-up biopsies within the first year after treatment
with persisting active c-aABMR in all ten biopsies.

Adverse events
Infections that required hospitalization at least 48 h
were more common in treated than non-treated patients
during the first year after c-aABMR diagnosis, 15 vs. 8
(OR =4.22; 95% CI = 1.37-13.1; P = 0.012), this reflects a
ratio of infection/patient per year of 0.65 and 0.25 in
treated and control patients respectively.

Infections were respiratory (8), urinary tract (6), cuta-
neous and mucosal (3), abdominal (4), disseminated zos-
ter (1), and sepsis (1). The microbiological isolation was

a
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Fig. 2 Estimated glomerular filtrate rate (eGFR) follow-up before and
after c-aABMR diagnose. a eGFR evolution of treated and control
patient groups. b eGFR evolution according to graft outcome in
both groups. Chronic active antibody-mediated rejection (c-aABMR)
J

negative in 12 cases, 3 Pseudomonas aeruginosa, 2
Cytomegalovirus, 1 Klebsiella pneumoniae, 1 Escherichia
coli, 1 Enterococcus faecalis, 1 Campylobacter jejuni and
1 Herpes Zoster virus.

A CCI of 3 was associated with more infectious com-
plications in the control group (OR =8.7; 95% CI = 1.15—
65.9; P=0.036), but not in the treated patients (P =
0.16). Related to adverse reactions in PE sessions or
RTX infusion, only one patient developed tetany related
to hypocalcemia.

Table 2 Risk of graft loss at 24 months according to AeGFR
and treatment

OR& (95% Cl)  Pvalue Model
Change in AeGFR > 13 ml/min 5 (1.5 - 16.9) 0.006 Univariate
Treatment 1.2 (04 - 3.5) 0.736 Univariate
Change in AeGFR > 13 ml/min 5 (1.5 - 16.9) 0.006 Multivariate
Treatment 1.1 (03 -34) 0.897

AeGFR eGFR six months before diagnosis - eGFR at diagnosis of c-aABMR
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Discussion
In this study, treatment with rituximab + IVIG and PE
was not associated with improved graft survival when
compared with the control group. On the other hand,
the incidence of infections requiring hospitalization
within 1 year after treatment was more than doubled in
the treated group.

Chronic antibody-mediated damage is the main limita-
tion for long-term graft survival, but currently, only
scarce data are available about the treatment of active

c-aABMR with TG. In small retrospective series of cases,
the partial effectiveness of RTX and IVIG has been re-
ported [7-10]. Rostaing et al. reported 14 patients with
TG treated with RTX and steroids showing stabilization
or improvement of renal function in seven patients. Four
patients (28.5%) presented severe infections in the first
year after treatment [23].

A prospective study in 20 pediatric patients with
c-aABMR treated with one dose of RTX and a high dose
of IVIG reported good response in all the patients
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Table 3 Banff histopathological features at diagnosis of cCABMR

Treatment Control P value

(N=23) (N=39)
MVI (g+tc) 278 £1.35 287 £ 1.36 0.67
i 06 +£0.78 0.56 = 0.65 0.95
t 0.17 £ 049 0.25 + 0.69 097
g 1.52 + 094 14+ 094 0.63
ptc 126 £ 0.86 14 £0.79 04
ah 143 +1.04 138+ 1.1 091
cg 174 £ 0.83 183 +0.77 0.54
Ci 1.52 £ 0.79 1.83 £ 088 0.17
ct 156 £ 0.73 1.67 = 0.89 0.62
IFTA 161 +0.78 183 + 0.84 027
v 1.17 £0.83 139 £ 087 046
C4d deposition 19 (82.6%) 17 (43.6%) 0.01
acute cellular rejection 0 6 0.05

Results are shown as mean + SD or absolute frequencies (%) for quantitative
and qualitative variables respectively. i interstitial inflammation, t tubulitis, g
glomerulitis, ptc peritubular capillaritis, ah arterial hyalinosis, cg transplant
glomerulopathy, ci interstitial fibrosis, ct tubular atrophy, IFTA interstitial
fibrosis + tubular atrophy, cv vascular fibrous intimal thickening

without TG, but only in 45% of the patients with TG
[10]. The response was defined as a reduction in the
decline of GFR of 30%.

In another retrospective series of 31 patients with
c-aABMR and TG treated with RTX (# =14) vs. no
treatment (n =17), only eight patients responded to
treatment [24]. The response was defined as a decline or
stabilization of serum creatinine for at least 1 year.

These studies highlight the importance of TG as a
marker of chronic damage and a poor prognosis. On the
other hand, efficacy was based on graft function
stabilization, which is difficult to distinguish from the
natural history of the disease in the absence of an un-
treated control group. Indeed, in our control group,
some patients stabilized their renal function. As in other
reported series, the evolution of these patients is hetero-
geneous in both groups, which highlights the importance
of having a control group in future studies.

Other recent studies reported that RTX treatment did
not improve graft survival compared to an untreated
group. Moreover, a higher incidence of adverse effects
was detected in the treatment groups [11, 12]. How-
ever, the untreated groups were small in both studies,
and they did not evaluate the combination of RTX,
PE, and IVIG.

We performed the analysis using two comparable co-
horts. Also, c-aABMR treatment was homogeneous.

The decision to treat was based on individual clinical
judgment and seems to be influenced by the perception
of a better performance status of the patient, younger
age, younger donor and less risk of infections. However,
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even with this potential positive selection bias, severe in-
fections were more frequent in treated patients than in
the older control group. In fact, the CCI was similar in
both groups but was only associated with more infec-
tions in the control patients.

On the contrary with results presented in other studies
[10], the severity of transplant glomerulopathy, (cg)
score, was not associated with worse survival or loss of
the graft at 24 months. Probably TG indicates a late
non-reversible manifestation of antibody-mediated pro-
cesses. Ten patients had a control biopsy after treatment,
none presented improvement of TG.

In contrast with our data Kahwaji et al. suggest that
patients with a high ptc and MVI scores may benefit
from treatment with IVIG and RTX. But this was a trend
that was not statistically significant [12]. Similar to our
findings the authors did not find C4d positivity to be as-
sociated with worse graft outcomes, which is in contrast
to the previous reports [5, 25-29].

A low eGFR at diagnosis is associated with graft loss
at 24 months [11, 12]. We postulate that AeGFR, be-
tween 6 months before rejection and the time of diagno-
sis of rejection, 213 ml/min is more helpful to identify
the patients with worse graft survival at 24 months.

In an observational study, 114 consecutive kidney
transplant patients with c-:ABMR were treated with ste-
roids and IVIG. Three-fourths of patients lost their kid-
ney grafts with a median survival of 1.9 years. The
addition of rituximab or thymoglobulin in 40% of pa-
tients did not improve graft survival [30].

Recently a Spanish multicenter randomized trial has
been performed in order to analyze the efficacy of rituxi-
mab and IVIG vs. placebo in 24 patients with TG and
DSA positivity (12 placeboes vs. 12 treatments) [13]. The
primary outcome was the difference in the decline of
eGFR at 12 months. In concordance with our study,
there was no difference in eGFR decline. Unfortunately,
the study was stopped, after recruiting only 50% of the
minimal sample calculated, due to low inclusion rate,
and was underpowered, thus, highlighting the difficulty
for prospective studies in this area.

Another strategy includes the use of bortezomib, a
proteasome inhibitor. Recently a randomized trial has
been presented comparing bortezomib treatment vs. pla-
cebo in late ABMR, which included 28 patients with
cABMR. Bortezomib treatment failed to induce a rever-
sal in decline of eGFR, DSA changes or morphologic
and molecular features of disease activity in follow-up
biopsies. In this trial, treatment was associated with sub-
stantial toxicity [31].

Given the poor results and the higher incidence of
infectious complications, the unmet need is to improve
diagnosis and enhance treatment options. Use of elec-
tron microscopy to detect early forms of TG (cg = 1a) or
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increased expression of gene transcripts indicative of
endothelial injury might be helpful to improve graft
survival.

New therapeutic options with more potent and less
toxic immunosuppressive drugs or alternative immuno-
logical interventions are required. In this regard, two
small prospective studies evaluated the complement sys-
tem blockade at different levels in the treatment and
prevention of c-aABMR and TG, without changes in
long-term outcomes [32, 33].

In another recent report, Tocilizumab (Anti-IL6 recep-
tor monoclonal antibody) showed promising results with
stabilization of renal function in a small series of
patients with c-aABMR and TG [34].

A significant cause of DSA and c-aABMR develop-
ment is non-adherence to immunosuppression therapy.
In this context, it seems to be more efficient and less
dangerous to focus on promoting immunosuppressant
therapy adherence rather than treating c-aABMR with
TG aggressively.

This study presents a large group of patients with
uniform pathology and treatment. However, the retro-
spective nature of the study is a limitation. DSA, and
anti-HLA description is incomplete, hypogammaglo-
bulinemia was not recorded and the dose of IVIG
was low. In spite of the impossibility to assess the
presence of DSA in all patients, the failure to demon-
strate DSA does not rule out its existence [35]. The
Banff’17 classification recognizes the fact that current
DSA testing methods do not detect all antibodies that
are potentially injurious to the allograft, and recom-
mends the use of alternative markers that are not
available in our center [3]. Recently, Sablik et al. ana-
lyzed whether cases suspicious for c-aABMR (DSA
negative, n =24) differ from cases of c-aABMR (DSA
positive, n =17) with respect to renal histology, allo-
graft function and long-term graft survival [36]. There
were no statistically significant differences on the de-
cline of allograft function and renal allograft survival
in cases with or without DSAs.

On the other hand, a strength of this study is that it
shows a realistic incidence of serious infectious compli-
cations after treatment that should be taken into account
in the therapeutic decision.

Conclusions

In summary, the rapid decline in GFR between 6 months
before rejection diagnosis and the time of diagnosis is
associated with poor prognosis. Treatment with RTX,
PE, and IVIG in patients with active c-aABMR with TG
was not associated with better graft survival, but a sig-
nificant increase in serious infectious complications was
observed.
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Objetivo 3

Evaluar el impacto del dafio mediado por anticuerpos en la supervivencia
del injerto renal y del paciente, en la cohorte de trasplante hepatorrenal

simultaneo del Hospital Clinic de Barcelona.

1. Justificacion del objetivo:

El trasplante simultdneo de higado y riidon (THRS) es una opcion
terapéutica para los pacientes con enfermedad hepatica y renal crénica. El
abordaje inmunologico difiere entre THRS vy trasplante de rifion (KT). La
presencia de sensibilizacion especifica del donante antes del trasplante es
una contraindicacion relativa para el trasplante renal aislado, pero no para el
trasplante de higado.

El impacto negativo de los DSA preformados en el trasplante renal aislado
es bien conocido y el riesgo de rechazo hiperagudo del rifion es alto en
presencia de una prueba cruzada de citotoxicidad dependiente del
complemento positiva.(72—-74,201)

El injerto hepatico muestra una resistencia mucho mayor al dafio mediado
por anticuerpos y se ha reportado que esta resistencia podria extenderse al
injerto renal en el contexto de un THRS.(69,70,72,75,77-79,202,203) Por el
contrario, otros autores han expresado su preocupacion acerca de la
alosensibilizacion en el THRS y su impacto negativo en la supervivencia del
paciente y del aloinjerto renal. (204,205)

Es pertinente estudiar el impacto del dafio mediado por anticuerpos en la
sobrevida del injerto y el paciente con THRS, dado que variantes basadas
en su fisiopatologia inmune, podrian constituir en un futuro, una alternativa

terapéutica en el manejo del ABMR.
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2. Material y Métodos
2.1. Disefio del estudio y poblacion de pacientes
Estudio retrospectivo longitudinal unicéntrico.

Criterios de inclusion: Pacientes receptores de THRS realizados en nuestro

centro desde mayo de 1993 hasta septiembre de 2017.
2.2. Definicion de grupos del estudio:

Los receptores de THRS fueron clasificados segun las caracteristicas de
sensibilizacion frente al donante al momento del trasplante. Se los dividio

segun su en alto y bajo riesgo inmunoldgico para desarrollo de rechazo.

El alto riesgo inmune (HIR) se definid por uno o mas de los siguientes eventos:
un Crossmatch por citotoxicidad (CDCXM) positivo antes del trasplante, un
CDCXM positivo histérico (con suero de hasta 24 meses antes del trasplante),
una prueba cruzada de citometria de flujo positiva (FCXM) o la presencia de
DSA antes del trasplante. Los receptores sin ninguno de los eventos anteriores

citados se clasificaron como de bajo riesgo inmunoldgico (LIR).

Variables del estudio

Variables principales:

Supervivencia del injerto y del paciente.

Variables secundarias:

La funcién renal y la incidencia de rechazo del injerto renal fueron criterios de
valoracion secundarios. Revisamos las caracteristicas clinicas, la indicacion de
THRS y los cambios en las pruebas de sensibilizacion frente al donante
después del trasplante. Se recopil6 el tipo de inmunosupresion en el momento
del trasplante y al final del seguimiento (inmunosupresion de mantenimiento).
Todos los niveles de inmunosupresores disponibles en los registros fueron
recolectados y agrupados por riesgo inmunologico y tipo de inmunosupresor

(tacrolimus o ciclosporina).
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Se evaluo la funcién renal a los 6, 12, 24 y 36 meses y al final del seguimiento
el 28 de septiembre de 2018. La funcidén renal se determind mediante la
creatinina sérica y el filtrado glomerular estimado (FGe) utilizando la formula
MDRD.

2.3. Diagndstico de rechazo renal y sensibilizacion frente al donante:

La decision y el momento de realizar una biopsia de rifion o higado y el
tratamiento se basaron en el juicio clinico del médico tratante.

Se revisaron los episodios de rechazo hepatico y renal. El rechazo del injerto
renal se determind segun la clasificacion de Banff vigente en el momento del
diagnéstico. Se considerd sospecha de rechazo renal cuando se tratd a un
paciente con sospecha clinica de rechazo (deterioro de la funcién renal tras
descartar otras causas) sin confirmacién por biopsia.

Los DSA se consideraron positivos con intensidad de fluorescencia media
(MFI)> 1500 segun los protocolos del Laboratorio de Histocompatibilidad de
Catalunya. Los loci A/ B / DRB1 HLA se consideraron para la busqueda de
DSA en todos los pacientes, mientras que los loci DQB1 / DP1 / C HLA se
consideraron solo cuando estaban disponibles.

En el caso de CDCXM positivo, se realizd un nuevo CDCXM con ditiotreitol
para excluir auto anticuerpos. Las muestras de suero se examinaron para
detectar anticuerpos de clase 1 y 2 del antigeno leucocitario humano (HLA)
utilizando el ensayo de microesferas Lifecodes LifeScreen Deluxe (Immucor,
Stamford, CT). Las especificidades de los anticuerpos se determinaron
utilizando el ensayo de microesferas de antigeno unico Lifecodes (Immucor) en

pacientes con anticuerpos HLA positivos.

2.4 Andlisis estadistico:

Los niveles de inmunosupresion se analizaron longitudinalmente utilizando
modelos de ecuacion de estimacion generalizada (GEE). Utilizando una matriz
de correlacion intrasujeto de tipo autorregresivo (AR1). Este modelo incluyo el
riesgo inmunologico y su interaccion como factores fijos. Se calcularon el nivel

medio estimado y el intervalo de confianza (IC) del 95% para cada tipo de
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inmunosupresor para los siguientes periodos: 3 a 6 meses,> 6 a 12 meses y
por afio hasta el sexto afio después del trasplante.

Los datos se describieron como media con desviacion estandar (DE) para las
variables cuantitativas y como frecuencias y porcentajes absolutos y relativos
para las variables cualitativas. Las comparaciones de grupos se realizaron
mediante la prueba exacta de Fisher, la prueba t de Student o la prueba U de
Mann-Whitney para grupos independientes cuando fue apropiado. El estimador
de Kaplan-Meier y la prueba de rango logaritmico se realizaron para la
evaluacion del injerto renal y la supervivencia general. Se considerd la muerte
con un injerto renal funcional como un evento competitivo de la pérdida del
injerto y se analiz6 con la incidencia acumulada del evento competitivo y la
prueba de Fine-Gray. (206)

La supervivencia global se analizO mediante modelos de regresion de Cox:
andlisis univariados, ajustados por factores de confusibn que mostraron
significacién estadistica en los andlisis univariados y analisis ponderados. El
enfoque ponderado se realiz6 mediante el analisis de la probabilidad inversa de
IPTW vy se llevé a cabo teniendo en cuenta la presencia de trasplante renal
previo, virus de la hepatitis C (VHC) y el tiempo de didlisis previo al trasplante
en terciles.

Se realizé una estimacidon cruda del efecto del riesgo inmunolégico sobre la
evolucién del FGe mediante el modelo GEE utilizando una matriz AR para
estimar la correlacion intrasujeto. Estos modelos incluyeron riesgo
inmunologico y tiempo de seguimiento. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando SPSS, version 25.0 (IBM, Armonk, NY); SAS, version 94 (SAS
Institute, Cary, NC); y estadisticas R, version 3.5.1, o0 EZR en R commander,
version 1.37 (Fundacion R para Computacion Estadistica, Viena, Austria). Se

utilizé un valor de P bilateral < 0,05 para indicar significacion estadistica.
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3. Resultados

Se incluyeron 68 THRS, de los cuales 20 se consideraron de riesgo

inmunolégico alto al presentar alosensibilizacion contra el donante.

La incidencia de rechazo del injerto renal fue mayor en el grupo de alto riesgo
inmunolégico 30.0% versus 5.88%, (P <0.01; OR 6.86; IC95% 1.7-27.5). Sin
embargo, la supervivencia del injerto renal censurada por muerte, asi como el
FGe durante el seguimiento, no fueron diferentes entre los dos grupos (Log-
Rank = 0,48). La supervivencia del injerto hepatico censurada por muerte
tampoco fue diferente. Ademas, la supervivencia del injerto considerando la
muerte como un evento competitivo de la pérdida del injerto tampoco arrojo
diferencias (P = 0,39).

La supervivencia del paciente a 1 y 5 afios fue del 70,0% frente al 94,0% y del
57,3% frente al 88,0% para los grupos alto y bajo riesgo inmune

respectivamente.

En el modelo crudo de regresion de Cox, la supervivencia del paciente se
asocié negativamente con la sensibilizacion (HR: 2,49; P = 0,03). En el analisis
univariado, la mortalidad se relacion6 con: el alto riesgo inmune (HR, 2,49; P =
0,03), infeccion por VHC (HR, 2,57; P = 0,02), el tiempo en dialisis durante mas
de 24 meses (HR, 2,58; P = 0,02) y los trasplantes renales previos (HR, 4,03; P
= 0,001). Todos estos factores fueron significativamente mas prevalentes en
pacientes con alto riesgo inmune. En el analisis multivariado (Tabla 5), solo los
trasplantes renales previos mantuvieron significacion (HR, 4,26; P = 0,01).
Dada la posibilidad de sesgo en el modelo multivariante por una posible
interrelacion de variables, se evalud la supervivencia del paciente mediante
regresion de Cox con ponderacién de la probabilidad inversa de tratamiento
(IPTW) estabilizado por la prevalencia de alto riesgo inmune, mostrando la
supervivencia del paciente no estar asociada con el alto riesgo inmune (P =
0,62).
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No hubo asociacion entre la supervivencia del paciente y los episodios de

rechazo (P = 0,26) o la induccion de timoglobulina (P = 0,51).

Esto sugiere que las comorbilidades asociadas con la alosensibilizacién son
factores de riesgo independientes para el injerto renal y la supervivencia del

paciente, mientras que el riesgo inmunoldégico, per se, no lo es.

4. Comunicaciones surgidas de este objetivo:

Presentaciones a congreso:

e Long-Term Kidney Graft Evolution in Simultaneo us Liver-Kidney Transplants with
Immunological Risk. Pineiro GJ, Montagud E, Ugalde J, Gelpi R, Torregrosa V,
Rovira J, Colmenero J, Diekmann F, Esforzado N. 2019 American Transplant
Congress.

/ Kidney Graft Outcomes in High Immunological Risk Simultaneous
Liver-Kidney Transplants

Pifieiro GJ, Rovira J, Montagud-Marrahi E, Torregrosa JV, Rios J,
Cucchiari D, Ugalde-Altamirano J, Ventura-Aguiar P, Gelpi R, Palou E,
Colmenero J, Navasa M, Diekmann F, Esforzado N

Liver Transpl. 2020 Apr;26(4):517-527. doi: 10.1002/It.25726. PMID:

k 32011089.

5. Conclusiones

La tolerancia al injerto renal en el trasplante hepatorrenal simultaneo no es
completa, pero es superior comparado con el trasplante de rifién aislado. La
incidencia de rechazo renal agudo fue mayor en el grupo de alto riesgo
inmunologico. Sin embargo, la supervivencia injerto renal censurada por
muerte, asi como el FGe durante el seguimiento, no fueron diferentes entre
los dos grupos. Las comorbilidades, pero no el riesgo inmunolégico,

repercuten negativamente en la supervivencia del paciente.
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Recipients of simultaneous liver-kidney transplantations (SLKTs) have a lower risk of rejection compared with recipients of
kidney transplants alone. However, there is disagreement about the impact of pretransplant anti-human leukocyte antigen
sensitization on patient and kidney graft survival in the long term. The aim of the study was to evaluate the impact of the
recipient immunological risk and comorbidities in renal graft outcomes on SLKT. We reviewed the SLKTs performed in our
center from May 1993 until September 2017. Patient and graft survival were analyzed according to the immunological risk,
comorbidities, liver and kidney rejection episodes, immunosuppression, and infections. A total of 20 recipients of SLKT
were considered in the high immunological risk (HIR) group, and 68 recipients were included in the low immunological
risk (LIR) control group. The prevalence of hepatitis C virus infection, second renal transplant, and time on dialysis prior to
transplantation were significantly higher in the HIR group. The incidence of acute kidney rejection was higher in the HIR
group (P<0.01). However, death-censored kidney graft survival as well as the estimated glomerular filtration rate at follow-up
were not different between the 2 groups. Comorbidities, but not the immunological risk, impact negatively on patient survival.

Despite the higher incidence of rejection in the HIR SLKT group, longterm renal function and graft survival were similar to

the LIR group.
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Simultaneous liver-kidney transplantation (SLKT)
is a therapeutic option for patients with chronic liver
and kidney disease. The immunological approach dif-
fers between SLKT and kidney transplantation (KT).

ABMR, AR1I,
autoregressive; ADPKD,  autosomal dominant polycystic  kidney
disease;  CDGC,  complement-dependent  cytotoxicity;, CDCXM,
complement-dependent cytotoxicity crossmatch; CI, confidence interval;
COPD, chronic obstructive pulmonary disease; DSA, donor-specific
antibody; eGFR, estimated glomerular filtration rate; FCXM, flow
cytometry crossmatch; FK, tacrolimus; GEE, generalized estimating
equation; HBYV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; HIR, high
immunological risk; HLA, human leukocyte antigen; HR, hazard
ratio; IL2RA, interleukin-2 receptor antagonist; IPTW, inverse

Abbreviations: antibody-mediated  rejection;

The presence of pretransplant donor-specific sensiti-
zation is a relative contraindication for KT but not for
liver transplantation (LT) and SLKT.

The negative impact of preformed donor-specific
antibodies (DSAs) in isolated KT is well known,1>
and the risk of hyperacute kidney rejection is high
in the presence of a positive complement-dependent
cytotoxicity crossmatch (CDCXM).® Also, the pres-
ence of pretransplant DSAs has been associated with
patient mortality.®) On the contrary, the liver graft
shows an impressive resistance to antibody-mediated
rejection (ABMR) even in the presence of preformed
DSAs,12 and several early reports described that
this resistance could be extended to the kidney graft
in SLKTs.319 This immunological contrast has been
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known for many years,131618) and SLKT has been suc-
cessfully used as a strategy to protect the kidney graft
in patients with high immunological risk (HIR).!) In
contrast, other authors have raised concerns about the
allosensitization in SLKT and its negative impact on
patient and overall renal allograft survival.?92) In this
sense, in LT, it has also been reported that preformed
DSAs were associated with worse liver graft survival,
biliary complications, and ductopenia.® Also, 1

registry study of SLKT reported higher mortality in

probability of treatment weights; K1, kidney transplantation; LIR,
low immunological risk; LT, liver transplantation; MFI, mean
Sluorescence intensity; mTORi, mammalian target of rapamycin
inhibitor; N/D, not detected; OR, odds ratio; PE, plasmatic exchange;
PRA, panel reactive antibody; PS, propensity score; r-ATG, rabbit
anti-thymocyte globulin; RTX, rituximab; SD, standard deviation;
SLKT, simultaneous liver-kidney transplantation; TG, transplant
glomerulopathy; XM, crossmatch.
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sensitized recipients (positive pretransplant CDCXM
or panel reactive antibody [PRA] titers >10%).21

We have reviewed the SLKTs performed in our cen-
ter to analyze whether the recipient’s immunological
risk has an impact on patient and kidney graft outcomes.

Patients and Methods

We retrospectively reviewed the SLKTs performed in
our center from May 1993 until September 2017, and
we classified recipients according to their immunologi-
cal risk. HIR was defined by 1 or more of the following
events: a positive pretransplant CDCXM, historic posi-
tive CDCXM (in serum measurements up to 24 months
prior to transplantation), positive flow cytometry cross-
match (FCXM), or the presence of DSAs prior to trans-
plantation. Recipients without any of the previous events
cited were classified as low immunological risk (LIR).

Patient and kidney graft survival was the primary end-
point, whereas renal function and the incidence of kidney
graft rejection were secondary endpoints. We reviewed
the clinical characteristics, the indication of SLK'T, and
the changes in XIM and DSA after transplantation.

The type of immunosuppression at the time of trans-
plantation and at the end of follow-up (maintenance
immunosuppression) was collected. All immunosup-
pressant levels available in the records were collected
and grouped by immunological risk and immunosup-
pressant type (tacrolimus or cyclosporine). Analyses of
longitudinal results of levels were performed using the
generalized estimating equation (GEE) models using
an intrasubject correlation matrix of type autoregres-
sive (AR1). This model included HIR, time cutoff,
and their interaction as fixed factors. The estimated
mean level and the 95% confidence interval (CI) for
each type of immunosuppressant were calculated for
the following periods: 3-6 months, >6-12 months, and
by year to the sixth year after transplantation.

Liver and kidney rejections episodes were reviewed.
Kidney graft rejection was determined according to
Banft classification at the moment of diagnosis. We
considered suspected kidney rejection when a patient
with clinical suspicion (impaired renal function after
ruling out other causes) was treated without biopsy
confirmation. The decision and the time to perform a
kidney or liver biopsy and patient treatment were based
on clinical judgment.

We assessed renal function at 6, 12, 24, and
36 months and at the end of follow-up on September
28, 2018. Renal function was determined by serum


mailto:fdiekman@clinic.cat

LIVER TRANSPLANTATION, Vol. 26, No. 4, 2020

creatinine and by estimated glomerular filtration rate
(eGFR) using the Modification of Diet in Renal
Disease formula.?¥ In the case of positive CDCXM,
a new CDCXM was performed with dithiothreitol to
exclude autoantibodies.

Serum samples were screened for human leuko-
cyte antigen (HLA) class 1 and 2 antibodies using the
Lifecodes LifeScreen Deluxe bead assay (Immucor,
Stamford, CT). Antibody specificities were deter-
mined using the Lifecodes Single Antigen bead assay
(Immucor) in patients with positive HLA antibodies.
The DSAs were considered positive with mean fluores-
cence intensity (MFI) >1500 according to the protocols
of the Histocompatibility Laboratory of Catalunya.
A/B/DRB1 HLA loci were considered for DSA in all
patients, whereas DQB1/DP1/C HLA loci were con-
sidered for DSAs only when they were available.

Data were described as mean with standard devi-
ation (SD) for quantitative variables, and as absolute
and relative frequencies and percentages for qualitative
variables. Group comparisons were made by Fisher’s
exact test, Student # test, or Mann-Whitney U test for
independent groups when appropriate. The Kaplan-
Meier estimator and log-rank test were made for the
evaluation of kidney graft and overall survival. We
considered death with a functioning kidney graft as a
competing event of graft loss, and it was analyzed with
the cumulative incidence of the competing event and
the Fine-Gray test.%)

Overall survival was analyzed by Cox regression
models: univariate analyses, adjusted for confound-
ers that showed statistical significance in univari-
ate analyses, and weighted analyses. The weighted
approach was made by the inverse probability of
treatment weights (IPTW) analysis and was car-
ried out using as weight the IPTW from the pro-
pensity score (PS) estimated by logistic regression
models using the previous presence of KT, hepatitis
C virus (HCV), and the time on dialysis in tertiles.
Because the prevalence of HIR is different of 50%,
we also analyzed the Cox regression model weighted
by IPTW corrected for the prevalence of HIR as a
sensitivity analysis.

We performed a crude estimation of the effect of
immunological risk on the evolution of eGFR by the
GEE model using an AR matrixM to estimate the
intrasubject correlation. These models included immu-
nological risk and time of follow-up.

Statistical analyses were performed using SPSS,

version 25.0 (IBM, Armonk, NY); SAS, version
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94 (SAS Institute, Cary, NC); and R statistics, ver-
sion 3.5.1, or EZR on R commander, version 1.37
(R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria). A 2-sided Pvalue <0.05 was used to indicate
statistical significance. The institutional ethics com-
mittee approved the study, and the study was regis-
tered in the Spanish Agency of Medicines and Health
Products (AEP4NQ626C).

Results

A total of 88 SLKTs were performed in our center
from May 1993 until September 2017. A total of 20
(22.7%) SLKT recipients were included in the HIR
group, whereas 68 patients were included in the LIR
group (Fig. 1).

From HIR patients, 1 patient had a positive his-
toric CDCXM,; 1 patient had a historic CDCXM and
DSAs; 3 patients had a positive CDCXM; 3 patients
had a positive CDCXM and DSAs; 2 patients had a
positive CDCXM, FCXM, and DSAs; 1 patient had
a positive FCXM; 1 patient had a positive FCXM and
DSA; and 8 patients had at least 1 DSA identified
(Table 1).

EPIDEMIOLOGICAL
CHARACTERISTICS AND
IMMUNOSUPPRESSION

The epidemiological characteristics are listed in
Table 2. The mean follow-up in the HIR group was
64.4 + 64.8 months versus 88.8 + 69.9 in the LIR
group (P = 0.16), and the overall mean follow-up was
83.3 & 69.2 months.

Kidney function before SLKT and the requirement
of hemodialysis were similar in the HIR and LIR
groups with 75.0% and 67.6%, respectively (P = 0.53).
However, the time on dialysis was significantly higherin
HIR than LIR: 128 + 86.7 versus 27.7 + 33.0 months
(P <0.001).

A total of 32 patients, 15 (75.0%) in the HIR group
and 17 (25.0%) in the LIR group, previously received
at least 1 KT (P < 0.001). There were 7 LIR patients
who received a LT before the SLKT, whereas none
of the HIR patients received a previous liver graft
(P=0.34).

The prevalence of HCV infection, previous KT, and
the time on dialysis were significantly higher in the HIR
group than in the LIR group (P < 0.001). Nevertheless,
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FIG. 1. A flow diagram of the study participants.

TABLE 1. HIR Patients

Number of Patients Historic CDCXM Pretransplant CDCXM Pretransplant FCXM Pretransplant DSA
1 Yes No Unknown Unknown
1 Yes No Unknown Yes
3 No Yes Unknown Unknown
3 No Yes Unknown Yes
2 No Yes Yes Yes
1 No No Yes Unknown
1 No No Yes Yes
8 No No Unknown Yes

the prevalence of other comorbidities was similar in
both groups (Table 2). Liver and kidney diseases lead-
ing to organ failure, not including HCV, were similar in
both groups (Table 2).

The immunological characteristics are also pre-
sented in Table 2. The mean complement-dependent
cytotoxicity (CDC)-PRA was significantly higher
in HIR than LIR patients (P < 0.001). Anti-HLA
screening by bead-based detection assay was available
in 17 out of 20 HIR patients and in 52 out of 68 LIR
patients. Anti-HLA class 1 and class 2 positivity rates
were significantly higher in HIR patients than LIR
patients. The AB, DR, and total HLA mismatches
were similar in both groups (Table 2).
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Induction immunosuppressive treatment was com-
mon in HIR patients with 80.0% compared with 33.8%
in LIR patients (P < 0.001). Thymoglobulin was
mainly used in the HIR group with 55.0% versus 2.94%
in the LIR group (P < 0.001), whereas basiliximab was
more prevalent in the LIR group. Longterm immuno-
suppressive treatment is presented in Table 3. The use
of prednisone was more frequent in HIR than in LIR
patients (95.0% versus 58.8%; P < 0.01). The use of
all the other maintaining immunosuppressants did not
differ between the 2 groups. Regarding immunosup-
pressant levels, the estimated mean levels and the 95%
CIs were calculated for 3-6 months, >6-12 months,
and by year to the sixth year after transplant without
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TABLE 2. Epidemiological Characteristics
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TABLE 2. Continued

HIR LIR HIR LIR
(n=20) (h=68) PValue (n=20) (n=68) PValue
Follow-up time, months 64.4 +64.8 88.8 +69.9 0.16 Total mismatch 510+0.83 4.91+1.00 0.61
Age, years 50.0+£10.1 52.1+127 045 HLA-DR mismatch 1.75+0.45 1.66+0.51 0.56
Sex 0.07 HLA-A, -B mismatch 35+063 32+082 0.29
Male 11 46
Female 9 2 NOTE: Data are given as mean + SD or n (%). Luminex is a solid-
o phase antibody assay.
D|0Iy§|s prior T.o SLKT . 15(75.0) 46 (67.6) 0.53 *Class 1 HLA.
The time on dialysis prior to SLKT, 128 £86.7 27.7+33.0 <0.001  +([ass 2 HILA.
months
E?nolr(fge' yedrs 4?'54;5] g)] 4?%0;5] 3)7 ?J?)?J] TABLE 3. Immunosuppressive Treatments
rior . . <0.
Prior LT 0(0.00) 7(10.3) 0.34 HIR LIR
Comorbidities (n=20) (n=68)
Hypertension 12 (60.0) 32 (47.1) 0.31 .
HCV posifive 14(700) 17(250) <0001  Induction™ 16(80.0)  23(33.8)
Diabetes mellitus 3(150) 16(23.5 054 Thymoglobulin 11(3%0) 2294
Cerebrovascular disease 1 (5.00) 3(4.41) 1 Basiliimab 3(150)  20(29.9)
Congesfive heart failure 0(000)  3(441) 1 OKT3 2100 10147
COPD 1 (5.00) 6 (8.82) 1 Initial immunosuppression
Pulmonary hypertension 2(10.0) 2 (2.94) 0.22 Cyclosporine/azathioprine/prednisone 1(5.000 10(14.7)
Connective tissue disease 0(0.00) 101.47) 1 Cyclosporine/mycophenolate/prednisone 2(10.0) 8(11.8)
Liver disease Cyclosporine/prednisone 3(15.0) 5(7.35)
HCV positive 14(700)  17(250)  <0.001 Tacrolimus (FK)/mycophenolate/prednisone 13 (65.0) 44 (64.7)
ADPKD 4(20.0) 20 (29.4) 0.57 FK/prednisone 1 (5.00) 1(1.47)
Alcoholism 0(0.00) 17 (25.0) 0.1 Maintain immunosuppression
Hyperoxaluria 1 (5.00) 5 (7.35) 1 Cyclosporine/azathioprine 0(0.00) 1(1.47)
HBY 0(0.00) 1(1.47) 1 FK/mycophenolate 9(45.00 28(41.2)
Previous liver graft lost 0(0.00) 2(2.94) 1 FK/mTORi 1(5.00) 3(4.41)
Kidney disease mTORi/mycophenolate 0 (0.00) 2(2.94)
Glomerulonephritis 7(350)  21(309) 073 Cyclosporine 4(200) 97132
ADPKD 5(250) 22(324) 053 FK 4(200) 12(17.6)
Chronic tubulointerstifial nephriis 2 (10.0)  4(5.88)  0.61 Mycophenolate 0(0.00) 17147
Diabetic nephropathy 15000  4(5.88) 1 mTORi . 0(0.00)  2(2.94)
Amyloidosis 1 (5.00) 2 (2.94) 0.54 Maintenance prednisone, yes** 19 (95.0) 40 (58.8)
Hyperoxaluria 1(5.00) 5(7.39) 1 NOTE: Data are given as n (%).
Nephroangiosclerosis 0 (0.00) 4 (5.88) 0.57 #P < 0.01;**P > 0.001.
Nephrotoxic 0(0.00) 2(2.94) 1
Unknown 1(5.00 1(1.47 1 . .. .. .
(500 (147 finding statistically significant differences between the
Hepatorenal syndrome 1(5.00) 1(1.47) 0.4 & ysig
Other 1 (5.00) 2290 054 HIR and LIR groups (Supporting Table 1).
Immunological characteristics
PRA, % 520+410 1.63+556 <0000 PATIENT SURVIVAL
DSA positive 17/19 0/18 <0.001 . . . . .
Luminex fype 1 positive* 117 4/52 <0001 Patient survival was lower in HIR than in LIR patients
Luminex fype 2 positive® 1417 4/52 <0001 (og-rank P=0.03). Overall survival at 1 and 5 years was

70.0% versus 94.0% and 57.3% versus 88.0% for the HIR
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and LIR groups, respectively. Also, patients with previ-
ous KTs had lower survival than those patients without
a previous transplant (log-rank P < 0.001; Fig. 2A).
HIR and LIR patients with previous KTs had equal
patient survival rates (log-rank P = 0.67; Fig. 2B).

In the crude Cox regression model (Table 4), patient
survival was negatively associated with HIR (haz-
ard ratio [HR], 2.49; 95% CI, 1.10-5.64; P = 0.03).
However, in the model weighted by IPTW and IPTW
stabilized by the prevalence of HIR, patient survival
was not associated with HIR (P = 0.62 and 0.71,
respectively).

For the univariate analysis, mortality was related to
HIR (HR, 2.49; 95% CI, 1.10-5.64; P = 0.03), HCV
infection (HR, 2.57; 95% CI, 1.19-5.57; P = 0.02),
the time on dialysis longer than 24 months (HR, 2.58,;
95% CI, 1.18-5.60; P = 0.02), and previous KT (HR,
4.03;95% CI,1.78-9.1; P=0.001). All of these factors

Previous KT
—4— No
--L- Yes
g P <0.001
=
=3
[
[}
2 5
8 L
g 404 " —
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0 36 72 108 144 180 216 252 288
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B ] —— LR, first KT
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FIG. 2. The rates of patient survival. (A) Patient survival and
previous KT. (B) Patient survival analysis according to the
immunological risk and previous KTs.
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were significantly more prevalent in HIR versus LIR
patients (Table 2). However, in a multivariate analy-
sis (Table 5), only previous KT retained significance
(HR, 4.26; 95% CI, 1.36-13.4; P = 0.01). The loss of
statistical significance of the association of HIR with
mortality was also shown in both approaches of IPTW
analyses (Table 4). There was no association between
patient survival and rejection episodes (P = 0.26) or
thymoglobulin induction (P = 0.51).

In the HIR group, the causes of death were related
to respiratory infection (n = 4), acute myocardial
infarction (n = 1), hepatic failure by HCV reactivation
(n=1), digestive bleeding (n = 1), cardiac insufficiency
(n = 1), and complication of cardiac surgery (n = 1).
In the LIR group, the causes of death were related to
respiratory infections (n = 4), sepsis of unknown origin
(n = 2), pulmonary carcinomas (n = 3), sudden deaths
(n=2), lymphoma (n = 1), colonic carcinoma (n = 1),
pharyngeal carcinoma (n = 1), pancreatic carcinoma
(n = 1), stroke (n = 1), carcinoma of unknown ori-
gin (n = 1), and hepatic failure by HCV reactivation
(n=1).

GRAFT SURVIVAL

Death-censored liver graft survival was not different
among HIR and LIR patients (log-rank P = 0.48).
Seven patients lost their liver graft in the follow-up pe-
riod. Two liver graft losses occurred in HIR patients,
due to HCV-related fibrosing cholestatic hepatitis and

TABLE 4. Patient Survival Proportional Cox Regression
Models by Immunological Risk

Factor Weight HR (95% CI) PValue
HIR Crude 2.49 (1.1-5.64) 0.03
HIR IPWT 1.16 (0.65-2.07) 0.62
HIR IPWT corrected 1.21 (0.44-3.31) 0.71

TABLE 5. Multivariate Analysis for the Impact of
Comorbidities and Immunological Risk on Overall Patient

Survival
HR (95% Cl) PValue

HIR 1.16 (0.46-2.92) 0.75
Previous KT 4.26 (1.36-13.4) 0.01
Length of dialysis

1-24 months 0.78 (0.25-2.41) 0.66

>24 months 0.58 (0.15-2.22) 0.43
HCV infections 1.87 (0.72-4.85) 0.20
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cryptogenic cirrhosis. Five liver graft losses occurred in
LIR patients by hepatic artery thrombosis,? cirrho-
sis due to alcoholic relapse,!) cholangiocarcinoma de
novo,M and cryptogenic cirrhosis.(V

Death-censored kidney graft survival was also not
different between groups (log-rank P = 0.48; Fig. 3).
Also, graft survival considering death as a competing
event of graft loss was not different (P = 0.39).

There were 9 kidney graft losses at the follow-up,
with 3 occurring early (within 3 months of SLKT) due
to vascular anastomosis complications (2 in the LIR
group, and 1 in the HIR group). The other 6 kidney graft
losses occurred late, and all were in the LIR group: 3 by
nephrocalcinosis and 3 attributed to chronic nephropa-
thy but without histopathological confirmation.

The eGFR values were similar in both groups at 6,
12, 24, and 36 months and last follow-up (Table 6).
Also, the estimation of eGFR means from the GEE
model was not different between the 2 groups (Fig. 4;
Table 6).

GRAFT REJECTION

A total of 14 patients had a liver graft rejection: 11
(16.2%) in the LIR group and 3 (15.0%) in the HIR
group (P = 0.89) (Table 6). In total, 7 rejections were
considered mild, 5 were moderate, and 2 were severe.
Also, 9 patients received treatment with a corticoste-
roid bolus. All of the cases presented a good response
to treatment.

Kidney graft rejection was significantly higher
in HIR compared with LIR patients: 30.0% versus

®
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FIG. 3. Kidney graft survival censored for death with a functioning
graft.
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5.88%, respectively (P < 0.01; Table 6) with an odds
ratio [OR], 6.86; 95% CI, 1.7-27.5; P < 0.01. There
were 6 patients from the HIR group who developed at
least 1 episode of rejection: 4 of them had a histological
diagnosis of ABMR, whereas in 2 patients, rejections
episodes were suspected on clinical grounds. There
were 4 LIR patients who developed rejection episodes:
1 cellular rejection and 3 suspected ones.

Kidney graft rejection episodes occurred early:
8 episodes within the first month after SLKT and 1 cel-
lular rejection at 4 months. Only 1 late ABMR episode
was observed after 7 years of SLKT in an HIR patient.

Allkidney graft rejections were treated based on clin-
ical judgment. The suspected rejections were treated
with corticosteroid boluses. There was 1 ABMR that
required 6 sessions of plasmatic exchange (PE), and
another one, in the absence of a response after 15 PE
sessions, a dose of rituximab (RTX) (500 mg) was
given and 5 more PE sessions were completed. One
early ABMR (within the first 10 days of SLKT) did
not require treatment due to spontaneous improve-
ment. Regarding the late ABMR episode (7 years after
SLKT), it occurred in the context of the initiation
of HCV therapy and decreased levels of tacrolimus.

TABLE 6. Clinically Relevant Outcomes

HIR Group LIR Group
(n=20) (n=68)  PValue

eGFR crude analysis, mL/minute/1.73 m2

6 months 58.1+18.8 60.5 +20.3 0.66

12 months 60.4+20.2 57.2+20.0 0.61

24 months 552+ 142 55.7+17.3 0.92

36 months 57.3+18.8 56.0+18.2 0.85

Last follow-up 51.4+202 56.0+23.8 0.44
eGFR estimation from the GEE model, mL/minute/1.73 m?

6 months 58.1 (49.1-67.0) 60.2 (55.1-65.3) 0.94

12 months 57.5(47.8-67.3) 57.4 (52.3-62.5) 0.76

24 months 55.2 (47.6-62.9) 56.6 (51.9-61.3) 0.98

36 months 56.8 (46.8-66.9) 57.3 (52.2-62.3) 0.68
Liver graft loss 2 (10.0) 5(7.35) 0.65
Kidney graft loss (censored 1.0 8(11.8) 0.68

for death)
Liver rejection episodes 3(15.0) 11 (16.2) 0.89
Kidney rejection episodes 6 (30.0) 4 (5.88) <0.01

Suspected kidney 2 (10.0) 3(4.41) 0.32

rejection
Acute cellular kidney 0(0.0) 1(1.47) 1
rejection
Kidney ABMR 4(20.0) 0(0.0) <0.01

NOTE: Data are given as mean + SD, median (95% CI), or n (%).
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FIG. 4. The eGFR estimation from the GEE model.

Consequently, tacrolimus levels were increased to
resolve ABMR episodes.

All patients experiencing rejection episodes had
a good clinical response with an improvement of the
glomerular filtration rate. Only 3 HIR patients had
delayed kidney graft function (at least 1 postoperative
dialysis session during the first week after transplanta-
tion) in the context of ABMR rejection immediately
after transplant.

XM AND DSA FOLLOW-UP

In 4 out of 12 patients with positive pretransplant
XM (CDCXM or FCXM), the XM was subsequently
monitored from 3 days to 5 months after SLK'T, and
XM determinations were negative in all patients.

The DSAs at SLKT time and follow-up are
described in Table 7. In the HIR group, 15 patients
had positive DSAs. The bead-based single-antigen
assay was repeated after transplantation in 6 patients;
the DSAs either became negative or had a significant
decrease in all examined patients.

INFECTIOUS AND NEOPLASTIC
COMPLICATIONS

There were 15 and 1 malignancies in the LIR and
HIR groups, respectively, during the follow-up period
(P = 0.11). Malignancies observed were skin (n = 2),
gynecological (n = 2), cholangiocarcinomas (n = 2),
lymphomas (n = 2), pancreatic (n = 1), pulmonary
(n = 3), colonic (n = 1), lingual (n = 1), mammary
(n = 1), and carcinoma of unknown origin (n = 1).
The incidence of infections that required in-hospital
treatment in the 2 years after transplantation was
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TABLE 7. DSA and Follow-up in HIR

Patient DSA af SLKT Type/  DSA at Follow-Up ~ Time of DSA
Number MFI Type/MFI Follow-up
1 A9/15778 A9 190
A2/21453 A2 1020 3 months
B44/21677 B44 493
B56/20896 B56 1010
DR0O1/20587 DRO1 4377
2 CDC+ A29 not detected (N/D)
CDC+ A30
3 A25/11778 N/D
B35/15735
DR15/2686
4 A2/10646 N/D
DR4/3506
DR7/17651
5 B39/22748 B39 186 2 months
DR13/26397 DR13 260
6 A1/8716 A1 CDC negative 5 months
DR7/2400 N/D
DR14/15570
8 DR8/9160 DR8 3763 1 month
DR11/9769 DR11 4915
9 DR3/3993 DR3/180 14 months
DQB106:02/12479  DQB106:02/1025
10 A2 8620 N/D
11 DR3 4859 205 7 years
12 B44 2149 N/D
13 A31 2800 N/D
14 DR8 9093 N/D
DR14 9434
D@B1 04:02 11330
15 A2 21609 N/D
A24 21326
DR11 3915

not different between groups (P = 0.17). There were
50 infections in 41 patients: urinary tract infections
(n = 16), cases of pneumonia (n = 12), bacteremias
of unknown origin (n = 4), skin infections (n = 4),
cytomegalovirus disease (n = 5), sepsis of unknown
origin (n = 3), catheter-related bacteremias (n = 2),
biliary sepsis (n = 2), liver abscess (n = 1), and enteritis
(n=1).

Discussion

In our cohort, the only factor associated with worse
overall survival in the multivariate analysis was a
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previous KT (HR, 4.26; 95% CI, 1.36-13.4). Moreover,
the IPTW analysis did not support the association of
immunological risk with patient survival. This suggests
that the comorbidities associated with allosensitization
are independent risk factors for kidney graft and patient
survival, whereas immunological risk, per se, is not. We
used the IPTW analysis as a complementary approach
for the analysis of univariate and adjusted Cox regres-
sion models. The factors included in the PS calculation
were previous KT, HCV, and the time on dialysis be-
cause these factors and HIR showed associations for
overall survival in the univariate analyses.

There is a registry study of SLKT that reported
higher mortality in sensitized recipients (positive pre-
transplant XM or PRA >10%).%V Sensitization was
associated with an increase of 20% in mortality and
16% of graft loss compared with unsensitized patients
(HR, 1.22). In this study, time on dialysis, diabetes,
and previous transplant were significantly more preva-
lent in sensitized patients.??

Recently, the impact of induction therapy in the
SLKT recipients has been analyzed using the United
Network for Organ Sharing database.?® The induc-
tion therapy, either interleukin-2 receptor antago-
nist (IL2RA) and rabbit anti-thymocyte globulin
(r-ATG), was not associated with a reduction in graft
rejection or with a patient survival benefit. However,
interestingly, r-ATG and history of previous LT were
independently associated with higher mortality in the
multivariate analysis (HR, 1.29 and 1.35, respectively).
Unfortunately, the immunological risk and previous
KT history, which were more prevalent in the r-ATG
group, were not evaluated in the multivariate model.

A previous transplant is associated with a cumula-
tive burden of immunosuppression, and the dominant
threats to recipient survival are cardiovascular events,
infection, and malignancy, which are conditions exac-
erbated by immunosuppression.?”) Also, the higher
levels of immunosuppression in SLKT compared with
LT have been associated with a worse prognosis in
HCV-positive patients.®)

O’Leary et al. analyzed the impact of DSA in
30 patients undergoing SLKT. In the multivariate
analysis, class 2 DSA was an independent predictor of
patient death (HR, 2.2; P = 0.04).%% On the other
hand, more recently, Leca et al. reported that in 56
SLKTs, the immunological risk does not have a neg-
ative impact on patient or renal allograft survival.??
Notably, HCV infection, the time on dialysis, and pre-

vious KTs were balanced in both groups.

PINEIRO ET AL.

In our cohort, the kidney graft rejection was sig-
nificantly higher in HIR versus LIR patients (30.0%
versus 5.88%; OR, 6.86). Out of 10 kidney rejections,
9 occurred early after SLK'T. All patients with ABMR
had an improvement of renal function, and the repeated
renal biopsy showed the absence of antibody rejection
activity, even though 2 patients were not treated spe-
cifically for ABMR.

Although there was a higher incidence of rejec-
tions in HIR patients, renal function was not different
between HIR and LIR patients or between patients
with and without rejections. In the GEE model esti-
mating the intrasubject correlation, the eGFR means
were not different. However, the absence of chronic
rejection does not diminish the importance of episodes
of acute rejection. In this sense, Nilles et al. reported a
prevalence of rejections close to 20% with a decrease
in eGFR over time in patients with renal rejections
(P <0.01).09

Regarding chronic immune injury to kidney grafts
in SLKT, a recent study comparing SLKT versus KT
alone concluded that regardless of DSA status, the
prevalence of transplant glomerulopathy (T'G) was
0 in SLKT, suggesting the absence of chronic anti-
body-mediated damage.*?

The liver is an immune organ capable of modifying
the immune system of the recipient.32-3%) Tts immuno-
modulatory properties probably rely on several mecha-
nisms including hepatic graft release of soluble class 1
antigens and HLA-G,3%3% removal of lymphocyto-
toxic antibodies by Kupfter cells, and dendritic liver cell
regulation of innate and adaptive immunity.®%#) In
this sense, 2 recently remarkable studies of Taner et al.
enlightened the mechanism of tolerance in SLKT.(4>4
At 1-year surveillance biopsies of kidney grafts, KT
recipients with positive XM, but not SLKT with positive
XM, had increased expression of genes associated with
donor-specific antigens, inflammation, and endothelial
cell activation. Moreover, overall SLKT recipients had
a marked increased expression of genes associated with
tissue integrity/metabolism, regardless of the XIM sta-
tus.?) Also, SLKT and LT appear to be associated with
a decrease of donor-specific alloresponse compared with
KT recipients, although their response to third-party
cells was unaltered. Accordingly, alloreactive CD4+ and
CD8* circulating blood cells in the SLKT were less fre-
quent.*¥) These studies demonstrated that the immuno-
modulatory capacity of the liver can be extended beyond
the local microenvironment and that it is allospecific.
Furthermore, partial auxiliary I'T" has been performed
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as a strategy to avoid kidney graft loss in 7 hyperimmu-
nized patients with promising results. However, even in
this small cohort, 2 patients lost their graft, one by an
early ABMR and another in the context of severe surgi-
cal complications related to the liver graft.!”) This study
highlights that liver protection over the kidney is not
complete and the surgical risk of L'I" has to be balanced
with the immunological benefits for the transplanted
kidney. The authors proposed that the anti-donor anti-
body levels have to be sufficiently low to avoid a hyper-
acute rejection.!”) This is a difficult border to define in
our cohort because even those patients with high MFIs
had a good kidney posttransplant outcome.

Dar et al. considered that class 1 DSAs were pref-
erentially cleared in SLKT and argued that liver
allografts may not be fully protective of renal allograft
if class 2 DSAs are present.(44) However, in our cohort,
the pretransplant positive class 2 DSAs became nega-
tive or had a significant decrease after transplantation
(Table 7).

The extended inclusion period and broad defini-
tion of high immune risk (presence of DSAs and/or
positive XM) could be considered limitations of this
study. Other limitations are that blood tests were not
performed at specified intervals of time and that the
decisions to perform a single antigen assay were based
on clinical judgment. However, no patient presented
acute immunological graft loss or chronic immune
damage. On the other hand, a positive outcome of our
experience relies on the immunological risk assessment
in correlation to the comorbidities.

In our experience, HIR patients have a higher prev-
alence of acute rejection after SLK'T. However, in our
study, this prevalence did not affect kidney graft sur-
vival and function in the long term. Nevertheless, a
longer follow-up or a larger sample could show a worse
evolution of the grafts.

Kidney graft tolerance in sensitized SLKT is not
complete, but it is better than in KT alone. The impact
of allosensitization on patient and graft survivals
should be carefully weighed against the comorbidi-
ties because a greater sensitization is associated with
greater comorbidities.

Considering the higher incidence of early rejections
in HIR patients, greater vigilance seems justified, at least
in the early stages of transplantation, as well as more
potent induction therapy. On the other hand, there are
doubts about the need for more potent maintenance
immunosuppression in cases of high immune risk, con-
sidering that these patients usually have a higher rate
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of comorbidities and have a higher risk of longterm
adverse effects of the immunosuppressive drugs.

In our opinion, the protective role of the liver on
renal allograft in SLKT transplantation offers a good
alternative that may be considered in those patients
with HIR.
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Objetivo 4: Eficacia de la ECP en modelo experimental de ABMR en rata

Objetivo 4

Valorar la eficacia de la fotoaféresis extracorpdrea para el manejo del rechazo

del injerto renal mediado por anticuerpo.

1. Desarrollar un modelo experimental en rata de rechazo de injerto renal

mediado por anticuerpos.

2. Desarrollar un modelo en rata de fotoaféresis extracorpérea en

trasplante renal

3. Evaluar el impacto de la fotoaféresis extracorpérea en un modelo en rata

de rechazo de injerto renal mediado por anticuerpos.

1. Justificacion del objetivo:

El rechazo mediado por anticuerpos (ABMR) y las complicaciones relacionadas
con la inmunosupresion son aspectos criticos que deben abordarse
probablemente con nuevas terapias.(21,22,207) Los nuevos tratamientos
deben demostrar un buen perfil de seguridad, al tiempo que se logra el control
deseado de la respuesta aloinmune. En este sentido, las terapias celulares,
pueden ser una opcién adecuada proporcionando control de la aloinmunidad
sin incrementar la inmunosupresion. (161,163,208) La fotoaféresis
extracorpérea (ECP) es una terapia celular que ha demostrado eficacia en el
tratamiento de la enfermedad injerto contra huésped entidad producida tras el
trasplante de médula G6sea.(167). Respecto al trasplante de érgano sélido, la
ECP ha demostrado eficacia en el trasplante de pulmén y corazén, mejorando
la respuesta en episodios de rechazo resistente a esteroides. También se ha
utilizado como terapia complementaria a la inmunosupresion estandar para

reducir la incidencia de rechazo agudo del injerto durante los primeros meses
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después del trasplante.(168-170,173,177,209-213) En el trasplante renal, la
mayor parte de la informacion se deriva de informes de casos, pequefias series
retrospectivas y un estudio prospectivo con seguimiento

breve.(169,182,184,214-217)

Un aspecto destacable de la ECP es la induccién de tolerancia inmuno-
especifica sin producir un aumento de la inmunosupresion general y por lo

tanto, sin aumentar el riesgo de infeccion.(179,180,218)

Por todo esto consideramos que la ECP es una terapia promisoria que debe
ser evaluada en el contexto del rechazo de injerto renal mediado por

anticuerpos.

Un modelo animal de rechazo renal mediado por anticuerpos ofrece la
posibilidad de estudiar la ECP bajo condiciones controladas, pudiendo

evidenciar la eficacia de la ECP en forma aislada.
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2. Material y Métodos

Modelo animal

Se utilizaron como donantes ratas consanguineas Dark Agouti (DA, RT1-A*?)
para el trasplante renal alogénico a ratas Lewis receptoras (L, RT1-AY), en
ambos casos se usaron machos. La técnica quirdrgica se realiz6 como se
describioé anteriormente.(219) Brevemente, la obtencion de rifién del donante y
el trasplante de rifidn se realizaron bajo anestesia con isoflurano. Los rifiones
de los donantes se lavaron con solucion Celsior a 4°C y se almacenaron en
solucion Celsior a 4°C hasta la implantacion. Los trasplantes renales se
realizaron con dos anastomosis terminolaterales, entre la arteria renal del
donante y la aorta abdominal del receptor, y entre la vena cava inferior del
receptor y la vena renal del donante. La ureteroureterostomia se realizé con
una técnica de suturas interrumpidas de extremo a extremo. Las ratas
receptoras fueron binefrectomizadas en el momento del trasplante. Los
animales se mantuvieron a temperatura y humedad constantes y en un ciclo de

luz / oscuridad de 12 horas con acceso libre a agua y comida.
Terapia inmunosupresora

Se establecié una dosis de tacrolimus (TAC) de corta duracion para favorecer
la funcidén inicial del injerto, evitando una rapida pérdida por rechazo celular
agudo. Se administré6 TAC durante 4 dias consecutivos (-1, 0, +1 y +2 respecto
al trasplante). Para establecer la dosis de TAC a utilizar, los receptores de
Lewis se dividieron en tres grupos de dosis de TAC, 0,1, 0,250 0,5 mg/ kg y

un grupo de control (N = 6, 10, 3 y 8 respectivamente).
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Deteccion de anticuerpos donante especificos

La deteccion de anticuerpos donante especificos (DSA) se realiz6 en muestras

de suero recogidas a lo largo del experimento.

Tras aislar esplenocitos de rata donante Dark Agouti (5 x 10° células / muestra)
y re suspender en tampén MACS durante 10 minutos a temperatura ambiente,
se incubaron con 25 pl de muestras de suero de Lewis receptoras durante 30
minutos. Las células se lavaron tres veces y luego se incubaron con un panel
de marcadores que incluye IgG anti-rata de raton conjugado con FITC (dilucién
1: 100), marcadores CMH de clase | y Il durante 20 minutos mas. Después de
lavar (3 veces), las células se suspendieron en 150 pl de tampén MACS y se
analizaron en un citbmetro FACS Canto Il. Como controles negativos, las
células se incubaron con suero de ratas Lewis no inmunizadas. Los anticuerpos
especificos del donante (DSA) de clase | y Il se cuantificaron mediante el indice
de fluorescencia medio (MFI) de la tincion de FITC-IgG en células que
expresaban MHC de clase | o Il, reconocidas con anticuerpos OX-18 y HIS19

respectivamente.
Histologia convencional e inmunofluorescencia

A los seis dias del trasplante, se realiz6 un estudio morfolégico e
inmunohistoquimico en cinco receptores Lewis para identificar el tipo de
rechazo del injerto. El tejido fue fijado con formol y posteriormente incluido en
parafina. Se utilizaron secciones (3 um de espesor) montadas en portaobjetos
de vidrio de xileno (Dako, Carpinteria, CA) para inmunohistoquimica. Una vez

realizada la recuperacion del antigeno, se realizé el bloqueo de peroxidasa
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endogena durante 10 minutos en peroxido de hidrogeno al 3% (Merck,
Darmstadt, Alemania) antes de la incubacién primaria del anticuerpo. El
anticuerpo primario, anti-C4d de rata (Hycult Biotech, PA), se incub6 durante 16
horas a 4°C. Tras unos lavados se aplicé durante 1 hora un anticuerpo
secundario anti-conejo especifico del sistema Envision marcado con polimero
de peroxidasa de rabano picante (Dako, Glostrup, Dinamarca). Todas las
secciones se tifieron por contraste con hematoxilina Mayer. El procedimiento
inmunohistoquimico se realiz6 al mismo tiempo para evitar posibles variaciones
diarias en el rendimiento de la tincion. Todas las imagenes se adquirieron
utilizando un microscopio clinico Olympus BX51 y una cadmara digital y software
DP70 (Olympus, Tokio, Japon). Un patélogo renal evalud las tinciones de
hematoxilina / eosina, acido periddico de Schiff y C4d para evaluar el dafio

renal.
Fotoaféresis extracorpoOrea sobre células alorreactivas

Para realizar la fotoféresis extracorpdrea se sacrificé un total de 42 ratas LEW
trasplantadas con el fin de obtener leucocitos alorreactivos. Cuatro dias
después del trasplante de DA-L (Figura 1), se recogieron 8 ml de sangre
periférica y el bazo de las ratas receptoras Lewis, se separaron y se pasaron a
través de un colador de células. Se eliminaron los glébulos rojos usando
tampdn de lisis de glébulos rojos (Multi-especies 10x, eBioscience), luego se
lavé y se contd la suspensién de células alogénicas (Lew™). Ambas

suspensiones celulares se caracterizaron y posteriormente se combinaron.

110|Pagina



Objetivo 4: Eficacia de la ECP en modelo experimental de ABMR en rata

Day 4
Kidney y

Dark .
Agouti ::> Lewis |

[Peripheral blood + Isolated splenocytes]
LEWPA cells

Extracorporeal | [+ 8-MOP (200ng/mL)
photopheresis | |+ UV-A (2 J/cm?)

ECP %\
LEWPA cells

Figure 1. Generacion de células ECP. Cuatro dias después del trasplante, se obtuvo
la suspension de células leucocitarias (LEWDA) de sangre periférica y bazo. Se
administr6 8-MOP a las células LEWDA y 30 minutos después se ilumind la
suspension celular con UV-A (2J/cm?) en MacoGenic (MACOPharma). DA, ratas Dark
Agouti; LEW, ratas Lewis; 8-MOP, psoraleno; ECP, fotoféresis extracorpérea.

La caracterizacion de las células Lew™ alorreactivas se realiz6 mediante
citometria de flujo. Los marcadores de superficie celular se tifieron con los
anticuerpos indicados en la Tabla 1, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En todas las muestras, se utilizé el kit de células muertas Aqua Live
| Dead (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) para identificar y
descartar del andlisis las células muertas. El andlisis de citometria de flujo se
realizé en un FACS Canto Il (BD Biosciences, Heidelberg, Alemania). Los datos

se analizaron utilizando el software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, EE. UU.).
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Tabla 1: Anticuerpos de citometria de flujo para la caracterizacion de linfocitos.

Marcador Dye Cat. N° Clone Compaiiia
IgG FITC 11-4811 Polyclonal eBioscience
CD3 FITC 11-0030 eBioG4.18 eBioscience
CD45R (B220) FITC 11-0460 HIS24 eBioscience
CD3 PE 12-0030 eBioG4.18 eBioscience
MHC-II PE 12-0920 HIS19 eBioscience
CD45R (B220) PE 12-0460 HIS24 eBioscience
CD3 PerCP eFluor 710 46-0030 eBioG4.18 eBioscience
CD161 PerCP eFluor 710 46-1610 10/78 eBioscience
CD90.1 (Thy1.1) PE-Cy7 25-0900 HIS51 eBioscience
CD8 PE-Cy7 25-0084 OX8 eBioscience
CD3 APC 12-0030 eBioG4.18 eBioscience
MHC-I (RT1-A) APC 17-0921 0OX18 eBioscience
CD8 APC 17-0084 OX8 eBioscience
CD45 APC-Cy7 47-0461 OX1 eBioscience
CD4 V450 561579 OX35 BD Horizon
Aqua live-dead Pacific orange L34957 Thermo Fisher

La descripcion general de la estrategia de gating de las células T, NK y B se
muestra en la Figura 2.

Una vez mezcladas las dos suspensiones de células Lew™®, de bazo y sangre
periférica, se incorpord psoraleno a 2?7?00 ng / ml y 30 minutos mas tarde se

iluminé con UV-A (2J / cm?) en el sistema MacoGenic G2 (MacoPharma).

112 |Pagina



Objetivo 4: Eficacia de la ECP en modelo experimental de ABMR en rata

Living cells

SSC-A

Single cells

sa1h003na

FSC-A CD45

B Leukocytes Cw Lymphocytes
< R =
2 3 cD3*
a _— Granulocytes S

Monocytes +
— Dendritic cells

—> Lymphocytes

Counts
0
o
@
0 -
v
®
+

Figure 2. Descripcion general de la estrategia de gating para la caracterizacion de
leucocitos de muestras de sangre periférica y bazo. (A) En primer lugar, se excluyeron
los eventos no Unicos (area de dispersion hacia adelante versus altura de dispersion
hacia adelante) y las células muertas (kits de tincién de células muertas reparables
VIVAS/MUERTAS, ThermoFisher); control de leucocitos (area de dispersion delantera
frente a CDA45). (B) Los leucocitos se diferenciaron en granulocitos, monocitos +
células dendriticas y linfocitos segiin FSC y SSC. (C) Los linfocitos se diferenciaron
segun la tincién de CD3; células no T frente a células T. (D) Las células no T (o
linfocitos CD3) se diferenciaron en células B y células NK debido a la clasificacion de
CD45R y CD161, mientras que las células T (o linfocitos CD3") se diferenciaron en
células T CD8 (células T CD4") y células T CD8".

Andlisis del producto de ECP

La viabilidad del producto ECP y la capacidad proliferativa en cultivo fueron
evaluadas utilizando fitohemaglutinina (PHA-L) como mitdgeno para
desencadenar la division celular de los linfocitos T. Las células ECP se
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caracterizaron fenotipicamente mediante citometria de flujo. La viabilidad del
producto ECP se analiz6 utilizando anexina V y tintes viables. La capacidad
proliferativa de las células ECP se determin6 mediante citometria de flujo
usando tincion con éster N-succinimidilico de diacetato de carboxifluoresceina

(CFSE).
Disefio Experimental

Los receptores de Lewis se dividieron en tres grupos. Todos los grupos
recibieron TAC intravenoso (0,25 mg / kg) durante 4 dias (-1, 0, +1 y +2 dias
con respecto al trasplante). El grupo 1 (N = 10) recibidé solo TAC, mientras que
los grupos 2 (N = 4) y 3 (N = 9), ademas de TAC, recibieron una inyeccion
intravenosa de 10 x 10° o 100 x 10° células ECP respectivamente. En ambos
de estos grupos se administraron siete dosis de células ECP en solucién salina
tamponada con fosfato a los dias -7, -3, 0, +2, +4, +7 y +14 con respecto al
trasplante (Figura 3). Se midieron los niveles de nitrdgeno ureico en sangre

(BUN) y creatinina sérica para determinar la funcion renal.

Dark Agouti

> Lewis | >
R

ECP +2 +4 +7 +14
infusion v v v Vv Vv v v
HESEEESEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
AAAr A
TACim(0.25mg/Kg/day)

Figura 3: Esquema de tratamiento de fotoféresis extracorpérea (ECP) en el modelo de
trasplante de rifidn DA-L en rata. TAC;,,, inyeccion intramuscular de tacrolimus.
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Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SPSS 21.0. Se
realiz6 un analisis univariante mediante la prueba de rango logaritmico (curvas
de Kaplan-Meier) para evaluar la supervivencia de la rata y del injerto (tiempo
desde el trasplante de rifion hasta la muerte). Los valores se dan como media +
DE. Se utilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis o Mann-Whitney U cuando fue

aplicable.
Etica

El estudio fue aprobado y realizado de acuerdo con las directrices del comité

local de ética animal (Decreto 214/97).
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3. Resultados

Realizamos un modelo de rechazo de injerto de renal mediado por anticuerpos
en rata, para determinar las propiedades inmunomoduladoras de ECP. Los
resultados primarios a evaluar fueron la supervivencia de injertos y de los

animales.

Evolucion natural del trasplante renal alogénico (DA-L) sin
inmunosupresioén

Las ratas Lewis que recibieron un injerto de rindn DA murieron dentro de los
ocho dias posteriores al trasplante (supervivencia media 6,12 + 1,28 dias),
mientras que las ratas Lewis que recibieron un injerto de rifidn isogénico
(donante de Lewis) sobrevivieron hasta el Ultimo dia del experimento
(establecido en D + 15 después de trasplante). La caracterizacion del

trasplante de rifidn alogénico (DA-L) se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Caracterizacion del modelo de trasplante renal en rata DA-L. (A) Analisis
de supervivencia, trasplante de rifién isogénico (L-L, n=11, cuadrado) versus alogénico
(DA-L, n=8, circulo). (B, C) Analisis de la funcién renal incluyendo BUN y creatinina
sérica. (D) Anticuerpos donante especificos, CMH-clase | (RT1A) y clase Il (RT1B) de
rata. (E) Imagenes representativas que ilustran las lesiones renales en el modelo DA-L
tras 6 dias postrasplante. Las tinciones de Hematoxilina/Eosina, &cido periodico Schiff
(PAS) e inmunohistoquimica para C4d se realizaron para definir el tipo de rechazo
producido en modelo DA-L, tal y como se pude apreciar se trata de un rechazo
mediado por anticuerpos.

El modelo de trasplante de rifion DA-L se caracteriz6 por un ligero deterioro de
la funcion renal el dia +1 postrasplante, seguido de una mejoria de la funcién
renal y, posteriormente, a partir del dia +4, una rapida disminucién de la funcion
renal con un aumento de BUN y niveles de creatinina sérica, pérdida de la
funcion del injerto y muerte de la rata (Figura 4B, 4C). Los DSA anti-RT1A y
anti-RT1B se detectaron desde el dia tres con un aumento progresivo hasta el
dia 7 (Figura 4D). La histologia del injerto de rifidn a los seis dias después del
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trasplante fue compatible con el rechazo agudo mediado por anticuerpos
(ABMR). La histologia mostré necrosis cortical, con capilaritis peritubular y
microangiopatia trombdtica. Los infiltrados intersticiales se caracterizaron
principalmente por leucocitos polimorfonucleares y macrofagos, y la deposicion
de C4d en los capilares peritubulares fue fuertemente positiva en

inmunohistoquimica (Figura 4E).

Impacto de la terapia TAC en el trasplante de rifién alogénico (DA-L)

Los receptores con dosis baja de TAC (0,1 mg / kg), tuvieron un tiempo medio
de supervivencia de 7,25 = 0,69, no diferente del modelo de trasplante sin
inmunosupresion (6,12 + 1,28; P = 0,074) (Figura 4A y 4C). Los receptores con
dosis medias y altas de TAC (0,25 y 0,5 mg / kg), mostraron un aumento
significativo de la supervivencia de las ratas en comparacion con los receptores
sin inmunosupresion, 11,4 + 2,21 (P = 0,0004) y 70,0 + 32,8 (P = 0,0163),
respectivamente (Figura 4A-4C). Los niveles de BUN y creatinina sérica, con
una dosis baja de TAC (0,1 mg / kg), no fueron diferentes del modelo de
trasplante sin inmunosupresion. Mientras que las dosis medias y altas de TAC
(0,25 y 0,5 mg / kg) preservaron parcialmente la funcién renal y mostraron un

aumento significativo en la supervivencia (Figura 4).
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Figure 4: Puesta a punto de la inmunosupresién en el modelo de trasplante renal
en rata DA-L. (A, B) Andlisis de supervivencia en ratas, DA-L sin inmunosupresion (n
= 8, negro), con TAC a 0,1 mg / kg (n = 4, rojo), con TAC a 0,25 mg / kg (n = 10, azul )
y con TAC a 0,5 mg/ kg (n = 3, verde). (C) Analisis del tiempo medio de supervivencia.
* Significativamente diferente en comparacion con el grupo sin tratamiento (* P <0.05;
** P <0.01; ** P <0.001). Significativamente diferente en comparacion con la dosis de
TAC de 0,25 mg / kg. # Significativamente diferente en comparacion con la dosis de
TAC de 0,5 mg / kg. (D-G) Andlisis de la funcién renal que incluye nitrégeno ureico en
sangre (BUN) y creatinina sérica. (H) Cuantificacion de anticuerpos especificos del
donante (DSA) de clase | y clase Il a los 6 y 9 dias después del trasplante. *
Significativamente diferente en comparacion con la dosis de TAC de 0,1 mg / kg (* P
<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001). Dosis de TAC de 0,1 mg / kg. Significativamente
diferente en comparacion con la dosis de TAC de 0,25 mg / kg. # Significativamente
diferente cuando se compara cada grupo en un momento diferente. TACim, inyeccion
intramuscular de TAC; MFI, indice de fluorescencia medio.
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Se selecciond la dosis de 0,25 mg / kg de TAC para el disefio experimental, y
los grupos de dosis baja y alta se descartaron para el modelo experimental ya
que dificultarian mostrar el efecto del tratamiento con ECP. El efecto de las
dosis de TAC sobre los niveles de DSA de clase | y Il se representa en la
Figura 4H. El dia +6 después del trasplante, la dosis de 0,1 mg / kg de TAC no
modific6 los niveles de DSA en comparacion con el modelo sin
inmunosupresién (Figura 4D y 4H). Los grupos con las dosis intermedia y alta
de TAC (0,25 y 0,5 mg / kg), mostraron niveles de DSA significativamente mas
bajos en comparacion con el modelo basal en el dia +7 postrasplante. En el dia
+9, las MFI de DSA de clase | y clase Il fueron significativamente mas bajas en

el grupo de TAC 0,5 mg / kg en comparacion con TAC 0,25 mg / kg.

Caracterizacion de células Lew"* alogénicas

Las células Lew™ alogénicas de la sangre periférica y la suspensién de células
del bazo se caracterizaron mediante citometria de flujo (Figura 5). Las células T
y B, las células NK, los monocitos Las células Lew™ de ambas suspensiones
celulares se combinaron antes del procedimiento de fotoféresis, concretamente
el 5,24 + 1,20% de las células Lew" procedian de sangre periférica. Los
linfocitos predominan en las células del bazo y las células polimorfonucleares
en la sangre periférica. En las células del bazo, los linfocitos B y las células NK
fueron méas frecuentes que en la sangre periférica. La concentracion de
linfocitos CD4" fue similar entre ambos origenes, mientras que los linfocitos
CD8" predominan en el bazo. La proporcion de células dendriticas vy

macrofagos no fue diferente entre la sangre periférica y el bazo.
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Figure 5: Caracterizacion de leucocitos esplénicos y sanguineos. (A) Distribucion
de los diferentes tipos de células leucocitarias; granulocitos (PMN, negro), monocitos
(gris) y linfocitos (blanco). (B) Cuantificacion de los diferentes tipos de leucocitos. (C)
Cuantificacion de los diferentes linfocitos; Células B, células NK y células T. (D)
Cuantificacién de células T CD3" en células CD4" y CD8". * Significativamente
diferente en comparacion con las muestras de sangre (* P <0.05; ** P <0.01; *** P
<0.001).

Caracterizacién del producto celular obtenido por ECP

La viabilidad del producto de la célula ECP se evalu6 inmediatamente después
de la fotoféresis y después de tres dias en cultivo con un PHA-L como estimulo
mitégeno. El producto de células ECP parece estar vivo (79,4 + 1,4%) cuando
el analisis se realizé inmediatamente después del procedimiento de fotoféresis
en comparacién con las células Lew® alogénicas (Figura 5A: graficos
izquierdos y medio). Sin embargo, cuando el producto de células ECP se

cultivd durante tres dias con PHA-L, aproximadamente el 95,2 + 3,6% de las
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células tuvieron que considerarse apoptoticas; ademas, aproximadamente el
0,15 *+ 0,06% de las células permanecieron vivas (gréfico de la Figura 5A-
derecha). Para evaluar la capacidad proliferativa del producto celular ECP, se
agrego un estimulo mitogénico en el medio de cultivo celular. El procedimiento
de fotoféresis evitd por completo la proliferacion observada en las células

Lew"* (Figura 5B).
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Figure 6: Caracterizacion del producto de fotoféresis extracorpérea. (A) Impacto
de ECP en la viabilidad de LewDA. (B) Impacto de ECP sobre la capacidad
proliferativa de esplenocitos Lew™ y producto ECP. Gréfico de la izquierda,
esplenocitos de Lew™ estimulados con fitohemaglutinina-L (PHA-L) durante 3 dias.
Gréfico de la derecha, células ECP estimuladas con PHA-L. Células Lew™ y ECP
tefiidas con CFSE con PHA-L (azul) y sin PAH-L (gris).

Impacto de la ECP en el trasplante de rifién alogénico (DA-L)
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Todas las ratas del grupo de dosis baja de TAC + ECP (10x10°) y del grupo de
monoterapia con TAC mueren antes del dia 16 después del trasplante,
mientras que el 44% de las ratas del grupo de dosis alta de TAC + ECP
(100x10°) sobreviven hasta el dia 29 después del trasplante. El andlisis de
supervivencia se muestra en la Figura 7A. El tiempo medio de supervivencia se
prolongd en dosis altas de PAE hasta 26,28 + 21,9 dias (P = 0,0470); sin
embargo, una dosis baja de ECP no modific6 la MST en comparacion con el
tratamiento en monoterapia con TAC (Figura 5B). La dosis alta de ECP en
combinacion con TAC estabilizd el deterioro de la funcion renal en casi el 50%
de las ratas (Figura 7C y 7D), mientras que una dosis baja de ECP no confirié
ninguna mejora en la funcion renal en comparacion con el grupo TAC. El
impacto de las dosis de ECP sobre los DSA de clase | y Il se muestra en la
Figura 7 E y F. Las dosis de ECP tanto bajas como altas no redujeron el MFI de
los DSA de clase | y Il en el dia 6 después del trasplante. El andlisis en el dia 9
revelé que altas dosis de ECP en combinacion de TAC redujeron parcialmente
la DSA de clase |, concretamente las ratas supervivientes tenian los niveles
mas bajos de DSA de clase | y clase Il. En las ratas supervivientes el dia 23
después del trasplante, del grupo de dosis alta de TAC + ECP, el MFI para los

DSA de clase | y Il fueron 2620 + 989 y 4241 + 1102, respectivamente.
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Figure 7: Impacto del producto de ECP en el modelo de trasplante renal de rata
DA-L. (A) Andlisis de supervivencia de ratas de los siguientes grupos de ratas: DA-L +
TAC (0,25 mg / kg) (n = 10, azul), mas dosis baja de ECP (10x10° células, n = 4,
parpura) y mas alta dosis de ECP (100x10° células, n = 9, verde) trasplante de rifion.
(B) Andlisis del tiempo medio de supervivencia. * Diferencias estadisticas en
comparacion con el grupo TAC (0,25 mg / kg). (C, D) Andlisis de la funcién renal que
incluye nitrogeno ureico en sangre (BUN) y creatinina sérica. (E-F) Andlisis de
anticuerpos especificos del donante que incluyen MHC de rata de clase | (RT1A) y
clase Il (RT1B). * Significativamente diferente en comparacion con la dosis de TAC de
0,25 mg / kg a los 6 dias.
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4. Comunicaciones surgidas de este objetivo:

e Impact of Extracorporeal Photopheresis in a Full-Mismatch Kidney Transplant Rat
Model. Rovira J, Pifieiro GJ, Lazo-Rodriguez M, Ramirez-Bajo MJ, Banon-Maneus E,
Hierro-Garcia N, Ventura-Aguiar P, Cid J, Lozano M, Diekmann F. 2020 American

Transplant Congress (Poster communication)

5. Conclusiones

En el modelo experimental, la ECP pudo prolongar la supervivencia del
injerto renal, preservando su funcion. El impacto de la ECP sobre los DSA
no ha quedado del todo claro. La eficacia de ECP en este modelo podria
allanar el camino para futuros estudios clinicos en trasplante de rifidn. La
ECP requiere una evaluacion adicional como terapia inmunomoduladora en

el campo del trasplante de rifién.
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El dafio mediado por anticuerpos es la principal limitacion para la supervivencia
del injerto renal a largo plazo. Pero a pesar de su relevancia clinica, el
tratamiento del rechazo mediado por anticuerpos (ABMR), tiene una base
empirica y con poca evidencia respecto a su efectividad. Ademas, el mismo
presenta una gran variabilidad en su forma de aplicacion entre los diferentes

centros y series reportadas.

Al inicio de la investigacion para la presente tesis, en el Hospital Clinic de
Barcelona, el tratamiento del rechazo renal mediado por anticuerpos, tanto en
su forma aguda como cronica, se basaba en la combinacion de RP, IVig,
corticoides y Rituximab. Esta es una combinacién habitual en muchos centros y
es considerada (exceptuando al Rituximab), como el tratamiento estandar en
varios consensos.(100-102) Es por ello, que el objetivo inicial de la tesis fue
investigar retrospectivamente la respuesta al tratamiento del ABMR activo en la

cohorte de pacientes trasplantados en el Hospital Clinic de Barcelona.

Se identific6 una cohorte de 116 receptores renales diagnosticados con un
rechazo activo mediado por anticuerpos (aAABMR), los cuales fueron tratados

con una combinacion de RP, IVIg, corticoides y rituximab entre 2004 y 2019.

El primer resultado, fue una eficacia relativamente mas baja de lo esperada;
s6lo el 54,3% de los pacientes presentd una estabilizacibn o mejoria en la
funcién del injerto renal a los seis meses post tratamiento. La efectividad fue
distinta segun el tiempo transcurrido entre el trasplante y el diagnostico de
rechazo. El 67% de los pacientes con diagnéstico de aABMR antes de los seis
meses de trasplante (tempranos), respondieron al tratamiento con una mejoria
o estabilizacion de la funcion renal a los 6 meses. Mientras que sélo el 23,5%,
de los rechazos diagnosticados después de los seis meses de trasplante
(tardios), respondieron a dicho tratamiento (P < 0,001). Respecto a esto,
estudios previos han reportado en el mismo sentido, evidenciando una peor

respuesta y sobrevida de los injertos en rechazos tardios con respecto a los
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tempranos.(220) Esto, hace suponer una fisiopatologia inmunologica diferente
entre el aABMR temprano y tardio. En los estudios mencionados, los episodios
de rechazos tempranos se asociaron a una presensibilizacion contra el
donante, hecho que también se comprueba en nuestra cohorte (P = 0,007, OR
5,1). Por otro lado, en dichos estudios se ha relacionado, aunque con
resultados contradictorios, la clase de DSA (contra HLA clase | o Il) con la
temporalidad del rechazo.(139,220,) En la serie del Hospital Clinic, no
encontramos asociacion con la clase de DSA que presentaron los pacientes. A
diferencia de los estudios precedentes, en la serie del Hospital Clinic solo se
incluyeron pacientes con diagndéstico de aABMR y se excluyeron a todos los
pacientes con criterios de rechazo cronico mediado por anticuerpos (CABMR).

Un aspecto controvertido que no ha sido evaluado sélidamente en estudios
previos es la utilidad de realizar biopsias de seguimiento después del
tratamiento del aABMR.(100,222,223)

Tras el tratamiento, 90 de los 116 pacientes (78%) fueron sometidos a una
biopsia de seguimiento, con una mediana de tiempo de 2 [4] meses. Se
observo persistencia de inflamacion microvascular (MVI 21) en el 71% de las re
biopsias. Sin embargo, hasta el 53% de los pacientes con MVI persistente,
habian presentado una respuesta favorable de la funcion renal tras el
tratamiento. Lo que refuerza el valor de la biopsia de seguimiento post
tratamiento del aABMR.

La persistencia de inflamacion aguda (MVI, tubulititis, microangiopatia
trombadtica activa, necrosis tubular aguda) en las biopsias de seguimiento se
asocidé a una mayor tasa de fracaso del injerto renal. El impacto negativo de
MVI en biopsias de seguimiento tempranas post trasplante ha sido descripto en
estudios previos como un potencial predictor del desarrollo de ABMR,
progresion de fibrosis y desarrollo de DSA. Sin embargo, solo uno de estos
estudios ha evaluado la influencia especifica de la capilaritis peritubular en las
biopsias de control post tratamiento, donde se asociéo con un mayor riesgo de

pérdida del injerto. (194,222,223)

129 | Pagina



Discusién general

Otro elemento asociado a peor prondstico en la biopsia de seguimiento, fue la
presencia de tubulitis, incluso sin cumplir criterios para el diagnéstico de TCMR.
Se ha descripto previamente que la coexistencia de un TCMR con un ABMR
empeora significativamente el prondstico del ABMR.(224,225) Sin embargo,
solo un estudio ha evaluado la presencia de tubulitis en biopsias de control tras
el tratamiento de ABMR, pero no ha evidenciado un mayor riesgo de pérdida
del injerto a los seis afos.(194)

Los hallazgos del presente estudio sugieren que la inflamacion persistente tras
el tratamiento del ABMR activo tiene un valor prondéstico, a pesar de no cumplir
estrictamente con ninguna de las categorias de Banff y presentar mejoria de la
funcién renal. Este hallazgo concuerda con la patogenia del dafio humoral
cronico. En él, se produce un dafio de bajo grado mantenido en el tiempo, que
se manifiesta con una multilaminacion de la membrana basal glomerular
conocida como glomerulopatia del trasplante (GT), la cual se encuentra
asociada a mal prondstico.(226) De hecho, en la serie del Hospital Clinic, la
presencia de glomerulitis persistente en la biopsia de seguimiento estuvo
asociada en forma consistente con la presencia de GT (N = 14) en dicha
biopsia (P < 0,001, OR 1,45, IC95% 1,19 - 1,77). Esta inflamacion glomerular
persistente parece ser la evidencia de un afio endotelial mantenido en el tiempo

que llevaria a la GT.

Tras la biopsia de seguimiento, el 37,5% de los pacientes con persistencia de
MVI recibieron un segundo tratamiento. Estos pacientes presentaron una
menor tasa de pérdida del injerto respecto a aquellos con MVI persistente que
no se sometieron a un retratamiento. Sin embargo, estos resultados deben
tomarse con cautela porque el tamafio de la muestra es pequefo y las biopsias
de control y la decisién de tratar, fueron basadas en el juicio clinico del médico
tratante, por lo que el riesgo de sesgo de seleccion es elevado.

Los pacientes de la serie del Hospital Clinic, presentaron una incidencia
elevada de infecciones que requirieron ingreso hospitalario al menos por 48
horas (0,87 infecciones/ paciente tratado/ afio). Las infecciones se encontraron

asociadas con la presencia de comorbilidades en el paciente al momento del

130|Pagina



Discusién general

tratamiento, siendo un indice de comorbilidades de Charlson = 4 un factor de
riesgo (p = 0,01, OR 4,2). Sin embargo, no pudimos demostrar asociacion con
la “carga inmunosupresora” (uso previo de Rituximab, retratamientos de ABMR,
tipo de induccion, tiempo de inmunosupresion, o tipo de inmunosupresores).
Esta falta de asociacion probablemente se pueda explicar por una relacion mas
débil entre la “carga de inmunosupresion” y el riesgo de infecciones, lo que
requeriria una N de pacientes mayor para evidenciarla.

Otro hecho a destacar, es que en la serie del Hospital Clinic, la mayoria de los
pacientes recibieron tratamiento con rituximab y este se ha asociado con un
mayor riesgo de infecciones en el postrasplante renal, aunque sin haber datos
de estudios aleatorizados.(227-229)

Los resultados de este estudio plantean preguntas importantes por resolver,
como son la estandarizacion del tiempo entre el tratamiento y la biopsia renal
de seguimiento, la necesidad de retratar 0 no a estos pacientes y en qué
circunstancias. La primera pregunta es crucial para poder diferenciar lesiones
persistentes activas, de aquellas en fase de recuperacién que mejoraran con el
tratamiento previo ya recibido. A este respecto, este estudio no puede
responder con evidencia. Mas alld de ello, los datos parecen apoyar la
realizacion de una biopsia precoz entre 1 a 3 meses tras el tratamiento ya que
brinda informacidn relevante en el prondstico del injerto.

Con respecto a la necesidad de retratamiento, la Unica evidencia solida podria
venir de un estudio aleatorizado y por lo tanto libre de sesgos. A pesar de las
limitaciones de este estudio, creemos que aporta informacién valiosa que
refuerza la importancia de las biopsias de seguimiento tras el tratamiento del
ABMR vy la persistencia de inflamacion aguda como marcador de mal

pronagstico del injerto.

El segundo objetivo del estudio fue caracterizar la eficacia y factores
pronésticos del tratamiento con Rituximab, IVIG y RP en el rechazo renal
cronico activo mediado por anticuerpos (caABMR). Para ello realizamos un
estudio retrospectivo en una cohorte de pacientes trasplantados en el Hospital
Clinic de Barcelona con diagnéstico de caABMR, entre 2006 y 2015. Como ya
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se ha comentado esta pauta de tratamiento era la usual en estos pacientes. Sin
embargo, dada la baja evidencia respecto a la efectividad, no se indico
tratamiento en todos los pacientes.

El estudio incluyé una cohorte de 23 pacientes con diagnostico de caABMR,
tratados con la combinacion de Rituximab, IVIg y RP y 39 pacientes que no
recibieron tratamiento especifico. En este estudio la triple terapia, no se asocio
a una mejor evolucion de la funcidén del injerto renal. No hubo diferencias
significativas en la supervivencia del injerto, ni en el numero de pérdidas de

injerto a los 12 y 24 meses.

Al tratarse de un estudio retrospectivo la posibilidad de sesgo es importante,
por lo que intentamos demostrar diferencias entre ambos grupos. Sin embargo,
los grupos fueron homogéneos en cuanto a la severidad de lesiones
histoldgicas, el grado de deterioro de la funcion renal y el tipo de trasplante. No
obstante, la decision de tratar se baso en el juicio clinico individual de cada
meédico y puede haber sido influenciado por una percepcién de un mejor estado
funcional y menor riesgo de infecciones de los pacientes. En este sentido, los
receptores y donantes del grupo tratamiento fueron mas jévenes. Sin embargo,
incluso con este posible sesgo de seleccion positivo, las infecciones graves
fueron mas frecuentes en los pacientes tratados que en el grupo de control de
mayor edad. De hecho, el ICC fue similar en ambos grupos, pero solo se
asocié con mas infecciones en los pacientes de grupo control, resaltando “el

peso” del tratamiento inmunosupresor recibido.

La evidencia para el tratamiento con rituximab en el caABMR proviene de
pequefias series retrospectivas con resultados favorables.(124,125,127,230)
En dichas cohortes hay una heterogeneidad considerable entre pacientes con y
sin criterios de caABMR y se evidencia mal prondstico y escasa respuesta
asociada a la presencia de GT. Por otro lado, la eficacia en estos estudios, se
establecio en base a la estabilizacion de la funcion del injerto renal. Pero, es
dificil distinguir la historia natural de la enfermedad en ausencia de un grupo de

control no tratado. De hecho, en el grupo control del Hospital Clinic algunos

132 |Pagina



Discusién general

pacientes estabilizaron su funcion renal, a pesar de no recibir tratamiento
especifico. Y al igual que en otras series reportadas, la evolucion es
heterogénea en ambos grupos, lo que resalta la importancia de contar con un

grupo control.

Dos estudios, mas recientes, reportan que el tratamiento con Rituximab no
mejora la supervivencia del injerto en comparacion con un grupo no tratado.
Ademas, muestran una mayor incidencia de efectos adversos en los grupos de
tratamiento.(128)'(129) Pero, en ambos estudios, no se evalu6 la combinacion
de Rituximab, RP e IVIg.

Recientemente, la evidencia mas contundente ha sido aportada por un ensayo
aleatorizado multicéntrico espafiol para analizar la eficacia de Rituximab e IVIg
frente a placebo en 24 pacientes con GT y presencia de DSA (12 placebo
frente a 12 tratamientos).(231) De acuerdo con nuestro estudio, no hubo
diferencias en la disminucion de la FGe a los 12 meses. Lamentablemente, el
estudio se detuvo, debido a la baja tasa de inclusion, lo que resalta la dificultad

para realizar estudios prospectivos en esta area.

Como se ha comentado en la introduccién, dado que los anticuerpos son
producidos por células plasmaticas, las cuales no son afectadas directamente
por el Rituximab, otra estrategia posible seria el uso de bortezomib, un inhibidor
del proteosoma que si actla sobre dichas células. Un ensayo aleatorizado,
comparé el tratamiento con bortezomib frente a placebo en 28 pacientes con
diagnéstico de ABMR tardio. El bortezomib no logré inducir una reversion en la
caida del FGe, los niveles de DSA o las caracteristicas morfologicas y
moleculares de actividad en el seguimiento. En este estudio, el tratamiento se

asoci6 con una toxicidad sustancial.(142)

En busca de opciones terapéuticas mas eficaces, dos pequefios estudios
prospectivos evaluaron el bloqueo del sistema del complemento a diferentes
niveles en el tratamiento y prevencion de caABMR y GT, sin cambios en los
resultados a largo plazo.(153)(148)
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Por altimo, el bloqueo de la sefalizacion por interleuquina 6 (IL-6) ha arrojado
datos prometedores. Por un lado, Tocilizumab, un anticuerpo monoclonal
contra el receptor de IL-6, demostro estabilizacion de la funcién renal en una
pequefia serie de pacientes con caABMR y GT.(156) Y por otro lado, mas
recientemente, Clazakizumab, un anticuerpo monoclonal contra la IL-6, ha
demostrado mejorar el declive en el FGe e incluso lograr mejoria histolégica y
molecular en las biopsias de seguimiento en un estudio aleatorizado de fase 2.
Sin embargo el 25% de los pacientes presentaron eventos adversos
graves.(157) Esta linea de tratamiento parece interesante aunque no exenta de
riesgos, actualmente se encuentra en desarrollo un estudio aleatorizado de
fase 3 (NCT03744910), que planea incluir 350 pacientes con diagnostico de
CABMR.

Respecto a marcadores de mal pronoéstico, al contrario de los resultados
presentados en otros estudios(127), en la serie del Hospital Clinic la severidad
de la GT no se asocié con peor supervivencia o pérdida del injerto a los 24
meses. Diez pacientes tuvieron una biopsia de seguimiento después del
tratamiento y ninguno presenté mejoria de GT. Probablemente la GT indica una
manifestacion no reversible de procesos de dafio crénico mediados por
anticuerpos. En la cohorte del Hospital Clinic la presencia o ausencia de DSA
no se asocid a peor prondstico, hecho que también ha sido reportado por otros
autores en el contexto de caABMR.(232)

En la cohorte del Hospital Clinic, un bajo FGe al momento del diagndstico y una
velocidad elevada de deterioro del FGe en los 6 meses previos al diagnostico
de caABMR, se asociaron a pérdida del injerto a los 24 meses,
independientemente del tratamiento recibido. Un AFGe = 13 ml / min fue util
para identificar a los pacientes con peor supervivencia del injerto a los 24
meses.

Considerando todos los datos reportados y que la falta de adherencia a la
terapia inmunosupresora es una causa importante para el desarrollo de

caABMR, parece mas eficiente y menos peligroso para el paciente centrarse en
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promover la adherencia a la terapia inmunosupresora en lugar de tratar el

caABMR de manera agresiva.

En el Hospital Clinic se realizan trasplantes hepatorrenales simultaneos
(THRS) que podrian considerarse de alto riesgo inmunolédgico desde la Optica
del trasplante renal aislado. Esta es una situacion inmunoldgica especial donde
el dafo por anticuerpos tiene un impacto diferente al trasplante renal aislado. Si
bien ya es conocida la mayor tolerancia al dafio mediado por anticuerpos del
injerto hepatico, el grado de extensién de dicha ventaja inmunoldgica al injerto
renal no es tan claro. Ademas, se ha reportado una mortalidad mayor en los
pacientes con THRS sensibilizados contra el donante.(99,233-235)

Consideramos relevante estudiar el impacto del dafio mediado por anticuerpos
en la sobrevida del injerto renal y del paciente con THRS, dado que variantes
basadas en su fisiopatologia inmune podrian constituir, en un futuro, una

alternativa terapéutica en el manejo del ABMR.

Se ha realizado un estudio longitudinal retrospectivo de los pacientes con
THRS llevados a cabo en el Hospital Clinic de Barcelona entre 1993 y 2017. De

los 68 receptores incluidos, 20 se consideraron de alto riesgo inmunoldgico.

Un estudio previo basado en un registro en receptores de THRS reporto una
mayor mortalidad en los receptores sensibilizados (CM o PRA positivos> 10%).
La sensibilizacidon se relacion6é con un aumento del 20% en la mortalidad y del
16% en la pérdida del injerto en comparacion con los pacientes no
sensibilizados (HR = 1,22). Sin embargo, en este estudio, el tiempo en dialisis,
la diabetes y el trasplante previo fueron significativamente mas frecuentes en

los pacientes sensibilizados.(99)

Mas recientemente, se analizd el impacto de la terapia de induccion en los
receptores de THRS mediante la base de datos United Network for Organ
Sharing (UNOS). La terapia de induccidn no se asocio con una reduccion del
rechazo del injerto ni con un beneficio en la supervivencia del paciente. Sin
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embargo, curiosamente, el uso de ATG y los antecedentes de trasplante
hepatico previo se asociaron de forma independiente con una mayor mortalidad
en el analisis multivariado. Desafortunadamente, el riesgo inmunoldgico y la
historia de TR previo, mas prevalentes en el grupo ATG, no se evaluaron en el

modelo multivariado.(233)

En la cohorte del Hospital Clinic, el Unico factor asociado con una peor
supervivencia global del receptor en el analisis multivariado fue el antecedente
de un TR previo (HR, 4,26; IC del 95%, 1,36+13,4). Dada la posibilidad de
sesgo en el modelo multivariante por una posible interrelacién de variables, se
utilizé como enfoque complementario para el analisis de modelos de regresion
de Cox la ponderacion de la probabilidad inversa de tratamiento (IPTW),
estabilizado por la prevalencia de alto riesgo inmune. Demostrando la
supervivencia del paciente no estar asociada con el alto riesgo inmune (P =
0,62). Los factores incluidos en el célculo de Propensity score fueron el TR
previo, la positividad de VHC y el tiempo en dialisis, dado que estos factores y
el alto riesgo inmune se mostraron asociados con una menor supervivencia del
paciente en los andlisis univariados. Este tipo de analisis representa un
sustituto valido para corregir el sesgo de asignacibn en estudios

retrospectivos.(236)

El analisis IPTW no apoyd la asociacion del riesgo inmunoldgico con la
supervivencia del paciente, esto sugiere que las comorbilidades asociadas con
la alosensibilizacion son factores de riesgo independientes para la
supervivencia del injerto renal y del paciente, mientras que el riesgo

inmunoldgico, per se, no lo es.

Una explicacion posible es que trasplante previo se relaciona con una mayor
“carga acumulada de inmunosupresion” y esto este en relacion con las causas
de muerte dominantes en los receptores de trasplante, que son los eventos
cardiovasculares, la infeccion y la neoplasia, todas ellas exacerbadas por la

inmunosupresion.(237) En apoyo de esta teoria, los niveles mas elevados de
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inmunosupresion en el THRS, en comparacion con trasplante hepatico, se han

relacionado con un prondstico peor en pacientes con VHC positivo.(238)

O'Leary analizo el impacto de la presencia de DSA en 30 pacientes sometidos
a un THRS. En el analisis multivariado, la presencia de DSA de clase Il fue un
predictor independiente de muerte del paciente (HR, 2,2; P = 0,04). (204) Sin
embargo, mas recientemente, Leca et al. informaron que en 56 THRS el riesgo
inmunoldgico no tuvo un impacto negativo en la supervivencia del paciente o
del aloinjerto renal.(239) Es destacable, que en este ultimo estudio la infeccién
por VHC, el tiempo en didlisis y los TR previos se encontraron equilibrados en

ambos grupos.

En nuestra cohorte, el rechazo del injerto renal fue significativamente mayor en
los pacientes con alto riesgo inmunoldgico (30,0% versus 5,88%; OR, 6,86). De
10 rechazos renales, 9 ocurrieron poco después del THRS.

Todos los pacientes con ABMR tuvieron mejoria de la funcién renal y la biopsia
renal repetida mostré la ausencia de actividad de rechazo mediado por
anticuerpos, incluso aunque 2 pacientes no fueron tratados especificamente
para el ABMR.

Con respecto a la lesion inmunitaria cronica de los injertos renales en el
contexto del THRS, un estudio reciente comparé un grupo de 68 THRS con
receptores de TR aislado y concluy6 que, independientemente de la presencia
de DSA, la prevalencia de GT fue de 0 en el THRS, lo que sugiere ausencia de
dafio cronico mediado por anticuerpos.(240) Sin embargo, la ausencia de
rechazo cronico no disminuye la importancia de los episodios de rechazo
agudo. En este sentido, Nilles et al. Informaron una prevalencia de rechazos
cercana al 20% con una disminucién de la FGe en los pacientes con rechazos
renales (P <0,01).(240)

En la serie del Hospital Clinic, aunque hubo una mayor incidencia de rechazos
en los pacientes de alto riesgo inmunologico, la funcion renal no fue diferente

entre los pacientes segun el riesgo inmune o entre los pacientes con y sin
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rechazos. Evaluamos la correlacion intrasujeto en la funcion renal con un
modelo de ecuacion de estimacion generalizada (GEE), para valorar un posible
deterioro de la funcion renal, demostrando que las medias de FGe no fueron

diferentes, mostrando la estabilidad en el FGe.

Como ya se ha comentado en la introduccion de esta tesis, el higado es un
6rgano capaz de modificar el sistema inmunolégico del receptor.>’ %% a
capacidad inmunomoduladora del higado puede extenderse mas alla del

microambiente local y es aloespecifica.(97)

El uso del THRS como estrategia para evitar la pérdida del injerto renal en
pacientes sensibilizados contra el donante, ha sido explorado en 7 pacientes
hiperinmunizados con resultados prometedores. Sin embargo, incluso en esta
pequefia cohorte, 2 pacientes perdieron su injerto, uno por un ABMR temprano
y otro en el contexto de complicaciones quirurgicas graves relacionadas con el
injerto de higado. Este estudio destaca que la proteccion del higado sobre el
rion no es completa y el riesgo quirdrgico del trasplante hepatico debe
equilibrarse con los beneficios inmunoldgicos para el rifidén trasplantado. Los
autores propusieron que los niveles de anticuerpos anti-donante deben ser lo
suficientemente bajos para evitar un rechazo hiperagudo.(49) Este es un limite
dificil de definir. En nuestra cohorte incluso los pacientes con MFI altos tuvieron

un buen resultado renal después del trasplante.

Dar y col. consideraron que los DSA de clase | se eliminan preferentemente en
THRS y argumentan que los aloinjertos de higado pueden no proteger
completamente al injerto renal si estan presentes DSA de clase 11.(49) Sin
embargo, en nuestra cohorte, los DSA de clase Il antes del trasplante se
volvieron negativos o tuvieron una disminucion significativa después del

trasplante.

El periodo de inclusion extendido y la definicion amplia de alto riesgo
inmunologico (presencia de DSA y / o CM positivo) podrian considerarse

limitaciones de este estudio. Otras limitaciones son que los seguimientos no se
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realizaron en intervalos de tiempo especificos y se basaron en el juicio clinico.
Sin embargo, ningun paciente present6 pérdida del injerto o dafio inmunolégico
cronico. Por otro lado, un resultado positivo de nuestra experiencia se basa en

la evaluacion del riesgo inmunoldgico en correlacion con las comorbilidades.

En la serie del Hospital Clinic, los pacientes con alto riesgo inmunoldgico
tuvieron una mayor prevalencia de rechazo agudo. Sin embargo, esta
prevalencia no afecté a la supervivencia y funcion del injerto renal a largo
plazo. No obstante, un seguimiento mas prolongado o una muestra mas amplia

podrian mostrar una peor evolucion de los injertos.

La tolerancia del injerto renal en el THRS no es completa, pero es mayor que
en el TR aislado. El impacto de la alosensibilizacion en la supervivencia del
paciente y del injerto, debe sopesarse cuidadosamente frente a las
comorbilidades porque una mayor sensibilizacion puede asociarse con

mayores comorbilidades.

La mayor incidencia de rechazos tempranos en pacientes con alto riesgo
inmunoldgico, justificaria una mayor vigilancia de estos pacientes al menos en
las primeras etapas del trasplante. Por otro lado, persisten las dudas sobre la
necesidad de una inmunosupresién de mantenimiento mas potente en casos
de alto riesgo inmunoldgico, considerando que estos pacientes suelen tener
una mayor prevalencia de comorbilidades y un mayor riesgo de efectos

adversos a largo plazo asociados a los farmacos inmunosupresores.

Tras comprobar en las secciones precedentes, que la eficacia del tratamiento
habitual fue parcial y mas baja de lo esperada en el ABMR activo y nula en la
forma crénica de dafio humoral, y que estos tratamientos se vieron asociados a
una incidencia elevada de complicaciones infecciosas, decidimos explorar la
terapia de fotoaféresis extracorporea (ECP). La ECP ha demostrado eficacia
clara en la enfermedad injerto contra huésped (EICH) y eficacia variable en el
contexto del rechazo pulmonar y cardiaco. (166,167,176,177,168-175) La ECP es
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una terapia celular atractiva para tratar el rechazo del injerto renal, dado la
ausencia de inmunosupresion generalizada o efectos secundarios graves. Su
eficacia sobre la alorreactividad de las células T ha sido probada desde hace
mucho tiempo, y en el trasplante de rifidn, existen reportes favorables en el
rechazo refractario mediado por células T.(241) Por lo tanto, una cuestion
pendiente es valorar la eficacia de la ECP en el rechazo mediado por
anticuerpos donde los linfocitos B y células plasmaticas tienen un rol

predominante.

En esta tesis se ha explorado el uso de la ECP en un modelo animal de ABMR.
Para ello pusimos a punto y caracterizamos el modelo de trasplante renal Dark
Agouti-Lewis (DA-L). ElI modelo se caracteriza por desarrollar un ABMR de
inicio temprano, con un rapido deterioro de la funcién renal desde el dia +4 tras
el trasplante y una supervivencia media de 6 dias. Los anticuerpos donante
especifico de novo, de clase | y Il, se detectaron desde el tercer dia post-
trasplante con un aumento progresivo, y la histologia del injerto renal fue

compatible con un ABMR.

Dada la rapidez en el deterioro de la funcion renal, se introdujo un ciclo corto de
4 dosis de tacrolimus para permitir mantener la funcién inicial del injerto,
aumentando la supervivencia hasta los 11 dias. La intencion de de dicha accion
fue lograr una ventana temporal que permitiera evidenciar el efecto de la

fotoaféresis.

La adicion de ECP (100x10° células) prolongé el tiempo medio de
supervivencia hasta 26,28 dias (P = 0,047) y estabilizé el deterioro de la
funcién renal en casi el 50% de las ratas. Aunque este tratamiento no modifico
la expresion de DSA en el periodo inicial, en el dia +23 se evidencié una
disminucién del MFI medio de los DSA en comparaciéon con las

determinaciones previas (dia +9).

Con respecto al comportamiento de los DSA en el trasplante de organo sélido

bajo tratamiento con ECP, en el trasplante pulmonar se ha reportado una
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disminuciéon significativa en los DSA y auto anticuerpos pulmonares en
receptores con rechazo cronico en forma de bronquiolitis obliterante.(213) Esta
disminucién de anticuerpos se produjo junto con una reduccién de las
citoquinas proinflamatorias y un aumento de las antiinflamatorias. No se puede
descartar un efecto directo de la ECP sobre la produccion de DSA, aunque
parecen estar involucrados efectos indirectos relacionados con factores
inflamatorios. Dado que en el modelo animal, la ECP solo se administro hasta
el dia +14, cabe la posibilidad que el tiempo y numero de dosis sean
insuficientes para conseguir el control de los DSA evidenciado en el trasplante

de pulmon.

Respecto a la accion de la ECP sobre las células B, una disminucién en los
niveles del factor de activacion de células B (BAFF) y cambios en las
poblaciones de células B se han reportado como predictores de buena
respuesta al tratamiento con ECP en la EICH(242,243). Ademas, un modelo de
aloinjerto de piel en ratdbn mostro que la infusidén de esplenocitos expuestos a 8-
MOP + UVA aumenta el nimero de células B reguladoras IL-10" en circulacion,

promoviendo la supervivencia del injerto.(244)

La dosis de ECP parece ser relevante para lograr la estabilizacién de la funcion
renal. Una dosis baja de ECP no confirié ninguna mejora en la funcion renal ni
en la supervivencia de los animales en comparacién con el tratamiento en
monoterapia con tacrolimus. Los datos presentados sugieren una dosis-
respuesta o al menos la posibilidad de un umbral de dosis; de hecho, la falta de
respuesta de algunas animales podria deberse a una dosis insuficiente.

Otro tema discutible es el uso de dos dosis previas al trasplante. Sin embargo,
en otras terapias celulares el momento de administracion es de vital
importancia para lograr una mayor potencia. Por ejemplo, la administracion de
células mesenquimales (MSC) produce una mayor respuesta si la misma se
produce antes del desarrollo de un estado inflamatorio.(245).

Este estudio tiene algunas limitaciones; la inmunosupresion fue limitada en el
tiempo para resaltar el efecto de la ECP en un pequefio grupo de animales.
Como es habitual en los modelos fotoaféresis en rata, el porcentaje de células
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sanguineas periféricas es reducido (5,24%), siendo la mayoria de las células
infundidas esplenocitos. Esta diferencia en el producto celular puede conducir a
diferente potencia en la respuesta inmune que deben tenerse en cuenta con
respecto al uso de la ECP en humanos, donde el producto consiste
fundamentalmente en leucocitos de sangre periférica.

La eficacia de ECP descrita en este modelo podria allanar el camino para
futuros estudios clinicos en trasplante de rifidn, si bien es cierto que se
requieren algunos datos mas sobre el mecanismo de accion de la ECP en el
contexto del rechazo mediado por anticuerpos. Dado el adecuado perfil de
seguridad, de demostrar efectividad, la ECP podria constituir una herramienta
valiosa para prolongar la sobrevida del injerto renal.

Como conclusion final de la discusion, podemos afirmar, en acuerdo con otros
investigadores, que el rechazo del injerto renal mas que un evento parece ser
un proceso que se mantiene durante toda la “relacién inmunolégica” entre el
injerto y el receptor. Esta relacion, es inmunomodulada por la terapia
inmunosupresora, la que también impactan negativamente en la sobrevida del
paciente. La mejora en este proceso de forma segura, es el reto a superar para
prolongar tanto la sobrevida del injerto como del paciente. Para lograrlo,
consideramos que se deben explorar alternativas innovadoras y de mayor

seguridad respecto a la inmunosupresion.
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El tratamiento del rechazo activo mediado por anticuerpo del injerto renal,
mediante el uso de una combinacion de recambios plasmaticos,
iInmunoglobulina endovenosa y rituximab, mostro una eficacia del 54,3% en

la mejoria o estabilizacion de la funcion renal a los 6 meses del diagndstico.

La efectividad del tratamiento del rechazo, fue distinta segun el tiempo
transcurrido entre el trasplante y el diagndstico de rechazo activo mediado
por anticuerpos. En los pacientes diagnosticados durante los primeros seis
meses después del trasplante (rechazos tempranos/precoces), el 67%
respondieron con una mejoria o estabilizacién de la funcién renal a los 6
meses tras el tratamiento. Mientras que soélo el 23,5% de los rechazos
diagnosticados después de los seis meses tras el trasplante (rechazos
tardios) respondieron a dicho tratamiento (P < 0,001).

Los episodios de rechazos tempranos se asociaron a sensibilizacion contra

el donante previa al trasplante (P = 0,007, OR 5,1).

A pesar de que el 53% de los pacientes con rechazo activo mediado por
anticuerpos presentaban mejoria de la funcion renal tras el tratamiento, el
71% de la re biopsias mostraron inflamacién microvascular (MVI =21)

persistente.

La persistencia de inflamacion aguda (MVI, tubulititis, microangiopatia
trombdtica activa, necrosis tubular aguda), en las biopsias de seguimiento

se asocio a fracaso del injerto renal.

La presencia de tubulitis, incluso sin cumplir criterios para el diagnéstico de
rechazo celular agudo o crénico, se asocio a menor sobrevida del injerto

renal.

La incidencia de infecciones que requirieron ingreso hospitalario al menos

por 48 horas tras el tratamiento fue elevada, alcanzando las 0,87
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infecciones/paciente tratado/afio. Se ha encontrado una asociacion entre las
infecciones y la presencia de comorbilidades en el paciente al momento del
tratamiento, siendo un indice de comorbilidades de Charlson = 4 un factor
de riesgo (p = 0,01, OR 4,2).

En el rechazo crénico activo mediado por anticuerpos, el tratamiento con
RP, IVIg y rituximab, no se asocié a una mejor evolucion de la funcion del
injerto renal. No hubo diferencias significativas en la supervivencia del

injerto, ni en el numero de pérdidas de injerto a los 12 y 24 meses.

Un bajo FGe al momento del diagnéstico y una velocidad elevada de
deterioro del FGe en los 6 meses previos al diagnéstico de rechazo crénico
mediado por anticuerpos, (AFGe), se asociaron a pérdida del injerto a los 24

meses, independientemente del tratamiento recibido.

El umbral de AFGe = 13 miI/min permitio identificar a los pacientes con peor

supervivencia del injerto a los 24 meses.

Las infecciones graves fueron mas frecuentes en los pacientes tratados que

en el grupo de control.

En el THRS, el Unico factor asociado con una peor supervivencia global del
receptor en el andlisis multivariado, fue el antecedente de un trasplante

renal previo y no la sensibilizacién previa contra el donante.

El rechazo del injerto renal en el THRS fue significativamente mayor en los
pacientes con alto riesgo inmunolégico (30,0% versus 5,88%; OR, 6,86).

Aunque hubo una mayor incidencia de rechazos en los pacientes de alto
riesgo inmunoldgico, la evolucion de la funcion renal no fue diferente entre
pacientes con y sin episodios de rechazo, ni tampoco entre los pacientes

segun el riesgo inmune.
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Conclusiones

El trasplante de rifion DA-L es un modelo experimental en rata que permite

estudiar el rechazo agudo mediado por anticuerpos.
La adicion de tratamiento con ECP prolongé el tiempo medio de

supervivencia y estabilizé el deterioro de la funcién renal en el 44% los

individuos de un modelo animal de ABMR en rata.
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Lineas de investigacion de futuro

e Tratamiento del rechazo crénico mediado por anticuerpos.

Recientemente, el doctorando y los directores de la presente tesis, en conjunto
con la Unidad de Aféresis, han realizado una propuesta de estudio piloto para
valorar la utilidad de los recambios plasméticos sostenidos en el tiempo como
tratamiento del rechazo cronico mediado por anticuerpos. La misma se
encuentra bajo valoracion como una Investigator Initiated Research por parte
de Grifols.

e Inmunologia del trasplante hepatorrenal simultdneo

El doctorando, dentro del Laboratori Experimental de Nefrologia i
Trasplantament (LENIT) y en conjunto con la Unidad de Trasplante Hepatico,
estan realizando un estudio de alorrespuesta en receptores de trasplante
hepatorrenal simultaneo vs trasplante de rifidn aislado (en fase de coleccién de

muestras).

e Fotoaféresis en el trasplante renal

El doctorando, con los directores de la presente tesis, han propuesto un estudio
piloto aleatorizado para valorar el uso de la fotoaféresis en la prevenciéon del
rechazo en el paciente trasplantado hiperinmunizado. El estudio se ha
planteado dentro de un Investigator Initiated Research, recientemente su
financiacion ha sido aprobada y se encuentra pendiente de inicio.
NCT04414735, “Impact of Photopheresis in the Prevention of Acute Rejection in
Highly Sensitized de Novo Kidney Transplant Recipients”.
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