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l. Resumen

Antecedentes: El rechazo agudo es la primera causa de pérdida del injerto
posttrasplante renal (TR). Actualmente la vigilancia es basada en métodos poco
sensibles y especificos como lo son la creatinina sérica y examen general de orina,
mientras que el estandar de referencia es la biopsia renal, la cual tiene limitaciones
dado que es un estudio invasivo que no puede ser realizado de forma rutinaria. La
deteccion de microarreglos en sangre periférica mediante el ensayo kSORT (Kidney
Solid Organ Rejection Test) ha demostrado predecir con una alta sensibilidad y
especificidad la presencia de RA en el seguimiento pos TR. El objetivo del presente
estudio es evaluar la eficacia y seguridad del empleo del ensayo kSORT para ajustar
la inmunosupresion en el seguimiento de los primeros dos afios postrasplante renal.
Metodologia: Ensayo clinico controlado y sorteado, simple ciego, de pacientes
receptores de trasplante renal. El grupo de intervencion se realizo la vigilancia
habitual aunada a la determinacion del ensayo kSORT en los dias 14, 45, mes 3,
6,12, 18 y 24. En caso de ser positivo se realizd biopsia de injerto con el primer
ensayo positivo. El grupo control recibié unicamente vigilancia habitual. Ambos
grupos se realizaron biopsia por protocolo al mes 3 y 12 post TR. Los desenlaces
principales se determinaron como: incidencia y gravedad de RA, funcion renal
estimada mediante formula CKD-EPI e indice de fibrosis en biopsia por protocolo
del mes 12. Resultados: Fueron incluidos 70 pacientes con una edad promedio de
36.5 afios (min-max 19 — 74), con una muy similar proporcién entre hombres y
mujeres (H:M 37:33). El 52.8 % tenia antecedente de ERC de causa desconocida y
solo el 12.8 % con Diabetes Mellitus. El 51.4 % (n= 36) recibieron un TR de donador
cadavérico y el resto de donador vivo. Cuatro pacientes presentaron pérdida
primaria del injerto y dos pacientes no continuaron seguimiento en la institucién. De
los 64 pacientes el 89.1 % presenté al menos un ensayo kSORT positivo. A dos
afnos de seguimiento la incidencia de RA no fue diferente entre los grupos 34.3 vs
19.3, p = 0.17 ni en el subtipo histolégico (RA celular: 15.6 % vs 6.4 % p = 0.42 RA
humoral: 15.6 % vs 9.6 % p = 0.71). El indice de cronicidad de igual forma no fue

distinto entre los grupos a los 12 meses (15.6 % vs 13.6 % p= 0.19). En cuanto la



TFG a partir del sexto mes se presentd una disminucion significativa en
comparacion al grupo control (Sexto mes: 60.6 vs 73.2, p = 0.03 y mes 24: 52.8 vs
71.9 p <0.01). La sensibilidad y especificidad del ensayo kSORT en el presente
estudio fue 27.7 % (IC 95%,4.3 — 51.2) y especificidad de 65.4 % (55.9 — 74.9).
Conclusiones: El agregar el ensayo kKSORT no mejora la vigilancia habitual en los

primeros dos afos postrasplante renal.

1. Antecedentes

El trasplante renal (TR) es el tratamiento de eleccion para los enfermos que cursan
con falla renal crénica con requerimientos de sustitucion de la funcion, en los cuales
no exista alguna contraindicacion absoluta para el procedimiento'. La evidencia
acumulada demuestra las ventajas en calidad de vida y en afios de supervivencia
de los pacientes que reciben trasplante comparados con aquellos que permanecen
en dialisis, independientemente del tipo de terapia dialitica, edad, etnia o
padecimiento renal de base'?. Las cifras actuales reportadas en EEUU de
supervivencia al primer afo postrasplante para injerto y paciente en receptores de
TR, ascienden a 95% y 90% para receptores de donante vivo (DV) y fallecido (DF),
respectivamente?; la vida media calculada de estos injertos también ha
incrementado progresivamente y en la actualidad se situa alrededor de 14 y 11 afos
para DV y DF, respectivamente*. Es ampliamente conocido que la supervivencia del
injerto obedece a multiples factores de orden inmunolégico y no-inmunoldgico, sin
embargo, la principal causa de pérdida de injerto se encuentra firmemente vinculada
a rechazo, con evidencia de participacion del brazo humoral de la respuesta inmune

en la mayoria de los casos (anticuerpos especificos contra antigenos HLA).®

La principal causa de disfuncion aguda del injerto es el rechazo agudo (RA).
Diversos estudios han asociado los episodios de esta entidad con dafo crénico
estructural y funcional posterior.>” De esta forma, la certeza y el diagnostico a
tiempo de RA son indispensables para optimizar la terapia inmunosupresora y

preservar la funcion del injerto. Hasta la actualidad, la unica herramienta que permite



la confirmacion de RA es la biopsia del injerto y los criterios histologicos diagndsticos
para esta entidad han sido establecidos®. Sin embargo, esta herramienta de
diagnostico, ademas de ser invasiva, tiene otras limitaciones como errores de
muestreo y alto costo, principalmente. Adicionalmente, alrededor del 10% de los
pacientes con funcion normal del injerto tienen evidencia de RA en biopsias de
protocolo, de manera que los centros que no utilizan esta modalidad de seguimiento
para los receptores de trasplante renal (RTR) no tienen oportunidad de documentar
el fendbmeno inmunoldgico. Idealmente, una herramienta diagndstica, no invasiva,
para RA resultaria de extrema utilidad en el seguimiento de los pacientes RTR en
virtud de que reduciria la necesidad de biopsias del injerto y permitiria adecuar el
manejo inmunosupresor de manera eficiente.® Asi, la aplicacién seriada de un
ensayo con alta especificidad y sensibilidad para RA permitiria la deteccion del
fendmeno inmunoldgico de manera mas temprana comparado con el estandar
actual (biopsia). Adicionalmente, el empleo seriado de una herramienta de estas
caracteristicas permitiria estratificar el riesgo inmunolégico y un manejo pro-activo
de la dosificacion de medicamentos inmunosupresores, con el potencial de limitar
el dafo croénico, estabilizar la funcidén del injerto y mejorar la supervivencia del

mismo.

Los antecedentes del estudio que se propone tienen como fundamento una extensa
linea de investigacion conducida por la Dra. Sarwal et al. Recientemente'® han
publicado los resultados obtenidos con la monitorizacion de pacientes RTR
pediatrico. Biomarcadores de paneles de genes en sangre periférica fueron
descubiertos por microarreglos en una sola institucion y subsecuentemente fueron
validados mediante PCR-cuantitativo en 12 programas de TR pediatrico. El modelo
de 5 genes tiene sensibilidad de 91%, especificidad de 94%, valor predictivo positivo
de 83%, valor predictivo negativo de 97% y una precision del 92%, para identificar
RA. De manera interesante, 8/12 muestras de pacientes con rechazo “Limitrofe” 6
“borderline” en las biopsias fueron clasificados como rechazo agudo mediante el

modelo de 5 genes.®



El mismo grupo de investigadores se dieron a la tarea de conducir un estudio
numeroso, para identificar un perfil de transcripcion que unificara a la poblacién de
RTR independientemente de la edad, causa de enfermedad renal terminal,
comorbilidades, tipo de inmunosupresion (IS) utilizada en diferentes centros, de
USA, México y Europa. La seleccion final de 17 genes consistentes en un grupo de
10 genes de poblacion pediatrica y de 7 nuevos genes identificados permitieron la
clasificacion molecular de RA en pacientes adultos y pediatricos. A partir de estos
antecedentes se generd un score el cual utiliza 14 de los 17 genes y mediante
correlacion de Pearson da un puntaje a cada gen detectado y lo compara con el
perfil genético detectado en los pacientes con y sin rechazo, asignando un numero
de +1 o -1. El score tiene un puntaje de -13 a +13. Entre los pacientes en los que la
prueba predijo “alto riesgo de rechazo” (Rechazo agudo Risk-Score = 7), 90.24%
fueron clasificados correctamente como RA, mientras que en pacientes en los
cuales la prueba predijo tener “riesgo muy bajo de RA” (RA Risk-Score < -7) 97.7%
fueron clasificados correctamente como no-rechazo agudo basados en los
hallazgos de las biopsias. Este modelo detectd por igual tanto rechazos agudos
mediados por anticuerpos como aquellos mediados por células con una elevada
probabilidad de prediccién. La predicciéon de RA fue independiente del tiempo
postrasplante. Estos 17 genes estan incluidos en el ensayo kSORT (Kidney Solid
Organ Rejection Test) y el algoritmo a partir de cual se genera el score de riesgo es
llamado kSORT analysis suit (kSAS)."

En un estudio recientemente publicado'? con datos procedentes de nuestro Instituto,
en el cual se revisaron los resultados de las biopsias efectuadas por disfuncion
durante la evolucion postrasplante de RTR de Enero de 2007 a diciembre de 2011
(n=223), se observo una incidencia de RA durante el primer afio postrasplante de
11.8% en RTR de donante vivo y de 17.4% para los receptores de injerto de donante
fallecido. A partir del mes de Mayo de 2013, fecha desde la cual se realiza biopsia
de protocolo del 3er mes, se ha documentado una incidencia de RA sub-clinico,

incluyendo rechazos limitrofes y mayores, de acuerdo a clasificacion de Banff, de



52%. Esta cifra no tiene precedentes en el Instituto porque previamente no se

efectuaba biopsia de protocolo del 3er mes.

El objetivo del presente estudio es evaluar la seguridad y eficacia de la adicién de
la prueba kSORT para guiar la intensidad de IS en el seguimiento de los pacientes
RTT. La hipotesis planteada es que la adicion del panel genético kSORT al
seguimiento postrasplante renal, permitira una mejor vigilancia del riesgo de RA lo
que permitira ajustar la IS acorde a este riesgo, disminuira la incidencia y gravedad
de RA lo que consecuentemente mejorara los indices de cronicidad en biopsia
protocolizada del afio y mejorara la tasa de filtrado glomerular calculada a uno y dos

afios de seguimiento.

M. Metodologia:

Se trata de un ensayo clinico controlado, simple ciego, sorteado, para evaluar la
adicion de la prueba kSORT como guia para ajustar la IS durante la vigilancia clinica
en el primer y segundo afio postrasplante renal. El grupo control se vigilara mediante

el método institucional estandar con dosis de IS estandar. (Figura 1)

A los pacientes ingresados al estudio se les determino la prueba kSORT con la
siguiente temporalidad: dia 0, 14, 45, 90, 180, 365, 540 y 730 dias ademas cuando
exista disfuncién del injerto. Fueron sometidos a biopsia del injerto renal ya sea por
disfuncion sin explicacion evidente (aumento de la creatinina sérica >25% respecto
de la basal 6 0.5 mg/mL por arriba de la creatinina sérica basal) o bien por protocolo
en los meses 3y 12. (Figura 2)

La aleatorizacion fue estratificada segun su riesgo inmunoldgico (alto y bajo),
definiendo alto riesgo como PRA >30%, segundo trasplante o presencia de
anticuerpos donante especifico pre-trasplante. De esta manera los pacientes
quedaron asignados a dos grupos: 1) Grupo con seguimiento habitual. 2) Grupo
donde el nivel de IS y la decision de realizar biopsia dependia del resultado de
kSORT.



a) Protocolo de inmunosupresion y seguimiento institucional

Actualmente, todos los RTR del Instituto, reciben alguna modalidad de terapia de
induccion (Timoglobulina 6 Basiliximab), dependiendo del riesgo inmunolégico
individual y la procedencia del injerto. Asi, todos los pacientes RTR de DV, con un
PRA <30% vy sin presencia de anticuerpos HLA donante especifico (ADE), reciben
Basiliximab (anticuerpo monoclonal anti-IL2R; 2 dosis de 20mg c/u); la excepcién
son los RTR que comparten 2 haplotipos con su donante quienes no reciben
induccion. Todos los receptores de injerto de donante fallecido (independientemente
del % de PRA), los RTR de DV con presencia de anticuerpos HLA donante
especifico (independientemente del % de PRA) 6 con %PRA 2>30%, reciben
induccion con Timoglobulina® (preparacion de anticuerpos policlonales de conejo,
dosis total de 4.5mg/Kg de peso). Todos los pacientes deben contar con prueba
cruzada linfocitaria (T/B) CDC-AHG negativa y aquellos con presencia de ADE
(Single antigen, Luminex) deberan ademas tener prueba cruzada negativa por

citometria de flujo.

Los eventos de RA probados por biopsia son tratados con pulsos de
metilprednisolona, 3 dias consecutivos. Los pacientes con rechazos agudos
celulares corticorresistentes (probados por biopsia) reciben Timoglobulina® (1.5
mg/Kg/peso corporal, por espacio de 7 dias). Los pacientes con eventos de RA
mediados por anticuerpos (rechazos humorales) son tratados mediante 3-5
sesiones de plasmaféresis (PF), aplicacion de 100 mg de Inmunoglobulina por Kg
de peso corporal después de cada sesion de PF y aplicacién de rituximab 500 mg

(anticuerpo monoclonal anti-CD20) al término del total de la ultima sesion de PF.

El esquema estandar de IS de inicio y de mantenimiento es a base de Tacrolimus,
Micofenolato de Mofetilo y prednisona. Las dosis de Tacrolimus iniciales persiguen
alcanzar niveles valle en sangre de 10 a 15 ng/mL hasta el 3er mes pos trasplante;

posteriormente, en ausencia de RA durante el 1er trimestre (clinico 6 por Bx de



protocolo) los niveles valle se situan entre 8 y 10 ng/mL durante el primer afio pos
trasplante. La dosis de mantenimiento de prednisona es de 5mg diarios y la de

Micofenolato de Mofetilo de 1-1.5 g diarios.

La vigilancia habitual consta de determinacion de creatinina y vigilancia clinica con
la frecuencia determinada por el protocolo institucional, segun el tiempo pos
trasplante (tres veces por semana durante el primer mes, dos veces por semana
durante el segundo mes, cada semana durante el tercer mes, de forma mensual a
partir del cuarto mes hasta el primer afio, posteriormente cada 3 meses). Se realiza
biopsia del injerto renal por disfuncién (sospecha clinica de rechazo: aumento de la
cretinina sérica >25% respecto de la basal o 0.3 mg/mL por arriba de la creatinina
sérica basal) o bien las biopsias de protocolo habituales (mes 3 y 12). El tratamiento

se prescribe al resultado de la biopsia renal.

b) Ajuste de inmunosupresion en base al ensayo kSORT

En cuanto se encuentre un resultado de la prueba kSORT consistente con RA, se
incrementd las dosis de IS de mantenimiento (Niveles promedio de tacrolimus 12-
15 ng/mL), Mofetil Micofenolato 1.5 gr cada 24 horas y prednisona se mantendra en
5 mg cada 24 hrs. Se llevé a cabo biopsia del injerto renal y en caso de demostrar
RA, se administrd el tratamiento antirechazo mediante aplicacion de una dosis de
metilprednisolona de 500 mg por via intravenosa por dia, durante 3 dias
consecutivos. En caso de que la biopsia renal demuestrara un grado de rechazo
que amerite otro tratamiento (rechazo celular 21b o bien de tipo humoral) se
administré el tratamiento estandar. En caso de que el resultado kSORT continuara
siendo consistente con RA, y en ausencia de disfuncién, se mantuvieron las dosis
incrementadas de IS y no se realizaria nueva biopsia del injerto. En caso de que el
resultado de kSORT al afio de seguimiento fuera negativo, la IS se disminuiria
(Niveles de tacrolimus 8 — 10 ng/ml y mofetil micofenolato 500 mg cada 12 horas).



Para este estudio, las muestras de sangre fueron enviadas a los laboratorios de

“Organi” para ser analizadas con el ensayo kSORT.

En el grupo control (vigilancia habitual), la toma de muestras para la prueba KSORT
fueron obtenidas en las fechas pre-establecidas para el estudio, sin embargo, el
tratamiento de estos pacientes no fue supeditado a los resultados de dicha prueba;
los investigadores permanecieron cegados a dicho resultado para los pacientes de
este grupo control, por ende, en este grupo no se llevd a cabo maniobra alguna
basada en el resultado kSORT.

La interpretacion de las biopsias se realizdé unicamente por un Nefropatologo del
Insitituto (local) el cual como se comenté previamente, permanecio cegado a los
grupos de intervencién. Unicamente los investigadores y médicos que se
encargaron del seguimiento y tratamiento de los pacientes, conocieron el resultado
del ensayo kSORT del grupo de intervencién, mientras que permanecieron

cegados del resultado en el grupo control.

c) Calculo del tamaio de muestra:

Con base a los registros histopatolégicos de biopsias protocolizadas al afio de
seguimiento como de las deltas de TFG entre el mes 1 y mes 12. Si deseamos
encontrar al menos un 10% de diferencia en la fibrosis entre grupos utilizando
formula para diferencia de medias, se requieren 34 pacientes por grupo. {[ 2S?
(Za+ZB)? ]+A?} Por otra parte tomando en cuenta la desviacion estandar de la TFG
al ano de seguimiento en los pacientes de seguimiento de los ultimos cuatro afnos
(£21.01ml/min). Si se quiere encontrar al menos una diferencia en la TFG estimada
de 15 ml/min, se requieren 30 pacientes por grupo. Por ultimo, tomando en cuenta
la incidencia de rechazo agudo en biopsias protocolizadas del mes 3 (52%) si
deseamos disminuir al menos al 20% dicha incidencia (la cual es mayor que la

reportada en otros estudios), mediante formula para diferencia de proporciones,



([2PQ (Zo+ZB)?] + A?) se requeririan 34 pacientes por grupo de tratamiento. Estos
calculos se realizaron con un riesgo alfa de 0.05 y un poder de 0.8.
Con base a estos calculos, se determind la necesidad de reclutar al menos 34

pacientes por grupo de estudio.

d) Analisis estadistico

Se realiz6é estadistica descriptiva segun el nivel de medicién. Para las variables
categodricas se utilizé frecuencias relativas y absolutas. Para las variables continuas
se evaluo la distribucion de la variable mediante prueba de Kolmogorov Smirnov.
Las variables de distribucion normal fueron descritas con medias y desviacion
estandar, mientras que las variables de distribucion anormal se describieron
mediante medianas e intervalos intercuartilares. La comparacion entre los grupos
de las caracteristicas generales y de los desenlaces se realizaron para variables
ordinales mediante Chi’> o prueba exacta de Fisher, segun corresponda. Para
variables continuas de distribucién normal se utilizé prueba T de Student y para
variables continuas de distribucion anormal, prueba U de Mann Whitney. El valor de
p < 0.05 fue considerado significativo. Se utilizé para el analisis software STATA

version 11.1 y Excel 2013.

El presente estudio fue disefado bajo los principios de la declaracion de Helsinki,
aprobado por el comité de ética institucional con el numero 1217. Clinical Trials
identifier: NCT02581436

V. Resultados

Fueron incluidos 70 pacientes entre junio del 2014 a diciembre del 2015. La edad

promedio de los receptores de TR fue de 36.5 afios (min-max 19 — 74), con una muy
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similar proporcion entre hombres y mujeres (H:M 37:33).

El 52.8 %

antecedente de ERC de causa desconocida y solo el 12.8 % Diabetes Mellitus.

tenia

Siete pacientes presentaron antecedente de un trasplante previo y el 28.9 % (n=20)

presentaron ADE pre trasplante. El 51.4 % (n= 36) recibieron un trasplante renal de

donador cadaverico, 32.8 % (n= 23) de donador vivo relacionado y 15.7 % (n=11)

de vivo no relacionado.

Treinta y cinco pacientes fueron asignados a cada grupo de intervencion.

Unicamente como causas de ERC el grupo de intervencién presentd una menor

proporcion de ERC debida a glomerulonefritis (5.7 vs 25.7 %, p =0.04). El resto de

las caracteristicas generales fueron similares entre los grupos. (Tabla I)

Variable Todos Intervencién | Control P
(n=70) (N=35) (N=35)
Demografia
Rec Edad, m (DE) 36.5(12.4) 38.4 (13.7) 34.6 (10.8) 0.19
Rec Male, n (%) 37 (52.8) 18 (51.4) 19 (54.2) 0.81
Don Edad, m (DE) 39.1 (12.1) 38.5(12.2) 39.1 (12.1) 0.64
Don Masc, n (%) 34 (48.5) 17 (48.5) 17 (48.5) 1.0
Etiologia ERC
Desconocida, n (%) 37 (52.8) 19 (54.2) 18 (561.4) 0.81
Diabetes Mellitus, n (%) | 9 (12.8) 6 (17.1) 3 (8.5) 0.28
HAS, n (%) 7 (10) 4 (11.4) 3 (8.5) 1.0
GMN, n (%) 11 (15.7) 2 (5.7) 9 (25.7) 0.04
Otras, n (%) 6 (8.5) 4 (11.4) 2 (5.7) 0.67
Terapia Sustitutiva
Sin TS, n (%) 11 (15.7) 4 (11.4) 7 (20) 0.51
Hemodialisis, n (%) 24 (34.2) 11 (31.4) 13 (37.1) 0.80
Dial Peritoneal, n (%) | 28 (40) 15 (42.8) 13 (37.1) 0.80
Ambas, n (%) 7 (10) 5(14.2) 2 (5.7) 0.42
Tiempo TS, med (IIC) | 24 (8 — 46) 24 (9 — 48) 22 (4 — 36) 0.29
Riesgo Inmunolégico
PRA c |, med (lIC) 3(0.5-8.5) 4(1-8) 1.5(0-9) 0.14
PRA c Il, med (lIC) 2(0-5) 2(0-4) 1.5(0-95) 0.70
ADE pre TR, n (%) 20 (28.9) 10 (29.4) 10 (28.5) 1.0
TR previo, n (%) 7 (10) 4 (11.4) 3(8.5) 1.0
HLA MM, m (DE) 6.4 (2.7) 6.7 (2.6) 6.2 (2.8) 0.43
Trasplante
Vivo rel, n (%) 23 (32.8) 11 (31.4) 12 (34.2) 0.79
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Vivo no rel, n (%) 11 (15.7) 4 (11.4) 7 (20) 0.32
Cadavérico, n (%) 36 (51.4) 20 (57.1) 16 (45.7) 0.33
Isq cal (min), m (DE) 2.4 (1.8) 2.1(1.5) 2.7 (2) 0.19
Isq fria (hrs), m (DE) 10.1 (9.8) 10.6 (9.5) 9.5 (10.2) 0.99
Inmunosupresion

Timoglobulina, n (%) 44 (62.8) 24 (68.5) 20 (57.1) 0.32
Basiliximab, n (%) 22 (31.4) 10 (28.5) 12 (34.2) 0.61
Sin Induccion, n (%) 4 (5.7) 1(2.8) 3(8.5) 0.61
TAC prom a, m (DE) 11.2 (1.2) 11.8 (1.1) 10.7 (1.1) <0.01
MMF prom a, m (DE) 1.2 (0.2) 1.2 (0.2) 1.1 (0.1) 0.35

Tabla I: Caracteristicas generales de la

poblacion incluida y de los grupos de

intervencion. Rec: Receptor; Don: Donador; ERC: Enfermedad Renal Cronica; HAS:
Hipertension Arterial Sistémica; GMN: Glomerulonefritis; TS: Terapia Sustitutiva;
ADE: Anticuerpo donador especifico; PRA: Panel reactivo de anticuerpos; Isq:
Isquemia; TAC: Tacrolimus; MMF: Acido Micofendlico; prom a: promedio anual.

a) Desenlaces

Cuatro pacientes presentaron falla primaria del injerto y dos mas no continuaron
seguimiento, ninguno de los cuales contaron con alguna determinacién de kSORT.
Treinta y dos pacientes por cada grupo de estudio continuaron su seguimiento. De
los 64 pacientes incluidos el 87.5 % presentd al menos un ensayo kSORT positivo.
En la toma del sexto mes se presentd una menor proporcidn (no significativa) de
ensayos positivos en el grupo de intervencion, mientras que en el mes 18 una

proporcion menor de pacientes del grupo control presentoé el ensayo kSORT positivo

(30.4 vs 4 %, p=0.02). (Tabla 2)

Variable Todos Intervencion | Control P
(n = 64) (n=32) (n=32)
kSORT
Dia 14, n (%) (32/32) 31 (48.4) 16 (50) 45 (46.8) 0.80
Dia 45, n (%) (32/32) 29 (45.3) 14 (43.7) 15 (46.8) 0.80
Mes 3, n (%) (31/32) 21 (33.3) 12 (38.7) 9 (28.1) 0.37
Mes 6, n (%) (32/32) 21 (32.8) 7 (31.8) 14 (43.7) 0.06
Mes 12, n (%) (29/31) 8 (13.3) 4 (13.7) 4 (12.9) 1.0
Mes 18, n (%) (23/24) 8 (17) 7 (30.4) 1(4.1) 0.02
Mes 24, n (%) (23/25) 9 (22.9) 6 (26.1) 5 (20) 0.73
kSORT positivo, n (%) 57 (89.1) 30 (93.7) 27 (84.3) 0.23
Num positivos, med (lIC) | 2 (1 — 3) 2(1-3) 2(1-25) 0.89
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Tabla 2. Ensayo kSORT positivo (sugerente de rechazo) por grupo de
intervencion.
A 63 pacientes se les realiz6 al menos una biopsia durante su seguimiento. El grupo
de intervencion presentd una mayor cantidad de biopsias realizadas comparado con
el grupo control (2.9 vs 2.2, p =<0.01). La incidencia de rechazo agudo (no limitrofe)
fue de 26.9 % a 21 meses de seguimiento. No existio diferencia entre los grupos de
estudio en cuanto incidencia de rechazo agudo. El grupo de intervencion presentd
una mayor proporcion de biopsias con alteraciones limitrofes (36 vs 22, p=0.05). El
resto de los subtipos histoldgicos no fue distinto entre los grupos. Cuarenta y cinco
pacientes se realizaron determinacién de ADE post TR, presentando una incidencia
del 36.3 %, la cual de igual forma que con el RA, no presenté diferencia entre los
grupos.
La fibrosis intersticial y atrofia tubular fueron similares entre los grupos, tanto en la
biopsia tiempo 0 como en la biopsia del mes 12.
La funcion renal (Tasa de filtrado glomerular estimada mediante formula CKD-EPI)
presenté un mayor declive en el grupo de intervencion, siendo significativamente

menor a partir del mes 6 hasta el final del seguimiento.

Tipo de rechazo Todo el grupo | Intervencién | Control P
(n=63) (n=32) (n=31)

Biopsias, m (DE) 26 (1.1) 2.9 (0.9) 22(1.1) <0.01

- Num total, n 167 95 72
- Normal, n 84 44 40 0.69
- Limitrofe, n 58 36 22 0.05
- RA Celular, n 7 5 2 0.25
- RA Humor, n 15 8 7 0.52
- RA Mixto, n 3 2 1 1.0

Rechazo Agudo

Rechazo Todos, n (%) 48 (76.1) 26 (81.2) 22 (70.9) |0.33

Rec No Limitrofe, n (%) 17 (26.9) 11 (34.3) 6 (19.3) 0.17
-Limitrofe, n (%) 41 (65.1) 24 (75.0) 17 (54.8) | 0.09
-RA Celular,n (%) |7 (11.1) 5 (15.6) 2 (6.4) 0.42
-RA Humoral, n (%) | 8 (12.7) 5 (15.6) 3 (9.6) 0.71
-RA Mixto, n (%) 2(3.1) 1(3.1) 1(3.2) 1.0

ADE de novo

ADE de novo, n (%) 16 (36.3) 9 (42.8) 7 (30.4) 0.39

Tiempo a ADE (meses) 10.9(4.1-15) |14.1(4.4-16) 0.15
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Med (IIC) 6.1 (0.1 -

13.3)
Fibrosis
Fibrosis pre-TR, m (DE) 6.5 (4.1) 6.1 (4) 6.1 (2.5) 0.31
Fibrosis post-TR, m (DE) 14.6 (10.7) 15.6 (10.7) 13.6 (10.9) | 0.19
Delta, m (DE) 8.5 (10.1) 9.1 (9) 7.9 (11.3) ]0.32
Funcion Renal
TFG mes 1, m (DE) 69.5 (22.1) 65.9 (21.3) 73.2(22.2) | 0.18
TFG mes 3, m (DE) 66.7 (18.8) 64.1 (17.6) 69.2 (20) |0.28
TFG mes 6, m (DE) 66.9 (23.6) 60.6 (20.6) 73.2(24.9) | 0.03
TFG mes 12, m (DE) 62.4 (20.9) 55.6 (18.1) 69.2 (21.5) | <0.01
TFG mes 18, m (DE) 66.7 (19.8) 59.9 (17.7) 72.4 (20) |0.01
TFG mes 24, m (DE) 62.7 (20.4) 52.8 (17.7) 71.9(18.7) | <0.01
Infecciones
IVU, n (%) 37 (52.8) 35 (53.1) 18 (56.2) |0.80
Num IVU, m (DE) 0.87 (1.1) 1.03 (1.3) 0.81(0.9) |0.82
Nefritis por BK, n (%) 4 (5.7) 2 (5.7) 2 (5.7) 1.0
Otras inf virales, n (%) 7 (10.9) 6 (18.7) 1(3.1) 0.1
Gastroenteritis, n (%) 2(3.1) 1(3.1) 1(3.1) 1.0

*45 pacientes tienen determinacién de ADE post TR

Tabla 3. Desenlaces

b) Desempeio diagnéstico

De las 167 biopsias analizadas 25 (14.9 %) fueron catalogadas como rechazo
agudo, 58 (34.7 %) con alteraciones limitrofes y 84 (50.2 %) sin alteraciones de
importancia. De las biopsias catalogadas como RA, 7 (4.1 %) se catalogaron como
rechazo celular, 15 (8.9 %) con rechazo mediado por anticuerpos y 3 (1.7 %) con
rechazo mixto.

Tomando en cuenta aquellas biopsias con relacién temporal con la toma de prueba
kSORT (z 30 dias entre la toma de muestra y la realizacién de la biopsia), se analizé
el desempenio diagnostico de 125 biopsias. La mediana de tiempo entre la biopsia
y la toma de muestra kSORT fue simultanea (el mismo dia) (min- max -28 dias y +
28 dias).

Tomando como desenlace el rechazo incluyendo las alteraciones limitrofes, la
prueba kSORT presenté una sensibilidad de 30.3 % (IC 95%,17.4 — 43.2) y
especificidad de 63.7 % (51.7 — 75.8). En cuanto el desempefio para la predicciéon

de rechazo agudo (sin incluir las alteraciones limitrofes) se encontré una
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sensibilidad de 27.7 % (4.3 — 51.2) y especificidad de 65.4 (65.9 — 74.9). El resto de

los indicadores de desempefio diagndstico se presentan en la Tabla IV.

Desenlace Sensibilidad Especificidad Valor predictivo positivo | Valor predictivo negativo
Rechazo Agudo 27.7(4.3-51.2) 65.4 (55.9 —74.9) 11.9 (0.9 —22.8) 84.3 (75.9-92.7)
RA + AL 30.3 (17.4-43.2) 63.7 (51.7-75.8) | 40.4(24.4-56.5) 53 (41.6 —64.3)

Tabla IV. Desempefio diagnostico del ensayo kKSORT para desenlaces de Rechazo
agudo (sin incluir alteraciones limitrofes) y de RA + AL (Rechazo Agudo mas
alteraciones limitrofes).

V. Discusion

En el presente estudio el ensayo kKSORT no demostré ser una herramienta util en el
seguimiento pos trasplante renal en nuestro medio. En el grupo de intervencion a
pesar de tener mayor numero de biopsias de injerto comparado con el grupo control
(2.9 vs 2.2, p<0.01), no fue posible la deteccién de una mayor proporcion de
pacientes con rechazo agudo subclinico, ni la deteccion de mayor gravedad
histolégica en los episodios de RA ni de forma general ni en el subtipo histolégico
de los episodios de RA (RA celular: 15.6 % vs 6.4 % p = 0.42 RA humoral: 15.6 %
vs 9.6 % p =0.71).

De la misma forma no se encontrd diferencia en los indices de fibrosis en biopsias

realizadas por protocolo a los 12 meses post TR (15.6 % vs 13.6 % p= 0.19).

En cuanto la tasa de filtrado glomerular es de llamar la atencién la disminucién en
el grupo de intervencion, siendo significativamente menor que la observada en el
grupo control a partir del mes 6 de seguimiento. Este hallazgo por si mismo no se
explica por diferencias en las caracteristicas entre los grupos (Tabla 1). Aunque la
exposicién a tacrolimus fue mayor en el grupo de intervencién, ambos grupos

presentaron niveles promedio altos en el seguimiento. (11.8 vs 10.7 ng/ml, p < 0.01)

La ineficacia como herramienta de seguimiento del ensayo kSORT en nuestro
medio radica fundamentalmente en la baja capacidad predictiva para rechazo agudo

(Tabla IV) que va de la mano con una muy alta prevalencia de ensayos positivos (El
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89.1 % de los pacientes presentd al menos un ensayo positivo). Este mal
desempefio para la prediccion de rechazo agudo contrasta con los estudios
originales de validacion de la prueba diagndstica en donde la sensibilidad,
especificidad y valores predictivos fueron mayores del 85 %. %' Sin embargo tanto
los investigadores principales como la comunidad de trasplantes veia indispensable
la validacidn del ensayo en estudios prospectivos y en diversas poblaciones para la
adecuada interpretacion y evaluacion del ensayo. '

Recientemente fue publicado el estudio ESCAPE en el cual se evaluaba la
capacidad predictiva del ensayo kSORT y de ELISPOT para la prediccion de
rechazo agudo en una cohorte de pacientes post TR con biopsia por protocolo a los
6 meses de seguimiento. Fueron incluidos 75 pacientes, con una incidencia de RA
a los 6 meses de 29.3 %. El 20 % de los pacientes presentaron positividad para
kSORT. La sensibilidad reportada fue del 63.6 % (41.2 — 86), especificidad 98.1 %
(93.5-100), VPP 93.3 (77.3 —100) y VPN 86.6 (77.2 — 96.1).1

De forma general la explicacion de esa gran diferencia en el desempefio diagndstico
tiene dos posibles vertientes. La primera de ellas el origen racial de los pacientes
incluidos. México debido al mestizaje, tiene una poblacion muy heterogénea en
cuanto HLA se refiere lo que le confiere una alta inmunogenicidad. Sin embargo se
debe tomar en cuenta que en el ensayo original, fueron incluidos 23 pacientes
pediatricos de un centro Mexicano (Hospital Infantil del México “Federico Gomez”).
En dicho estudio ningun ensayo kSORT en pacientes del centro Mexicano fue

erréneo en su clasificacion de rechazo o no rechazo."

Otro importante factor a considerar es la temporalidad pos trasplante de la toma de
muestra del ensayo. Durante los primeros meses post trasplante, las posibilidades
de presentar eventos de RA son mayores que en el seguimiento a largo plazo.
Adicionalmente la mayor prevalencia de infecciones en especial de origen viral
secundario a una mayor IS, afecta la respuesta inmunolégica en dicho periodo. Es
muy factible que el periodo pos-trasplante inmediato y durante el primer afilo — como

el aqui estudiado- sea un grupo distinto al analizado en el estudio original de
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validacién de la prueba diagnédstica. Aunque en el estudio original, se asevera que
el desempefio diagndstico es independiente al tiempo post trasplante, el grupo de
adultos incluidos, unicamente el grupo de Barcelona (n=16) contribuyd con biopsias
por protocolo a los 6 meses post- trasplante. Por lo tanto no existieron biopsias por
protocolo en adultos antes del primer semestre pTR y las analizadas fueron

unicamente por disfuncion.

Una de las observaciones mas importantes del presente estudios es que incluso en
el grupo control en el cual no se conocia el estatus del ensayo kSORT para
determinar conductas terapéuticas, la incidencia de ensayo kSORT positivo
presentd su punto mas alto de incidencia a los 14 dias pos trasplante 46.8 % vy
disminuyé paulatinamente hasta el 12.9 % a los 12 meses, con una negativizacion
espontanea en practicamente la totalidad de los casos. Por lo tanto el verdadero

significado del ensayo kSORT no queda esclarecido.

Aunque la metodologia para detectar los genes involucrados en RA tiene un
fundamento estadistico en conjunto con la plausibilidad biolégica, es relevante
mencionar que la mayoria de los genes del ensayo son de origen monocitico los
cuales son fundamentales para la activacion de las células T y han sido implicados
en rechazo agudo.'® El periodo postraplante inmediato es caracteristicamente el de
mayor deplecién de células T, debido a la utilizacion de inmunoglobulina anti-
linfocito, mayor dosis de tacrolimus, acido micofendlico y prednisona, aunado a otros
tratamientos como el valganciclovir. El efecto de estas drogas en la inmunobiologia
del monocito es variado y ninguna de ellas los afecta de forma directa. 617

Durante los primeros 6 meses post trasplante la activacién de monocitos CD16+
(pro-inflamatorios) se encuentra aumentada a pesar del tratamiento
inmunosupresor.’ Debido al origen monocitico de los genes implicados en el
ensayo kSORT vy la prevalencia decreciente de kSORT positivos, pudieran estar
traduciendo una elevada activacion monocitica en el periodo pos trasplante
temprano, la cual no se manifestaria como RA debido a todos los factores de

deplecion linfocitica propinadas por la IS de induccién y mantenimiento. De esta

17



manera una hipétesis plausible es que los genes monociticos manifestados en la
prueba kKSORT son necesarios pero no suficientes para la manifestacion fenotipica
del RA. Sin embargo, esto representa solo una hipotesis cuya demostracidon

requeriria un estudio metodolégicamente diferente.

La principal limitacion del presente estudio fue la dificultad que implicé en este
periodo de tiempo aumentar la IS en el grupo de intervencion. En especifico el
promedio de niveles de tacrolimus, esto debido a que en los primeros meses post
trasplante el objetivo es mantener niveles mayores a 10 ng/ml en todos los pacientes
y la tolerancia al incremento de niveles fue una limitante. De la misma forma, la
tolerancia al incremento del acido micofendlico no fue significativa entre los grupos.
Sin embargo, el grupo de intervencion presentd siempre niveles adecuados de
tacrolimus y dosis adecuada de MMF ademas que en todos los casos del primer
ensayo positivo kSORT, se realiz6 biopsia del injerto. Por lo tanto se reitera que la
principal limitante para la eficacia del presente estudio fue la falta de capacidad

predictiva del ensayo kSORT.

VL. Conclusiones:

El ensayo kSORT no es superior a la vigilancia habitual en los primeros dos afios
pos trasplante renal. Esta baja eficacia se explica debido al desempefio diagndstico

que presento la prueba en nuestro medio.
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DESENLACES

— IS basada en kSORT 1.- Incidencia de Rechazo
Eateaticacidm (Al Agudo en los primeros 12
menos uno)

Pacientes PRALEY meses post TR

Pre 2.- Diferencia (Delta) de la TFG
Trasplante “ 9 entre el mes 1y el mes 12

Renal 3.- Diferencia (Delta) de
fibrosis intersticial y atrofia
tubular entre la biopsia a
tiempo 0 y la biopsia a los 12
meses

24 MESES DE SEGUIMIENTO

Figura 1. Diseno basico del estudio. TR: Trasplante Renal, A: Aleatorizacién, IS:
Inmunosupresion, TFG: Tasa de Filtrado Glomerular
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Figura 2. Protocolo de vigilancia y maniobras de pacientes incluidos. A. Numero
de visitas y tiempos para toma de muestra del ensayo kSORT. B. Algoritmo de
decision en base a la positividad del ensayo kSORT.
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