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RESUMEN

El trasplante renal es la mejor terapia de sustitucion de la funcién renal, en México
la mayor parte de los trasplantes son de donador vivo y no se ha logrado una mejoria
significativa en la sobrevida del injerto renal a largo plazo. Actualmente el
seguimiento de los pacientes sigue siendo el nivel sérico de creatinina, siendo esta
de naturaleza altamente especifica sin embargo con poca sensibilidad para
determinar la aparicion de eventos inmunologicos en el injerto renal. El estudio de
las diferentes vias de Co-estimulacion de la célula T podria dar una pauta en el
seguimiento de los pacientes con trasplante renal sobre todo aquellos con alto
riesgo inmunoldégico. El objetivo Evaluar la poblacion de células T colaboradores
(CD3+, CD4+, CD25+, FOXP3+, CD279+, CD278+, CD28+, ICOS+ y NK+) en
sangre periférica de pacientes con trasplante renal con evento inmunolégico sea
rechazo celular o humoral (TRRX) contrastado con controles. En cuanto a material,
pacientes y método se realiz6 venopuncién a pacientes con trasplante renal tanto
normo evolutivos como pacientes con rechazo agudo. El grupo de estudio fue
integrado por 26 pacientes con trasplante renal normo evolutivo, sin rechazo y se
estudiaron tres pacientes con rechazo agudo. El protocolo fue aceptado por el
comité de investigacion y ética de los diferentes hospitales. Todos los participantes
aceptaron voluntariamente participar previo a firma del consentimiento. La parte
experimental se realizo en el Citometro de Flujo-Cell Sorter FACSAria de 3 lasers,
Becton Dickinson con cell sorter, los resultados fueron analizados en el software
infinicyt cytognos version 2.0. Los Resultados: se obtuvieron las células

mononucleares mediante separacion por densidades. La proporcion de las células
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T reguladoras en el grupo con TRRX fue de 6.7%. En el andlisis de las poblaciones
de células T reguladora s encontr6 en el grupo de rechazo una IMF de 1348 (IC
894-1545) VS 1547 (IC 713-1984) con una P= 0.31 no significativa. El andlisis
multiparamétrico del inmunofenotipo CD3+ CD4+ ICOS+, mostré en el grupo de
rechazo una IMF de 3153 (IC 1106-7426) vs 1434(1C 771-2590) en el grupo sin
rechazo (P=0.04). El analisis del inmunofenotipo CTLA-4 no mostré diferencia entre
los grupos con IMF para el grupo de rechazo de 2601 (IC 1672-6597) vs el grupo
control 2072 (IC 1217-3543) (P= 0.31). En el caso del inmunofenotipo de CD28+ se
encontro en el grupo de rechazo una IMF de 1838 IC (1313-2528) vs 1599 con una
(P= 0.68). El estudio de la poblacion de células NK (CD16+) mostré una IMF de
32274 1C 95 (20914-64738) en los pacientes con rechazo vs 66121 IC 95 (42169-
82231) en el grupo de no rechazo, P=0.013. En cuanto a conclusiones podemos
emplear la citometria de flujo en el seguimiento de pacientes con trasplante renal
sobre todo en aquellos con alto riesgo inmunoldgico ya que esta es capaz de
encontrar diferencias entre los pacientes con TRRX y TRN. Estos resultados
alientan a seguir explorando este modelo biolégico y poder definir el
comportamiento de los datos, asi como su distribucion estadistica en los pacientes
con TR y realizar contrastes con los pacientes con TRRX para poder definir el nivel
de corte de proporciones de poblacion celular como de expresidn de

inmunofenotipo.
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ABSTRACT

Kidney transplant is the best replacement therapy for kidney function. In México,
most transplants are from living kidney donors and no significant improvement has
been achieved in long-term kidney graft survival. Currently, the follow-up of patients
continues to be the serum creatinine level, this being of a highly specific nature,
however, with little sensitivity to determine the appearance of immunological events
in the renal graft. The study of the different co-stimulation pathways of the T cell
could give a guideline in the follow-up of kidney transplant patients, especially those
with a high immunological risk. The objective To evaluate the population of helper T
cells (CD3+, CD4+, CD25+, FOXP3+, CD279+, CD278+, CD28+, ICOS+ and NK+)
in peripheral blood of renal transplant patients with immunological event, whether
cellular or humoral rejection (TRRX) contrasted with controls. . In terms of material,
patients and method, venipuncture was performed in patients with kidney
transplants, both normally progressing and patients with acute rejection. The study
group was made up of 26 patients with a normally progressing kidney transplant,
without rejection, and three patients with acute rejection were studied. The protocol
was accepted by the research and ethics committee of the different hospitals. All
participants voluntarily agreed to participate prior to signing the consent. The
experimental part was performed in the FACSAria Flow Cytometer-Cell Sorter with
3 lasers, Becton Dickinson with cell sorter, the results were analyzed in the software
infinicyt cytognos version 2.0. The Results: Mononuclear cells were obtained by

density separation. The proportion of regulatory T cells in the TRRX group was 6.7%.

12



In the analysis of the populations of regulatory T cells, an IMF of 1348 (IC 894-1545)
VS 1547 (IC 713-1984) was found in the rejection group with a non-significant P=
0.31. The multiparametric analysis of the CD3+ CD4+ ICOS+ immunophenotype
showed an IMF of 3153 (IC 1106-7426) vs. 1434 (IC 771-2590) in the group without
rejection (P= 0.04). The analysis of the CTLA-4 immunophenotype showed no
difference between the groups with IMF for the rejection group of 2601 (CI 1672-
6597) vs. the control group 2072 (Cl 1217-3543) (P=0.31). In the case of the CD28+
immunophenotype, an IMF of 1838 CI (1313-2528) vs 1599 with one (P= 0.68) was
found in the rejection group. The study of the NK cell population (CD16+) showed
an IMF of 32274 I1C 95 (20914-64738) in patients with rejection vs 66121 IC 95
(42169-82231) in the non-rejection group, P=0.013. In terms of conclusions, we can
use flow cytometry in the follow-up of kidney transplant patients, especially those
with high immunological risk, since it is capable of finding differences between
patients with RRT and NRT. These results encourage us to continue exploring and
defining the behavior of the data, as well as its statistical distribution in patients with
RT and to contrast it with patients with RRTX in order to define the cut-off level of

proportions of both the cell population and the expression of the immunophenotype.
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|. INTRODUCCION
l.I. Insuficiencia renal en México y en el mundo

La enfermedad renal cronica (ERC) se define como la presencia de alteraciones en
la estructura o funcion renal durante al menos tres meses (Of & Kidney Disease:
Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group, 2013). Las principales
etiologias de la ERC incluyen a la diabetes mellitus, la hipertension y la obesidad
(Obrador et al., 2010). Una vez establecido el diagnéstico, el tratamiento consiste
en un manejo estricto de los factores de riesgo que condicionan la progresion de la
enfermedad renal con el objetivo de alargar el periodo de tiempo en que el paciente

requerira tratamiento sustitutivo de la funcion renal (Levey et al., 2012).

La ERC es un problema de salud publica global, no solo por el aumento continuo de
esta enfermedad, también por el aumento en la prevalencia de enfermedades que
la predisponen. En México la diabetes pasé de tener una prevalencia de 9.2% en el
2012 en la poblacion general a 10.3 %, en 2018. Este aumento también se observé
en la prevalencia de hipertension, que fue del 16.6 % en el 2012 al 18.4% en el 2018
y finalmente en la obesidad y sobrepeso mostrados en la mas reciente encuesta
nacional de salud y nutricion (ENSANUT 2018). Esta encuesta también muestra que
la prevalencia combinada de diabetes e hipertension es de 73 %. Méas de dos tercios
de la poblacién mexicana adulta padece obesidad o sobrepeso comparado con el

60.7 % mostrado en 2012 (Shamah-Levy et al., 2020).

En México no hay suficientes datos sobre prevalencia e incidencia de la ERC, sin
embargo, Obrador y cols., en el 2010 aplico el Kidney Early Evaluation Program
(KEEP) capitulo México. Los resultados mostraron una prevalencia de 22% en la
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Ciudad de México y 33% en el estado de Jalisco (Obrador et al., 2010). En un
panorama mas global, segun el registro latinoamericano de didlisis y trasplante,
México se encuentra en segundo lugar de incidencia de ERC, secundario
principalmente a diabetes mellitus con 420.9 casos por millon de habitantes (Maria
Cusumano et al., 2016). Datos mas recientes en la evolucién de la ERC de acuerdo
con el Global Burden of Disease Study 2017, demostraron que la ERC secundaria
a diabetes mellitus aumenté el 49.9% en el periodo de 1990-2007 y del 29.6% en el
periodo 2007-2017, la misma tendencia se mostré6 para la ERC secundaria a
hipertension de 47.7% y 28%, respectivamente (James et al., 2018). La prevalencia
de ERC en México tuvo un aumento del 122%, con 421 casos por millon de

habitantes (System, 2016).
l.Il. Trasplante renal en México y en el mundo

El trasplante renal (TR) es la primera opcién terapéutica en la mayoria de los
pacientes con insuficiencia renal crénica que llegan a requerir sustitucion de la
funcion renal (Nankivell & Kuypers, 2011). En México durante el 2019 se realizaron
2,939 trasplantes de rifién, en su mayoria de donador vivo relacionado y una
proporcién menor de donador cadavérico. De tal manera que durante el 2019 solo
se realiz6 trasplante renal al 19% de los pacientes que se encontraban en la lista de

espera de 16,882 (http://cenatra.salud.gob.mx). En la Figura 1 se observa que

durante 2020 solo se realizaron 905 trasplantes renales, que representan el 5.3 %
de los pacientes inscritos en la lista de espera en el mismo afio, segun datos del

CENATRA.
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Grafica 1. Trasplantes renales realizados por afio en México, estos corresponden
a la sumatoria de trasplantes de donador vivo y trasplante cadavérico. Centro
Nacional de Trasplantes, 2021.
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*La caida de los trasplantes en el afio 2020 estéa en relacién con la pandemia por COVID y la
suspension de la mayoria de los programas de trasplante en México, tomado de
http://cenatra.salud.gob.mx
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II. MARCO TEORICO

[I.I Célula T Reguladora

El fundamento de la inmunologia es reconocer lo propio de lo no propio, esta
capacidad ha permitido trascender a lo largo de los siglos como entes bioldgicos
entre un sinfin de antigenos que retan nuestra supervivencia dia a dia. La
inmunologia del trasplante comienza en el mismo procedimiento quirdrgico, ya que
durante la cirugia existe un dafio en el endotelio del injerto renal que desencadena
la exposicién a antigenos de diferentes tipos, este fendmeno es propiciado por el
proceso de isquemia y reperfusion

La historia de las células T reguladoras (Tregs) comienza en 1970 con Gershon and
Kondo; ellos describieron que las células T no solo son capaces de aumentar la
respuesta inmune, también podian amortiguarla, mediante una poblacion diferente
a las células T colaboradoras, esta poblacién fue inicialmente llamada células T
supresoras (Gershon & Kondo, 1970). La primera descripcién publicada sobre las
Tregs, fue a finales de los 90°s (Takahashi et al., 1998; Thornton & Shevach, 1998).
Se describi6é el inmunofenotipo CD25+ y con esto la caracterizacién de células T
reguladoras naturales (nTregs), lo cual dio la pauta para aislar y caracterizar a esta
poblacion.

Las propiedades inmunoreguladoras de Tregs qued6 demostrada por primera vez
en un cultivo celular de Tregs con dos poblaciones mas, CD4+ CD25- y CD8+ e
inhibiendo la proliferacion y activacion de estas dos ultimas (Takahashi et al., 1998).
El siguiente descubrimiento clave en la caracterizacion de esta poblacion celular fue

la descripcion de FoxP3 (Forkhead box P3), un factor de transcripcion con funcion
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de desarrollar la capacidad reguladora de las Tregs naturales. El gen de FoxP3 fue
identificado en el 2001, su mutacion es la causante de la enfermedad en el modelo
murino “Scurfy mice”, esto se caracteriza por el desarrollo espontaneo de
manifestaciones de enfermedad autoinmune e inflamatoria como resultado de una
mutacion en el cromosoma X (p11.23) (Brunkow et al., 2001). Una vez hecha esta
descripcion, y teniendo en cuenta las similitudes del modelo “"Scurfy mice” y la
enfermedad en el humano caracterizada por desregulacion inmune, poli
endocrinopatia, enteropatia y enfermedad ligada al X (IPEX), se establecid la
conexion entre la mutacion de FoxP3 e IPEX, una enfermedad conocida desde
1982, descrita por Bacchetta (Bacchetta et al., 2016; Wildin R et al., 2001). El
mecanismo de accion de FoxP3 es mediante la activacién de un grupo de genes
que directa o indirectamente forma un complejo con otros factores de transcripcion
como lo es NFAT y AML1/Runx1, logrando con esto la capacidad reguladora de la
célula T, mediante produccion de interleucinas inmunomoduladoras (Y. Wu et al.,
2006).

El concepto tolerancia en inmunologia es un proceso activo que tiene dos partes: la
central dependiente del timo, su mecanismo es mediante la deteccion de clonas de
células T autorreactivas e induccion de apoptosis; la segunda es la tolerancia
periférica, ésta tiene tres mecanismos: 1) delecion clonal, 2) anergia y 3) supresion
(Alessandrini & Turka, 2017). La supresion como mecanismo de tolerancia periférica
ocurre en gran medida por las células Tregs, que pueden ser divididas en Tregs
derivadas del timo (nTregs o tTregs) o Tregs inducidas o periféricas (iTregs o
pTregs) (Shevach, 2006).

Es conocido que la participacion de Tregs en trasplante es a través del desarrollo
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de tolerancia, un mecanismo expuesto es el efecto supresor que tienen sobre las
células T efectoras, lo que resulta en tolerancia en varios modelos murinos de
trasplante de piel, pancreas, corazon, y rifiones (Aluvihare & Betz, 2006). La
presencia de Tregs en la biopsia del injerto ha sido asociada como predictor de buen
prondstico o como injerto estable y con adecuada inmunosupresion, especialmente
en pacientes con rechazo subclinico (Bestard et al., 2008) Existe una estrecha
interaccion entre la respuesta celular y humoral en el escenario de rechazo. La
respuesta celular en el rechazo al injerto depende de la actividad de los linfocitos T
CD4+ efectores, y generalmente precede a la aparicion de rechazo humoral. La
poblacion de linfocitos Tregs tiene mecanismos que han sido implicados
directamente en el desarrollo de tolerancia al injerto renal y en la contencién de la
respuesta inmune o inmunomodulacion en el rechazo. De alli la importancia de
caracterizar, medir y dar seguimiento a detalle a esta subpoblacién celular (Pascual,
Pérez-Saez, Mir, & Crespo, 2012). En humanos la célula Treg se caracteriza por
expresar el marcador CD4+, por expresion de la unidad alfa del receptor de
interleucina 2 (CD25+) y el factor de transcripcion FOXP3 (Hu et al., 2016). Las
células CD4+ inmaduras pueden desarrollarse a células Treg en el timo; asi como
en sangre periférica bajo ciertos estimulos en sus vias de co-estimulacion.
Independientemente del origen, las células Treg son claves en el mantenimiento de
la tolerancia inmunolégica. La evidencia en modelos animales y humanos involucran
a las células Tregs en el desarrollo de tolerancia del trasplante renal, a través del
reconocimiento de alo-antigenos; sin embargo, este mecanismo no esta del todo

dilucidado (Hall, 2015).
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Células B reguladoras

Las células B reguladoras (Bregs) tienen capacidad inmunosupresora que se
relaciona directamente con la tolerancia inmunoldgica (Mauri & Bosma, 2012).
Durante el proceso de inflamacién, una vez que se resuelve mediante la eliminacion
del agente causal, comienza la reparacion de los tejidos. Este control del proceso
inflamatorio es mediado por una cascada de mediadores anti-inflamatorios y
citoquinas, tal es el caso de la interleucina-10 (IL-10) producida por células llamadas
reguladoras por su efecto inmunosupresor (Nathan & Ding, 2010). El caso contrario
a lo anterior ocurre en los procesos inflamatorios créonicos, donde la activacion del
sistema inmune se encuentra permanentemente activada y se caracteriza por
deficiencia en el nimero y funcion de células reguladoras en circulacién o en el sitio
de inflamacién (Nathan & Ding, 2010). Las células Bregs expresan IL-10 y tiene el
potencial de regular a la baja la respuesta inmune, disminuyendo las
manifestaciones de enfermedades autoinmunes y el rechazo, al tiempo de limitar la
inmunidad antitumoral e infecciosa. Las funciones reguladora e inmunosupresora
en las células B han sido demostradas mediante modelos murinos genéticamente
modificados, obteniendo fenotipos con pérdida de esta poblacion (Wolf et al., 1996)
y en otros modelos con pérdida de la funcion de IL-10, esto ha resultados en el
desarrollo defectuoso de Bregs, asi como estados de inflamacion crénica (Fillatreau
et al., 2002).

El fenotipo de las Bregs ha sido publicado en poblaciones celulares, aunque existe
un consenso parcial, se establece que existen multiples subpoblaciones de Bregs
con diferentes funciones en similares fenotipos, ver tabla 1. En modelos murinos

se han descritos multiples fenotipos productores de IL-10; las Bregs de la zona

20



marginal (precursor) CD5+ CD1dhi B (B10), zona marginal células B Tim-1+, y
células plasmaticas CD138+ (Rosser & Mauri, 2015). En humanos existen varios
inmunofenotipos que definen las Bregs; CD19+ CD24hi+ CD38hi CD1dhi (P. A. Blair
et al.,, 2010); otro fenotipo es; CD19+ CD24hi+ CD27+ (lwata et al., 2011). En
humanos las células B transicionales (CBTR) (CD19+ CD24hi+ CD38+) son una
subpoblacién de células B con capacidad reguladora. Esta subpoblacion celular fue
estudiada en sujetos sanos como controles, pacientes de trasplante renal con y sin
rechazo, 88 pacientes trasplantados con 26-320 meses de haber sido trasplantados;
79% fueron tratados con basiliximab, en general no sensibilizados; 41 pacientes
control y 47 con disfuncién del injerto. Los resultados muestran que los pacientes
sin rechazo tuvieron una disminucién absoluta de CBTR comparados con los sujetos
sanos, el indice IL-10/TNF-alfa sin diferencias significativas. En contraste, los
pacientes con rechazo mostraron una disminucién en el porcentaje de CBTR y una
disminucién de IL-10/TNF-alfa, ya que la expresion de TNF-alfa fue
significativamente mayor en los pacientes con rechazo (13.4 +1.3 pacientes sin
rechazo versus 21.6 + 1.9 para rechazo (p<0.001) (Cherukuri et al., 2014). La linea
de células B y mas especificamente las Bregs juegan un rol crucial en el desarrollo
de tolerancia, en un trabajo publicado por Sagoo y cols., se comparan las
proporciones de diferentes poblaciones celulares en pacientes con tolerancia contra
pacientes que tiene funcion renal estable; los resultados expresados en intervalos
de confianza 5-95%, células B 8-48 (28) 0—-24 (12); p < 0.001, % NK cells 3—30 (19)
0-23 (12); p < 0.01 (Sagoo et al., 2010). En otro estudio de la misma naturaleza,
donde se busca la comparacion de lineas celulares B, se estudio a 19 pacientes con

tolerancia versus 30 pacientes sin tolerancia; los resultados (expresados en rangos
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Inter cuartiles): % total de células B (cel/ pL) 1-17 (9) vs 0-8 (4); células B totales
cel/puL 287 vs 120 176 p < 0.01; % de células transicionales de CD19+ 0-4.5 (2) vs
0-0.2 (0.1); p < 0.01, % de células virgenes de CD19+ 50-95 (70) Vs 10-85 (48); p

< 0.01 (Newell et al., 2010).

Modelo de activacion de células T

El sistema inmunolégico reconoce lo propio y lo no propio a través de citocinas
circulantes e inmunoglobulinas; asi como, por macrofagos en los tractos digestivo y
respiratorio. La activacion celular del linfocito T en el rechazo esta a cargo de la
estimulacién directa del receptor de célula T a través del complejo TCR-CD3 con el
complejo MHC-péptido, esto ultimo da lugar a expansion clonal siempre que exista
una segunda sefial mediada por las vias de Co-estimulacion entre la célula Ty la
célula presentadora de antigeno (CPA). Naturalmente, la proporcion de células T
circulantes que son capaces de reaccionar ante un antigeno especifico son pocas,
por lo tanto, una respuesta inmune adecuada requiere de una expansion clonal y
diferenciacion de la célula T. Esto se logra mediante la produccién de IL-2 la cual
actia de forma autOcrina y parécrina en las células T no activadas (Harper et al.,
2015).

Una vez detectado un antigeno no propio, éste es fagocitado y fragmentado por los
macrofagos para ser presentado por su funcion de CPA a las células T naive y poder
iniciar una respuesta inmune efectiva y especifica, tanto celular como humoral. Esta
activacion requiere tres fases: la primera consiste en el reconocimiento del receptor
de la célula T por la CPA efectuando la presentacion del antigeno, la segunda es

una adecuada co-estimulacion por los diferentes receptores y ligando que coexisten
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entre ambas células y finalmente el efecto de citocinas que se producen en la célula
T, principalmente IL-2, con efecto de activacion y expansion clonal. Ver figura 1

(Morelli & Thomson, 2007).
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Figura 1. Vias de reconocimiento de lacélula T

.

En el panel A y B se muestran el reconocimiento directo, los alo-antigenos de MHC clase Il y clase
I son reconocidos como proteinas intactas en la superficie de las CPA (APC en la Figura) del donador
por las células T CD4 y CD8 respectivamente. En el panel C Y D se muestran el reconocimiento
indirecto, los antigenos tipicamente MHC del donador son procesados e internalizados por las CPA
del receptor y presentados a las células T CD4 del receptor. Aunque en teoria ambas CD4 y CDS8
pueden reconocer los aloantigenos presentados por la APC, la participacion de CD8 es poco
relevante en el escenario de rechazo. En el panel D se muestra el reconocimiento semidirecto, los
antigenos del MHC son procesados por las CPA del receptor, y presentados de forma intacta a las
células CD4 del receptor. (Abbas et al., 2017)
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En la primera fase de activacion o presentacion del antigeno, un antigeno proteico
es presentado por la CPA dentro del MHC de clase Il al receptor de la célula T naive
(TCR). Esta unién celular, llamada estimulacion primaria, es estabilizada por
diferentes proteinas de adhesion que se encuentran en la superficie de ambas
células. El receptor de la célula T se compone de 2 cadenas polipeptidicas
centrales, alfa y beta. Para formar el complejo receptor, el TCR se une a dos
marcadores CD3, compuestos a su vez por las cadenas épsilon y gama o épsilon y
delta ver figura 2. La sefal es transducida por la cadena intracelular ¢ del CD3, la
cual contiene los dominios ITAM (Inmunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif),
motivos con actividad dependiente de cinasa que se encargan de iniciar la
sefializacion intracelular. Iniciado el reconocimiento del TCR con el MHC se activan
otras proteinas en el citoplasma y en la membrana celular de ambas células, con el
fin de formar un complejo estable que estabilice la union TCR/MHC para llevar a
cabo las sefiales de transduccion, que son enviadas al citoplasma por las ITAMS.
Estas proteinas estabilizadoras de la familia de las integrinas, Talina y LFA-1
(Lymphocyte function associated antigen) presentes en la célula T se ensamblan
con ICAM-1 en la APC. Esta union permanece en la periferia de la sinapsis
inmunitaria fijandola y formando el complejo de agrupamiento supramolecular de
activacion (p-SMAC). En el centro de la sinapsis la cola citoplasmica del TCR se
adapta a PKC-8 mediante proteinas adaptadoras, formando el complejo de
agrupamiento supramolecular de activacion (c-SMAC) ver figura 3 (Abbas,

Lichtman, & Pillai, 2017).
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La segunda fase de activacion de la célula T corresponde a la interaccion de
receptores y ligandos que se encuentran en las membranas de la célula T y la CPA,
estas interacciones pueden tener como efecto un aumento en la intensidad de la
respuesta inmune trayendo consigo una estimulacion y expansion clonal de CD4+
mas efectiva o en caso contrario una respuesta pobre o ineficaz, ver figura 4. La
tercera fase o fase efectora involucra la produccién de citocinas, principalmente de
la interleucina 2 (IL-2). La IL-2 es secretada posterior al acoplamiento TCR/CPA, y
sus maximos efectos se alcanzan en un lapso de 8-12 horas para posteriormente
disminuir su concentracion. Los receptores de IL-2 se concentran en la zona de la
membrana donde se encuentra la sinapsis inmunoldgica, esta estimulacion
desencadena proliferacion, diferenciacion de linfocitos T efectores y de memoria

(Boyman & Sprent, 2012).
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Figura 2. Componentes del complejo de receptor de célula T

Complejo del receptor de célula T, restringido por MHC y dos cadenas alfa y beta, unido de forma
no covalente a las proteinas de CD3. (Abbas et al., 2017)
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Figura 3. Sinapsis inmunitaria

Sinapsis inmunitaria A. En esta imagen se muestra dos vistas de la sinapsis inmunolégica en un
modelo de CPA y una célula T (shown as a Nomarski image en el panel C). Talina es una proteina
asociada con la cola citoplasmica de la integrina LFA-1; esta unién fue revelada mediante marcaje
de un anticuerpo con fluoresceina verde y PKC-8, asociado al complejo TCR y visualizado mediante
otro anticuerpo. En los paneles a y b se observa una seccion 6ptica del sitio de contacto de la
sinapsis, se muestra la PKC-6 central y la Talina en la parte periférica de la célula T. en los paneles
d-f, se muestra una vista tridimensional de la region de contacto célula T-APC. Tomado de (Abbas
etal., 2017)
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Vias de Co-estimulacion o Moléculas accesorias

Durante la activacion del linfocito T, el reconocimiento del antigeno por el TCR
constituye la primera sefial en la respuesta inmune; ademas, son necesarias dos
sefales extracelulares distintas para inducir la proliferacion y diferenciacion de las
células efectoras. Estas sefales son llevadas a cabo por moléculas de superficie
como son CD4+ y CD8+, que actuan como “correceptores”, participando en la
adhesion a la célula CPA y amplificando la transduccion de sefiales al interior celular

de la célula T por ello se conocen como moléculas de Co-estimulacion.

CD4: es una glucoproteina transmembrana de la superfamilia de inmunoglobulinas
con union al MHC -1l con funciones de adhesion y sefializacion. Es un monémero
presente en monocitos y macréfagos, tiene cuatro dominios globulares

extracelulares, una region transmembrana hidrofébica y un tallo citoplasmatico.

CD8: glucoproteina transmembranal con uniébn a moléculas MHC-I. Es un
heterodimero CD8a y CD8p, unido por puentes disulfuro. Cada cadena posee un
dominio globular extracelular, una regién hidrofébica transmembrana y una cola
citoplasmatica o intracelular de 25 residuos aminoacidos bésicos principalmente.

Ambas moléculas facilitan la adhesion entre células Ty APC, y cumplen funciones
de transduccién de sefales a travées de ICK una proteina accesoria con actividad de
tirosina cinasa, que se une de forma no covalente a las colas citoplasmaticas de

CD4+ y CD8+. ICK fosforila residuos de tirosina de los dominios los ITAM de CD3.

CD28: es un homodimero que se une a CD80 o0 B7-1y CD86 o B7-2 de la CPA 'y
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pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas. El dominio citoplasmatico de
CD28, carece de actividad catalitica propia, pero al ser fosforilado en un residuo de
tirosina por la proteina cinasa PI3K, se desencadena la produccion de PIP2
(fosfatidilinositol bifosfato) y PIP3 (fosfatidilinositol trifosfato) que se unen a
proteinas como PDK-1 (proteina cinasa dependiente de fosfoinositol 1), que a su
vez activa la proteina cinasa B (PKB/AKT). Ambas, PDK-1 y PKB, pueden fosforilar
otras proteinas y regular multiples vias ligadas a sintesis de proteinas, metabolismo

celular, y supervivencia.

CD45: pertenece a una familia de glicoproteinas de alto peso molecular (180 - 220
kDa) con actividad tirosina cinasa, con participacién importante en la regulacién de
la diferenciacion celular. Es producido como mudltiples isoformas que resultan del
splicing alternativo de un mismo gen. La isoforma de bajo peso molecular,
denominada CD45RO, constituye en los linfocitos T un marcador de memoria
inmunoldgica, mientras que la forma de alto peso molecular (CD45RA) se presenta

en la membrana de las células virgenes.

CTLA-4: esta via de co-estimulacion mejor conocida por su acrénimo en ingles
CTLA-4, es una molécula que fundamentalmente tiene el efecto de inhibir el
mecanismo de accion de CD28, mediante la inmunoregulacion negativa en la célula
T CD4+. Este efecto también es llevado a cabo por PD-1 y BTLA, ambos miembros
de la misma familia del CD28. EI CTLA-4 es una glicoproteina transmembrana que
se expresa como dimeros, este fenotipo se expresa en las células activadas y en

las células Tregs (Abbas et al.,, 2017). Este receptor también se expresa
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principalmente en el citoplasma, solo el 10 % se encuentra en la membrana celular.
Sus ligandos naturales son las proteinas B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), expresadas
en las células especializadas en la presentacion de antigenos como lo son linfocitos
B, células dendriticas, macr6fagos y monocitos.

Ambas proteinas CD80 y CD86 son capaces de estimular CD28 y CTLA-4, sin
embargo, el CD80 muestra una mayor afinidad por estos receptores. Lo anterior
queda demostrado en los modelos murinos con mutaciones tipo pérdida de la
funcion, donde la mutacion de CD80 es bien tolerada y en el caso de CD86 se
muestra significantes problemas en la respuesta inmune, como lo es la deficiencia
de isotipos de anticuerpos, asi como alteraciones en centro germinal. EI CD86 esta
expresada moderadamente de forma constitutiva en las células, y rapidamente
aumenta su regulacion en casos de estimulos inflamatorios a diferencia de CD80
que su expresion presenta niveles mas bajos y la sobreexpresion no es rapida ante
procesos inflamatorios. EI CD80, naturalmente coestimulador positivo en la célula
T, también es directamente regulador para CTLA-4, el cual estd expresado
constitutivamente en las células Tregs. Los modelos murinos con mutaciones de
CTLA-4 y por ende pérdida de capacidad reguladora negativa sobre el CD28,
fenotipicamente son modelos con procesos de activacion inmunitaria letales y una
desregulacion inmune sistémica con inflamacién multiorganica y muerte (Edner et
al., 2020). El regulador natural de CD28, es el CTLA-4, de aqui que se han
desarrollado proteinas de fusion (CTLA-4 inmunoglobulina) como herramientas
terapéuticas, con la finalidad de semejar el mecanismo de accion de esta via de
inhibicion.

El primer farmaco biolégico fue Abatacept (Bluestone et al., 2006), usado como
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tratamiento en psoriasis, posteriormente fue aprobado por la FDA para el uso de
artritis reumatoide (Blair & Deeks, 2017). A partir de los resultados prometedores de
este tipo de farmacos biolégicos, se siguidé con el desarrollo de Belatacept, éste
difiere de Abatacept por dos aminoacidos en la region del receptor y con este
cambio se aumenta su capacidad de fijar a CD86 cuatro veces mas potente y el
doble de potencia para fijar a CD80. Belatacept fue mas efectivo que Abatacept
para suprimir la inmunidad humoral y mejor para prevenir rechazo de injerto renal
(Larsen et al., 2005).Un estudio de fase Ill demostré al comparar Belatacept versus
Ciclosporina A, un mejor funcionamiento del injerto renal y una disminucion en los
efectos adversos cardiovasculares a doce meses de seguimiento; sin embargo, en
el grupo de Belatacept hubo méas eventos de rechazo durante el primer afio de
seguimiento (Vincenti et al., 2016).

Con estos trabajos queda al descubierto la importancia del conocimiento de las vias
de co-estimulacién y su relacion con los desenlaces més importantes en el
trasplante.

En este contexto, se ha demostrado que el desarrollo de tolerancia requiere la
activacion de vias de co-estimulacion negativas como lo son CTLA-4 y PD-1,
(Sharpe & Freeman, 2002). CTLA-4 fue descrito en 1987 en la superficie de
linfocitos activados, pero no fue hasta 1991 que se descubrié que tanto CTLA-4 y
CD28 comparten los mismos ligandos en la CPA. Finalmente, en 1995 se describe
que el efecto de CTLA-4 es una regulacion negativa en el proceso de activacion de
la célula T. Dentro de la misma familia se encuentra PD-1, molécula inhibidora
inducida después de la activacion de CD28 en la célula T, esta molécula induce la

disminucion en la proliferacion celular, asi como la disminucion en la produccion de
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citoquinas por parte de la célula T. (Keir, Butte, Freeman, & Sharpe, 2008).

SUPER FAMILIA DEL CD28: entre las moléculas o vias de Co-estimulacion mas
estudiadas en la célula T se encuentran la familia de CD28. Los miembros de esta
familia son CD28, CTLA-4, PD-1, ICOS, BTLA y CD28H. El receptor CD28 es
expresado constitutivamente en las células T y su activacion disminuye
significativamente el nimero de TCR’s necesarios para que sea efectiva la
activacion de la célula T. Sus principales funciones son aumentar y sostener la
respuesta de la sefializacion TCR, promover la sobrevida y la capacidad de
produccién de citoquinas para iniciar la expansion y diferenciacion clonal de la célula
T. Otra de las funciones de CD28 es aumentar la sensibilidad a IL-2 en células T
previamente activadas (Abbas et al., 2017). ElI CD28 ha sido blanco terapéutico en
varias ocasiones. El estudio TGN 1412 fue un protocolo en el que se dirigié un super
agonista del CD28, con la finalidad de aumentar la proporcién de las células Tregs
(Attarwala, 2010). Los medicamentos biolégicos, antagonistas del CD28 también
han tenido su participacién, en el 2014 fue publicado un trabajo donde se
demostraba que, en los trasplantes renales de primates, este anticuerpo CD28 se
asociaba con una disminucién de la aloinmunizaciéon y con esto se lograba una

reduccion de la dosis de inhibidores de calcineurina (Poirier et al., 2015).

ICOS: la via de Co-estimulacion inducible (ICOS) fue originalmente reportada en el
ser humano en células T activadas, pertenece a la familia de receptores del CD28
por su similitud estructural, el CD80 y CD86 tienen muy poca afinidad con ICOS,
mientras su ligando natural se encuentra en la CPA, ICOS-L (Sharpe & Freeman,

2002). A diferencia de CD28, ICOS no se expresa constitutivamente, pero la
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expresion es inducida rapidamente después del primer estimulo de TCR. ICOS esta
sobre expresado en las células Th2 y Thl en fase iniciales de su diferenciacion, esta
sobre expresion permanece al final de la diferenciacion, especificamente en Th2
(Abbas et al., 2017). También es importante sefialar la asociacion que tiene ICOS
en la inmunidad humoral, en este sentido ICOS participa en el desarrollo de
linfocitos Th foliculares, sobre expresandose en regular la reaccion del centro
germinal (Edner et al., 2020).

La sobre expresion de ICOS, ésta se ha sido asociado con eventos de rechazo de
injerto renal, tanto agudo como crénico (Ozkaynak et al., 2001). La expresion de
ICOS e ICOSL en biopsias del injerto renal en humanos, identifico que los pacientes
con rechazo crénico y glomerulopatia del trasplante (GPT) presentaban aumento de
la expresion de ICOS+ intraglomerular. Lo que sugiere la participacion de ICOS en
el desarrollo de la nefropatia crénica del injerto, asi como en la glomerulopatia del
trasplante (Akalin et al., 2003). En modelos murinos la inhibicién de ICOS ha
mostrado sinergia con el efecto natural de CTLA-4 para inhibir la funcion de las
células T de memoria reactivas contra el donador, logrando asi aumento de la
sobrevida de los injertos renales (Schenk et al., 2009).

En otros modelos animales también se ha demostrado una disminucién en la
respuesta inmune mediada por anticuerpos, en las enfermedades autoinmunes al
bloguear la interaccion de ICOS, esta accion se observa especificamente en las
células Th foliculares (Hu et al., 2009). En el escenario clinico y ante la aparente
urgencia de encontrar nuevos tratamientos en el campo de la inmunosupresion en
trasplante, recientemente la inhibicion de la via de co-estimulacion de ICOS-ICOS-

L ha sido propuesta como posible terapéutica coadyuvante de Belatacept, en la
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prevencion de eventos de rechazo, sin embargo, aun con resultados inciertos, en el

trasplante renal, ver figura 5 (Lo et al., 2015).

PD1: la via de Co-estimulacién negativa Programmed Death 1 (PD-1), es dirigida
por una proteina inducible expresada en células CD4+, CD8+, células B, células
Natural Killers (asesinas naturales), monocitos, células dendriticas y células
mieloides. Pertenece a la super familia de las inmunoglobulinas, tiene un dominio
N-terminal IgV-like de 20 aminoacidos, separado del dominio transmembrana y del
dominio citoplasmico, este Gltimo con un motivo inhibidor basado en Tirosina (ITIM)
y un motivo inmunoreceptor basado en Tirosina (ITSM) (X. Zhang et al., 2004). Los
ligandos naturales de PD-1 son B7-H1 (PD-L1) y B7-DC (PD-L2), el efecto de estos
es inhibir la proliferacion celular y la produccién de citoquinas. El ligando de PD-1
es PD-L1, el cual es expresado de forma constitutiva en las células T y células B,
CPA, macro6fagos, células madre mesenquimales y mastocitos derivados de médula
Osea. Adicionalmente PD-L1 se expresa en gran variedad de células no
hematopoyéticas, incluidas, pulmén, endotelio vascular, higado, células
mesenquimales, islotes del pancreas y queratinocitos (Jin, Ahmed, & Okazaki,
2007).

En diferentes modelos con mutaciones inducidas en PD-1, se han reportado
enfermedades autoinmunes, (Nishimura et al., 1999). Durante el desarrollo de las
células T en timo, las poblaciones CD4- y CD8- comienzan a expresar PD-1 al
tiempo de comenzar la expresion de TCR beta. PD-1 limita la fase inicial de
activacion y expansion de las células T auto reactivas ademas de restringir la

funcidon efectora y el dafio a érgano o tejido de estas poblaciones celulares. La
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interaccion de PD-1/PD-L1 también puede inhibir la expansion y diferenciacion de
las células T virgenes a células efectoras. En modelos murinos con trasplante
cardiaco y deficiencia del gen que codifica para PD-1 o modelos donde se bloquea
PD-1 mediante el uso de anticuerpos, se mostrd una sobrevida de injerto mayor en
comparacién con el grupo control. En otro estudio de pacientes trasplantados con
rechazo renal cronico (24 pacientes) y pacientes control sin rechazo (18 pacientes),
se midié mediante citometria de flujo la frecuencia de células Th foliculares (ThF) y
diferentes fenotipos en la célula T, se encontré un aumento en la proporcion de ThF
en el grupo de rechazo (35.3 +8.5 % vs.19.0 £ 5.0, P <0.001) y también se encontré
una disminucion en la expresion de PD-1 medida por MFI en el grupo de rechazo
(Shi et al., 2015).

La importancia de la via PD-1/PD-L1 para el desarrollo y permanencia de un estado
de inmunotolerancia del injerto renal es clara y se pone de manifiesto en el
escenario clinico de pacientes con trasplante renal que desarrollan una neoplasia
sélida y que requieren como parte de su quimioterapia inhibidores de la via PD-1
como parte de su tratamiento. En este sentido se publicoé una serie de 22 casos con
esta caracteristica previamente sefialada, donde la mayoria de los pacientes eran
portadores de cancer de pulmén y melanoma, de los 22 pacientes que recibieron
algun agente biolégico que blogueaba PD-1, solo cuatro conservaron la funcién del

injerto renal, el resto desarrollaron rechazo celular, humoral o mixto (Lai et al., 2019).
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CELULAS NATURAL KILLER (NK)

Las células Natural Killer (NK) son una poblacion de linfocitos efectores
especializados en la respuesta inmune innata que desempefian principalmente sus
efectos en mecanismos antivirales, defensa contra tumores y regula varios aspectos
sobre la respuesta aloinmune en el trasplante renal, representan 5% de los linfocitos
circulantes (Abbas et al., 2017). Las células NK difieren en la expresion de CD56
bright y NKdm_ La NKP1ght caracteriza a una célula NK con capacidad de secretar
citoquinas inflamatorias como lo es interferon gamma y las células NK™ ademas
de expresar altos niveles de CD16+ tienen capacidad citotéxica como parte de la
inmunidad innata. Las NK tienen diferentes participaciones en el rechazo de injerto
renal, sea celular o mediado por anticuerpos. El rechazo es inducido cuando la NK
se encuentra en presencia de anticuerpos anti-donador especificos (DSA), mientras
que la sola presencia de estos anticuerpos no es capaz de desencadenar los
procesos fisiopatoldgicos del rechazo (Pontrelli et al., 2020) (Beilke & Gill, 2007). El
fenotipo mas importante de las NK en la patogénesis de rechazo mediado por
anticuerpos y su citotoxicidad, es CD569™/CD16+ (Crespo et al., 2015). Su funcién
se demostré en un modelo murino de injerto de piel, donde se demostrd que las
células NK promueven tolerancia al injerto al presentar citotoxicidad dirigida contra

CPA aloreactivas (Yu et al., 2006).

37



figura 4. Interaccion de las vias de co-estimulacion de la superfamilia del CD28

—>

Via primaria

Via secundaria

Reconocimiento de moléculas de Co-estimulacion entre linfocitos T y CPA. Se observa CD28 y la
interaccién con CD80, CD86 e ICOS-L, expresados en la célula presentadora de antigenos (APC) y
su contraparte en la célula T. EI CTLA-4 con funcién primordial de co-inhibidor y compite con CD28
para coaccionar con CD80 y CD86. CD80 también puede unir a PD-L1 y finalmente ICOS compite
con CD28 para ligar a ICOS-L.
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Figura 5. Inhibidores de las vias de Co-estimulacion.

Abatacept y Anti-CD28 Anti-ICOS
Belatacept

Pembrolizumab

Se observan los receptores en la célula T cooperadora y sus respectivos ligandos en la célula
presentadora de antigenos, asi como sus respectivos farmacos que bloquean cada una de las vias
de co-estimulacion.
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[I.I. INMUNOLOGIA DEL TRASPLANTE

La importancia respecto de la inmunologia se observé desde el primer trasplante
realizado de forma exitosa en gemelos univitelinos sin compromiso inmunolégico
(Merrill et al., 1956). Actualmente los retos en materia de inmunologia del trasplante
han aumentado por muchas razones, ahora los pacientes a trasplantar estan
altamente sensibilizados, son mas longevos, han sido transfundido en una o varias

ocasiones y tienen acceso a segundos y terceros trasplantes (Lonze, 2017).

Las células T CD4+ y CD8+ tienen diferentes participaciones durante el rechazo.
Las CD4+ tienen un rol efector y regulador. Las células CD4+ después de una
adecuada estimulacion y co-estimulacion produce varias citocinas en grupo con
acciones que pueden ser proinflamatorias o antiinflamatorias. La diferenciacién a
Thl (helper 1) produce IL-2, interferon gama y linfotoxina, mientras que las
diferenciadas a Th2 IL-4, IL-5 e IL-10 (Wynn, 2005). Los eventos de rechazo en el
injerto renal tipicamente expresan RNA mensajero de ambas subpoblaciones, asi
como de ambos grupos de citocinas, por lo tanto, no puede separarse
completamente los tipos de respuestas en los escenarios clinicos de rechazo. Las
citocinas que provienen de Thl funcionan como factores de crecimiento y
diferenciacion para linfocitos T citotoxicos (especialmente IL-2) y macrofagos (IFN-
Y); por otra parte, las citocinas derivadas de Th2 tienen efectos parecidos a los que
tienen las células B; ademas, las células Th2 interfieren en fases de maduracion de

las células B para la produccion de anticuerpos IgG (Liston & Gray, 2014)

Las células Th17 son una subpoblacion de células CD4+ que se diferenciaron
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mediante el estimulo de TGF y citocinas que no provienen de Thl ni Th2. Esta clona
produce IL-17, IL-21 e IL-22, aunque este grupo de células juega un papel
destacable en eventos de autoinmunidad, su papel alin se encuentra en estudio en
el escenario de trasplante renal. (Ouyang et al., 2008) (Burrell & Bishop, 2010).

La funcién efectora del sistema inmune una vez que se ha llevado a cabo la
expansion y diferenciacion es la parte final de una cascada de eventos
inmunolégicos que concluyen en proceso inflamatorio y destruccién del tejido renal
(Xian Chang.2015). La fisiopatologia del rechazo es compleja de separar, ya que
estan ocurriendo, en un mismo tiempo, varios mecanismos efectores; sin embargo,
para propésito descriptivo y académico, podriamos decir que la parte efectora se
compone por: funcibn de las células citotdxicas, respuesta inmune humoral,
activacion de macroéfagos y activacion de las células T NK (Johnson, Feehally, &
Floege, 2015).

La citotoxicidad mediada por linfocitos se produce practicamente en su totalidad por
los linfocitos CD8+, sus mecanismos efectores estan restringidos al CMH de clase
| de tal manera que requieren contigtiidad para eliminar las células. La citotoxicidad
medida por CD8+ tiene dos mecanismos: el primero es la liberacion de granulos
liticos a través de la perforina y la granzyma B. Estas dos proteinas contenidas en
estos granulos de los linfocitos CD8+ y las células NKT. La perforina tiene la
habilidad de inducir poros en la membrana celular. EI complejo granzima-
B/Perforina entra a la célula a través del receptor para la manosa-6 fosfato y una
vez internalizado la liberacion de la granzima-B induce apoptosis. Una tercera
proteina es la granulosina, capaz de inducir también apoptosis en las células blanco

(Barry & Bleackley, 2002). El segundo mecanismo por el cual ocurre citolisis directa
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por el CD8+ es la interaccion de Fas/FasL (Al-lamki et al., 2001). El Fas (CD95)
miembro de la familia de receptores de TNF (factor de necrosis tumoral) es una
proteina de superficie con un dominio citoplasmico capaz de activar caspasas e
inducir apoptosis. (Danial & Korsmeyer, 2004).

Los macréfagos son los fagocitos mas abundantes del rifidn, y son una poblacion
heterogénea que no solo tiene efectos deletéreos en el tejido renal dentro del
escenario de rechazo; también participan en los mecanismos proinflamatorios que
regulan la respuesta inmune y no inmune en los modelos de isquemia y reperfusion
post-trasplante (Li, Li, 2010). Las primeras descripciones de la participacion de
macréfagos y células T en el aloinjerto fue en el modelo experimental de Brent, en
1958, pocos afios después del primer trasplante renal. Brent sefial6 la acumulacién
de macréfagos y células T en el rechazo del aloinjerto, una respuesta ya descrita en

la hipersensibilidad de tipo retardado (L. BRENT, JEAN BROWN, 1957).

El mecanismo de lisis de los macréfagos es la produccién de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno, ambos con propiedades proinflamatorias activados por I[FN-y
(Interferbn gamma) (Chadban et al., 2010). Los macrofagos se acumulan en el
injerto renal durante el rechazo, a través de migracion y proliferacion local. La
acumulacion es secundaria a los efectos quimiotacticos del sistema mononuclear-1
(MCP-1y CCL2), proteina inflamatoria 1-alfa y el factor de inhibicion de la migracion

(Grandaliano & Gesualdo, 1997) (Lan, Hui Y, Yang, Niansheng Brown, 1998).

Las células Natural Killer (NK) son linfocitos T periféricos que comparten muchas

caracteristicas funcionales con la célula T CD8+ (Young, 2004). Las células NK
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reconocen la perdida de moléculas HLA en las células diana susceptibles. Las
células NK periféricas no requieren estimulacion a diferencia de las células By T,
de tal manera que liberan granulos citotoxicos y citocinas pro-inflamatorias como lo
son TNF-alfa e IFN-y (Abbas et al., 2017). Los mecanismos para iniciar la actividad
citolitica de las NK son a través de citocinas, union a anticuerpos o unién con
receptores Fcy ligandos. EI NKG2D es uno de los receptores activadores expresado
en todas las células NK y las células T CD8+. Este receptor reconoce diferentes
ligandos, como MICA, MICB y ULBPs, todos estos inducidos por estrés celular e
infeccion. El estudio mediante citometria de las células NK se definen mediante el
inmunofenotipo de células mononucleadas CD3-/ CD56 +/ CD335 (NKp46) +. Las
poblaciones de células NK se categorizan dependiendo de los niveles de expresion
de CD56+ (molécula de adhesion celular neurales) en baja (CD569M) y alta
densidad (CD569"), Esta diferencia tiene implicaciones funcionales. En caso de
gue se expresen niveles elevados de CD16+ corresponde a un receptor de baja
afinidad de IgG, FcyRIll y es la poblacion celular efectora citotoxica (Angelo et al.,
2015). Con la activacién de las células CD56™ se producen granulos citotdxicos
cargados de perforina/granulosina que al ser liberados crean poros en las
membranas celulares en las células objetivo e induce apoptosis (Jacobs et al.,
2001). Un estudio realizado en biopsias renales donde se analizaron las diferentes
poblaciones de células T en el injerto renal, se encontré que las células NK
CD56"1d" estaban significativamente elevadas en el rechazo celular a diferencia de
las células CD569™ que se encontraron elevadas significativamente en las biopsias
con rechazo humoral. Ademas, se asocio en las biopsias con diagndstico de

rechazo humoral la presencia de niveles elevados de moléculas citotoxicas
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efectoras de perforina, granzima A y granulosina (Kildey et al., 2019)

Se correlaciona la presencia de anticuerpos anti-MICA y anti-MICB con la incidencia
de rechazo agudo y crénico, aumentando con esto la activacion de las NK (Baltar &
Ortega, 2009). Las células NK estan cobrando importancia como potenciales
marcadores de eventos inmunoldgicos asociados a rechazo de injerto renal (Zhang
et al., 2015). En el campo de NK, los trabajos se enfocaron inicialmente en células
de sangre periférica de pacientes con trasplante renal y estudios de transcriptomica
en biopsias renales, demostraron la participacion de NK en dafio del injerto (Hidalgo
et al., 2010). Mediante la técnica de inmunohistoquimica, se pudo establecer la
asociacion de las células NK con rechazo celular y rechazo humoral (Yazdani et al.,
2019) (Dos Santos et al., 2017). En la década pasada se comenzé a explorar la
participacion de las NKT en los rechazos mediados por anticuerpos, utilizando
diferentes metodologias, una de estas fue la biologia molecular, al tratar de
identificar los transcritos expresados en las biopsias de injerto renal de pacientes
con anticuerpos anti-donador especificos (DSA) y contrastarlos con aquellas
biopsias de trasplante renal sin DSA. Los resultados més sobresalientes de este
trabajo fueron que los transcritos encontrados se asociaron en los casos de rechazo

con la presencia de C4d, células NKT y macréfagos (Hidalgo et al., 2010).
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[I.1l. SOBREVIDA DEL INJERTO RENAL

Uno de los conceptos mas importantes en trasplante renal es la sobrevida, esto
hace referencia a la sobrevida del injerto renal como a la sobrevida de los pacientes
portadores de trasplante, y se reporta como desenlaces a corto y a largo plazo. El
registro cientifico de receptores de trasplante en USA capitulo trasplante renal
(OPTN/SRTR) es uno de los registros mas completos respecto a la sobrevida en
trasplante. De los desenlaces mas importantes que se encuentran en la literatura
es la falla de injerto renal al afio de trasplante por todas las causas que disminuyé
de 7.1% en el 2006 al 4.3% en el 2016, otro desenlace fue la muerte por cualquier
causa en receptores de trasplante renal que cambio6 del 4.1% en el 2006 al 2.4% en
el 2016 y la tasa de falla de injerto a 10 afios por cualquier causa que disminuyo de
57.6 % en el afio 2000 a 49% en el 2007. La sobrevida a 5 afios del injerto renal
esta relacionada con la patologia de base en el receptor, por ejemplo, la diabetes
tiene la sobrevida mas baja alrededor del 75% a cinco afios de seguimiento
comparado con la enfermedad poliquistica renal arriba del 85% en el mismo tiempo
de seguimiento. De tal manera que un injerto renal se encuentra funcional en el 75-
85% de los pacientes después de cinco afios postrasplante independientemente de
la etiologia de la ERC (Hart et al., 2020). El registro australiano en materia de
trasplante renal (ANZDATA) analiz6 el impacto del rechazo agudo en el injerto 'y en
la sobrevida de los pacientes a lo largo 20 afios. Incluyeron a los pacientes
trasplantados en el periodo de 1997 al 2017 que tuvieran al menos 6 meses de
disfuncion del injerto renal. El 21.4 % de los eventos de rechazo agudo en los
primeros 6 meses de trasplante se asocié con la pérdida del injerto secundario a

nefropatia cronica (HR 1.39; 95% intervalo de confianza, 1.23 a 1.56) y a recurrencia
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de rechazo a mas de 6 meses (HR en 1.85; 95% intervalo de confianza, 1.39-2.46).
Otros desenlaces asociados con rechazo agudo fueron muerte con injerto funcional,
muerte por causa cardiovascular y cancer (Clayton, McDonald, Russ, & Chadban,
2019).

En México la sobrevida del injerto renal de donador vivo al afio es del 83.6% y la
sobrevida del paciente al mismo tiempo es de 85%. En cuanto a la sobrevida del
injerto y del paciente en la donacion cadavérica es del 74.4'y 79 % respectivamente,
lo anterior en pacientes trasplantados en el 2018. (CENATRA Centro Nacional de

Trasplantes, 2019)

IIl. CAUSAS DE LA PERDIDA DEL INJERTO RENAL

La principal causa de pérdida del injerto renal es la muerte con injerto funcionante y
esta causa ha permanecido sin cambios a lo largo del tiempo, ya que la mortalidad
depende de factores ajenos al injerto renal, principalmente obedece a factores de
riesgo cardiovascular acumulados a lo largo de toda su evolucion (Briggs, 2001). En
cuanto a las causas prevenibles y tratables de la pérdida del injerto tenemos en
primer lugar al rechazo mediado por anticuerpos (ABMR), aun con los avances en
la inmunosupresion y las herramientas diagnosticas el ABMR sigue siendo la
principal causa directa de la pérdida del injerto, ya que existe la probabilidad que el
paciente desarrolle posteriormente rechazo humoral cronico y que finalmente
presente pérdida del injerto (Arias, Seron, Moreso, Bestard, & Praga, 2011)

(Sellarés et al., 2012)
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IV. FISIOPATOLOGIA DEL RECHAZO RENAL

El rechazo renal es un evento inmunolégico complejo que puede iniciar incluso
antes de recibir el 6rgano trasplantado, el proceso de rechazo conlleva tres fases,
1) reconocimiento de aloantigenos, 2) generacion de respuesta autoinmune y 3)
destruccion del érgano trasplantado (Becker et al., 2016). La aparicion del rechazo
esta en funcién de la rapidez con que se generen anticuerpos, incluso si son
anticuerpos preformados por exposicion a antigenos HLA antes del trasplante,
como ocurre en el embarazo y en la transfusion sanguinea, donde el rechazo ocurre
en los primeros minutos postrasplante (Gary, 1979). En el caso que los anticuerpos
anti-donador especificos se formen posterior al trasplante, serdn anticuerpos de
novo y podran desencadenar rechazo humoral agudo o més frecuentemente
rechazo humoral cronico (Pascual et al., 2012). Por lo general, los rechazos se
describen por sus caracteristicas histopatolégicas y por su tiempo de evolucion
(Baldwin et al., 2016). Los tipos de rechazo del injerto renal mas conocidos de
dividen en hiperagudo, agudo y crénico. Desde el punto de vista de mecanismos
inmunopatogénicos son rechazo celular, humoral y con patrén mixto (Haas et al.,

2018).

IV.I. RECHAZO HIPERAGUDO

Actualmente este tipo de rechazo es raro, se explica como consecuencia de un alto
titulo de anticuerpos donador-especificos (DSA) activadores de complemento justo
al tiempo de trasplante renal. También ocurren en el escenario de anticuerpos
preformados en riflones incompatibles en el sistema ABO. Generalmente estos

eventos de sensibilizacion previa son vistos y diagnosticados mediante las pruebas
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minimas necesarias para el trasplante, como son pruebas cruzadas de linfo-
toxicidad, entre donador y receptor (Mulley & Kanellis, 2011). El Rechazo
hiperagudo también puede ocurrir en los casos de desensibilizacion mediante
tratamiento de inmunosupresion y plasmaféresis que presentan un aumento o
repunte de anticuerpos rapidamente después del trasplante renal, y cuando esta
sobreproduccién se trata de anticuerpo de novo, se relaciona con ABMR; en estos
casos de alto riesgo inmunolégico la sobrevida es muy superior comparada con
aguellas poblaciones que se encuentran en una lista de espera o en alguna forma
de sustituciéon de la funcion renal, de aqui el concepto de “trasplantar lo no
trasplantable” aun con riesgo inmunolégico (Holscher et al., 2020). EI mecanismo
inmuno patolégico consiste en la fijacion de aloanticuerpos al endotelio vascular del
injerto renal y con ello la activacion de la cascada del complemento
desencadenando una respuesta inflamatoria masiva con infiltracion de granulocitos,
trombosis macrovascular y mesangiolisis. La trombosis puede causar pérdida de la
perfusion del injerto, isquemia y destruccion tisular en los primeros minutos o en las
primeras horas post trasplante (Xian Chang, 2015). En la histopatologia se
encuentra trombosis, y depésito de IgG dirigida contra HLA o antigenos ABO y en
la minoria de los casos, otros antigenos menos caracterizados (Klein et al., 2013).
El termino de rechazo acelerado corresponde a los mismos factores de riesgo del
rechazo hiperagudo, incluso la misma inmuno patologia, clinicamente se caracteriza
por tener inicialmente una adecuada funcién del injerto, por 24-48 horas y

posteriormente iniciar con la evolucion del rechazo hiperagudo (Becker et al., 2016).
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IV.II RECHAZO MEDIADO POR ANTICUERPOS

El ABMR es la complicacion inmunolégica mas frecuente, y deletérea en el
trasplante renal, siendo una de las principales causas de pérdida del injerto. Esta
entidad fue descrita por primera vez en 1997 en la clasificacion internacional de
Banff (Racusen, et al., 1999). Actualmente los criterios diagndsticos se encuentran
bien establecidos y se basan en la presencia DSA o anticuerpos anti HLA. Segun la
reunién Banff 2017 se requieren tres criterios para identificar que un paciente esta
presentando un rechazo mediado por anticuerpos. El primero es evidencia
histoldgica compatible como lo son: arteritis, microangiopatia trombética o dafio
tubular agudo. El segundo criterio diagnéstico es la evidencia de anticuerpos y dafio
vascular, esto se refiere al depdsito de C4d en los capilares peritubulares como
marcador de dafio. El tercero es la presencia de anticuerpos contra el HLA del
receptor (Haas et al., 2017). La inmunopatologia del rechazo humoral depende de
la activacion de DSA, estos anticuerpos son el mecanismo primario en pacientes
receptores altamente sensibilizados. El complemento produce dafio directamente a
través de una lesion celular o por los complejos de atague de membrana (Stegall,
Chedid, & Cornell, 2012). Existe una presentacion temprana de ABMR que ocurre
durante los primeros 10-14 dias. Este evento no es exclusivo de pacientes
previamente sensibilizados con aloantigenos. Histopatolégicamente no hay
diferencias con el dafio inmunolégico mediado por anticuerpos; la capilaritis
peritubular e inflamacion glomerular son los hallazgos mas importantes,
ocasionalmente acompafiado por depdsito de productos de complemento C4d
dentro de los capilares peritubulares (Susal et al., 2009). La presencia de DSA

prexistentes o de novo se consideran como un biomarcador que predice pobre
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pronostico en ABMR, disfuncion y sobrevida del injerto renal (Susal et al., 2015). El
desarrollo de DSA de novo ocurre entre el 13-30% en pacientes no sensibilizados
previamente (Malheiro et al., 2017). Los riesgos para el desarrollo de DSA de novo,
incluyen: incompatibilidad en gran nimero de antigenos de HLA, especialmente en
DQ, inadecuada inmunosupresion o poca adherencia e inflamacion del injerto por
cualquier causa, infeccion viral o isquemia (Guidicelli et al., 2016). Los DSA de novo
generalmente aparecen durante el primer afio y estan dirigidos contra HLA de clase
2 (Wiebe et al., 2012). La fijacion de DSA a los antigenos expresados en el endotelio
del injerto puede activar la cascada del complemento por la via clasica, dato
caracteristico del fenotipo de ABMR (Ramon et al., 2017). La fijacion de DSA al
endotelio, puede causar lesion tisular incluso en ausencia de fijacion del
complemento, a través de citotoxicidad dependiente de anticuerpos. La respuesta
inmune innata, neutréfilos, macréfagos y células NKT pueden fijarse a fragmentos
FC de DSA, iniciando desgranulacion o liberacion de enzimas liticas, causando
lesion y muerte tisular. Este mecanismo es importante en la patogénesis del
desarrollo del rechazo crénico o subclinico (Hirohashi et al., 2012). Estos
anticuerpos también pueden causar dafio no inmunoldgico, a través de proliferacion
endotelial por incremento del factor de crecimiento endotelial, aumentando la
produccion de fibroblastos y el reclutamiento de otras células (Haarberg & Tambur,

2014).
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IV.IIl. RECHAZO MEDIADO POR CELULAS T

La invasion del epitelio tubular por células T y otras células inflamatorias es la
caracteristica de este rechazo celular. El deterioro de la funcion renal se relaciona
con la presencia de tubulitis y menos frecuentemente inflamacién arterial (Johnson
et al. 2015). Estos cambios inmuno patogénicos han sido analizados y corroborados
por la presencia de sobreexpresion de mensajeros de granzima-B, perforina 'y FasL
asi como de los factores de transcripcion como es T-bet, un factor de trascripcion
efector de los CD4+ Thl (Halloran et al., 2018). Después del trasplante, las células
T CD8+ tienen un papel importante en el desarrollo del rechazo celular, no
solamente por la infiltracion directa de las células al tejido del injerto, también por
reclutamiento y activacion de otras lineas celulares (Calvo-Turrubiartes et al., 2009).
Los mecanismos de activacion de las células CD8+ y sus marcadores de
diferenciacion y sus cambios fenotipicos pueden ser detectados en sangre
periférica, previendo el rechazo del injerto (Yap et al., 2014). La célula CD8+
también juega un papel en inmunomodulacién para desarrollar tolerancia del injerto,
se encontré que las células CD8+, CCR7+ en sangre periférica tienen efectos
supresores en la activacion de otras células CD8+ efectoras. Se observa una
relacion de concentraciones en las proporciones de esta subpoblacién en pacientes
con rechazo del injerto (K. W. Kim et al., 2018). En cuanto a la clasificacion de los
rechazos humorales Banff, considera que la participacion de la inflamacion del
intersticio, tubulitis y arteritis ya sea de la intima o transmural son los elementos
mas importantes para clasificar el grado de rechazo celular en el paciente
trasplantado (Haas et al., 2018). Los escenarios clinicos contemplados en la

clasificacion de Banff del 2017 son rechazo celular agudo, bordeline y crénico, todos
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ellos comparten los tres componentes previamente descritos.

IV.IV. RECHAZO CRONICO MEDIADO POR ANTICUERPOS

Durante fases tardias del trasplante renal, después de un afio, factores como
inmunosupresion deficiente, estimulacion de células By T de memoria secundario
a proceso inflamatorios en el injerto renal, pueden desencadenar aparicion de DSA.
Estos anticuerpos tienen la capacidad de fijarse a diversas estructuras del injerto
renal (microvasculatura, mesangio, componentes de membrana basal) y resultar en
disfuncion aguda o en cronica (Arias et al., 2011). La fibrosis intersticial es la
principal caracteristica de rechazo crénico del injerto, es el mejor predictor de
sobrevida del injerto renal y puede desarrollarse por factores inmunolégicos y no
inmunolégicos (Boor & Floege, 2015). Ademas de los DSA en el rechazo cronico
otros anticuerpos participan, como lo son HLA de clase-I relacionados con cadena
A (MICA) y anticuerpos dirigidos contra el receptor de angiotensina Il tipo 1 (Zou et

al., 2007).

V. RECHAZO CLINICO

Uno de los primeros reportes que hace referencia al rechazo del injerto renal es una
serie de seis casos que recibieron trasplante de donador vivo no relacionado y
radiacion para aumentar las probabilidades de éxito (J Hamburger et al.,1959). Se
describen tres casos llamados “fendmeno de rechazo temprano” donde, después
de las primeras horas de adecuada funcién del injerto, ésta se detenia con la
posterior pérdida definitiva del injerto y muerte de los pacientes. Uno de los aspectos

valiosos en la publicacion son los datos histopatolégicos, los hallazgos fueron infarto
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hemorragico de corteza, necrosis tubular y necrosis fibrinoide de Ila
microvasculatura. En otro caso se identifico infiltracion celular en parches y areas
libres de infiltrado, todos ellos datos compatibles con rechazos hiperagudos.

En términos generales la incidencia de rechazo del injerto renal ha disminuido
dentro de los programas de trasplante, en 1996 era aproximadamente 50% al primer
afo postrasplante, actualmente ha disminuido a menos de 10%. Este cambio esta
en relacion con la aparicion y uso de medicamentos inmunosupresores y al
perfeccionamiento de pruebas diagndsticas que evallan compatibilidad entre el
donador y el receptor, asi como las pruebas de abordar los eventos de rechazo (Hart

et al., 2020).

V.Il. CLASIFICACION DE BANFF

Con la finalidad de unificar los criterios diagnésticos que definen lesiones en el
injerto en 1993 se conformé un grupo de trabajo principalmente de patélogos, en un
primer objetivo definieron las caracteristicas del rechazo mediado por células,
posteriormente en 2007 el grupo de expertos comenzaron a separar el rechazo en
dos grupos, mediado por células y el mediado por anticuerpos (humoral). La mas
reciente reunion en 2017 se centrd en la revision de criterios para rechazo crénico
mediado por células, rechazo mediado por anticuerpos y en los desenlaces clinicos
de trasplante en el futuro de los ensayos clinicos.

El estandar de oro para diagnostico de rechazo se realiza mediante biopsia del
injerto renal. Para considerar una biopsia de buena calidad debera de tener las
siguientes caracteristicas: por lo menos 10 glomérulos, y dos pequefios vasos

arteriales, la muestra deberd de ser tefiida con hematoxilina y eosina, acido
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peryddico de Schiff o tincién de plata més alguna tincion tricromica. En el caso de
que el fragmento de estudio contenga de 6-9 glomérulos se considera marginal y su
interpretacion debera ser tomada con reserva (Racusen, et al., 1999). El andlisis
histopatolégico clasifica en 5 categorias: 1) biopsia normal o cambios no
especificos, 2) cambios mediados por anticuerpos, este rubro se puede subdividir
en 3 escenarios, rechazo agudo mediado por anticuerpos activo, rechazo crénico
mediado por anticuerpos activo y C4d positivo sin evidencia de rechazo, 3) cambios
histopatolégicos limitrofes o Borderline 4) rechazo celular mediado por células T (el
cual puede dividirse en grados | A, B, Il A, B Y Ill) y 5) rechazo celular mediado por
células T cronico activo (Haas et al., 2018a)

El rechazo renal agudo se refiere al deterioro rapido de la funcién del injerto, esta
asociado con cambios histopatoldgicos en el injerto y existen dos tipos, el celular y
el mediado por anticuerpos. En la biopsia frecuentemente ambos tipos de rechazo
pueden coexistir. El rechazo mediado por células T, es caracterizado por infiltracién
de linfocitos en la pared de los tubulos, intersticio renal y en algunos casos
infiltracion a la intima de las arterias. El mediado por anticuerpos requiere evidencia
morfolégica de dafio agudo tisular, ademas de mostrar evidencia de anticuerpos
antidonador especificos y de interaccion anticuerpo-endotelio mediante el depdsito
de C4d en el injerto (Loupy, A., and Lefaucheur, 2018). El rechazo subclinico se
define como la presencia de evidencia histolégica de rechazo agudo sin elevacion

de la concentracion de creatinina sérica (Shapiro R et al., 2000) ver tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion revisada Banff 2017 de rechazo mediado por anticuerpos (RMA) y
rechazo mediado por células T (RMCT) en aloinjertos renales.

Categoria 1: Biopsia normal o cambios inespecificos

Categoria 2: cambios mediados por anticuerpos

Activo: los 3 criterios deben estar presentes

1. Evidencia histoldgica de lesidn tisular aguda, incluyendo 1 o mas de los siguientes:

Inflamacién microvascular (g >0 y/o ptc > 0), en la ausencia de glomerulonefritis de novo o recurrente, aunque en
la presencia de RMCT agudo, infiltrado borderline, o infeccidn, ptc > 1 solo no es suficiente y g debe ser>1

Arteritis transmural o de la intima (v > 0)!

Microangiopatia trombotica aguda, en la ausencia de cualquier otra causa

Lesidn tubular aguda, en la ausencia de cualquier otra causa aparente

2. Evidencia de interaccion actual/reciente de anticuerpos con el endotelio vascular, incluyendo 1 o mas de los
siguientes:

Tincidn linear C4d en capilares peritubulares (C4d2 o C4d3 por IF en cortes congelados, o C4d > 0 por IHQ en bloques
de parafina)

Al menos inflamacién microvascular moderada ([g + ptc] = 2) en la ausencia de glomerulonefritis de novo o
recurrente, aunque en la presencia de RMCT agudo, infiltrado “borderline” o infeccion, ptc > 2 solo no es suficiente y
g debeser>1

Aumento de la expresion de transcripciones / clasificadores de genes en el tejido de la biopsia, que estén
fuertemente asociados con RMA, si se valida adecuadamente

3. Evidencia seroldgica de anticuerpos donador especifico (DSA contra HLA u otros antigenos). Tincion C4d o la
expresion de transcripciones / clasificadores validados como se explicé en el criterio 2, pueden sustituir a los ADE;
sin embargo, se recomienda encarecidamente realizar pruebas de ADE exhaustivas, incluidas las pruebas de
anticuerpos no HLA, si la prueba de anticuerpos HLA es negativa, siempre que se cumplan los criterios 1y 2

Activo crénico: los 3 criterios deben estar presentes

1. Evidencia morfoldgica de lesidn tisular crdnica, incluyendo 1 o mds de los siguientes:

Glomerulopatia del trasplante (cg > 0) si no hay evidencia de MAT crdnica o glomerulonefritis crénica recurrente /
de novo; incluye solo cambios evidentes por microscopia electrénica (EM) (cgla)

Membrana basal capilar peritubular multicapa severa (requiere ME)

Fibrosis de la intima arterial de nueva aparicion, excluyendo otras causas; los leucocitos dentro de la intima
esclerdtica favorecen RMA crénico si no hay antecedentes de RMCT, pero no son obligatorios

2. idénticos al criterio 2 para RMA activo, antes mencionados

3. idénticos a | criterio 3 para RMA activo, antes mencionados, incluyendo recomendacion fuerte para hacer pruebas
para ADE cuando los criterios 1y 2 se cumplan

Tincién C4d sin evidencia de rechazo; las 4 caracteristicas deben estar presentes para el diagndstico

1. Tincidn linear C4d en capilares peritubulares (C4d2 o C4d3 por IF en bloques congelados, o C4d > 0 por IHQ en
bloques de parafina)

2. No hay evidencia para el Criterio 1 para RMA activo, crénico o activo

3. No hay evidencia molecular para RMA como en el criterio 2 para RMA activo, crénico y activo
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4. No hay RMCT activo crénico o activo, o cambios borderline

Categoria 3; Cambios borderline

Sospechosa (Borderline) para RMCT agudo

Focos de tubulitis (t> 0) con inflamacidn intersticial menor (i0 0 i1), o inflamacion intersticial moderada-grave (i2 o
i3) con tubulitis leve (t1); Se permite retener el umbral i1 para el borderline con t > 0, aunque esto debe ser
transparente en los informes y publicaciones.

Categoria 4: rechazo Mediado por Células T

RMCT Agudo

Grado IA Inflamacion intersticial que afecta > 25% de la corteza total (puntuacién ti 2 o 3) y > 25% del
parénquima cortical esclerético (puntuacion de i-IFTA 2 o 3) con tubulitis moderada (t2) que afecta a
1 o mas tubulos, sin incluir tibulos severamente atréficos5; otras causas conocidas de i-IFTA deben
ser descartadas

Grado IB Inflamacion intersticial que afecta> 25% de la corteza total (puntuacion ti 2 o0 3) y > 25% del
parénquima cortical esclerético (puntuacion de i-IFTA 2 o 3) con tubulitis grave (t3) que afectaalo
mas tubulos, sin incluir tibulos severamente atréficos>; otras causas conocidas de i-IFTA deben ser
descartadas

Grado 111 Arteriopatia cronica del injerto (fibrosis de la intima arterial con inflamacién de células
mononucleares en fibrosis y formacion de neointima)

Las actualizaciones de Banff 2015 se indican en negrita.

1 cabe sefialar que estas lesiones arteriales pueden ser indicativas de RMA, RMCT o mixtos RMCT/RMA. Las lesiones
en "V" y la arteriopatia cronica del injerto solo se califican en arterias que deban tienen una media continua con >2
capas de musculo liso.

2 lesiones de RMA crédnico activo pueden puede variar desde lesiones principalmente activas con glomerulopatia de
trasplante temprano (GT) evidente solo por EM (cgla) hasta aquellas con GT avanzados y otros cambios crénicos
ademas de la inflamacién microvascular activa. Para muestras de biopsia que muestren GT y / o0 Membrana basal
capilar multicapa peritubular en ausencia de evidencia de interaccidn actual / reciente de anticuerpos con el endotelio
(criterio 2) pero con un diagndstico previo documentado de RMA activo crénico o o activo con evidencia previa
documentada de DSA, el término "ABMR crénico" debe ser aplicado.

3 indica 27 capas en 1 capilar peritubular cortical y 2 5 en 2 capilares adicionales, evitando porciones cortadas
tangencialmente.

4 La significancia clinica de estos hallazgos puede ser bastante diferente en los injertos expuestos a anticuerpos anti-
grupo sanguineo (aloinjertos ABO-incompatible), donde no parecen ser perjudiciales para el injerto y pueden
representar acomodacién. Sin embargo, con anticuerpos anti-HLA , tales lesiones pueden progresar a RMA cronico, y
se necesitan mas datos de resultados.

5 Un tubulo gravemente atréfico se define como uno con cada una de las siguientes 3 caracteristicas: un didmetro
<25% del de los tubulos no afectados o minimamente afectados en la biopsia, un aspecto indiferenciado, epitelio
cuboidal o aplanado y arrugas pronunciadas y / o engrosamiento de la membrana basal tubular.
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V.1lII. BIOMARCADORES DE RECHAZO RENAL

El diagnostico de rechazo renal se sospecha cuando el paciente presenta disfuncion
del injerto renal considerado con elevacion de creatinina o aparicion/aumento del
nivel basal de albuminuria. Estos hallazgos bioquimicos requieren ser confirmados
mediante biopsia renal. Sin embargo, estos parametros como la elevacién de Crs 'y
proteinuria no son las mejores herramientas para dar seguimiento a la funcién del
rifidn trasplantado y no cumplen con los criterios para ser considerados como
pruebas diagnosticas. Los aspectos negativos que tiene la biopsia renal son: un
procedimiento invasivo con riesgo de presentar complicaciones, costoso, sujeto a
error de muestreo por la naturaleza del rechazo con dafio focal y complejo es su
interpretacion (Singh et al., 2019). Aunque ha habido mejorias sutiles en cuanto a
resultados en la sobrevida del trasplante renal a largo plazo se siguen perdiendo
injertos por eventos inmunoldgicos y estos resultados no han tenido la mejoria
observada en los desenlaces encontrados en la sobrevida a corto plazo.
Actualmente la terapia inmunosupresora en el seguimiento de los pacientes se
ajusta empiricamente, para estos ajustes se considera el tiempo de evolucién del
trasplante, sospecha de disfuncién de injerto, riesgo elevado de rechazo o evidencia
histologica de dafios de injerto por evento inmunoldgico, ya sea celular o humoral.
Esta forma de manejar la inmunosupresién no ofrece los resultados esperados ya
gue en algunos casos a pesar de tener los cuidados y el seguimiento del paciente
el dafio inmunolégico ocurre (Menon et al., 2017). Desde hace algunos afios se ha
intentado el desarrollo de un biomarcador que, al contar con alta sensibilidad,
especificidad, alto valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y buen

rendimiento en las curvas ROC de verosimilitud pueda ser utilizado como una
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prueba diagnéstica (Lo et al., 2014).

El desenlace mas temido en el trasplante renal sigue siendo el ABMR y para el
diagndstico tiene que haber existencia de DSA y confirmacion mediante biopsia
renal (Haas et al., 2014).

La aparicion o aumento de los DSA son el primer potencial biomarcador que exige
ser estudiado, por la importancia para el diagnostico de ABMR. Las limitaciones que
tiene DSA para considerarse como biomarcador es que no todos los tipos de DSA
son patogénicos ya que depende del isotipo, IgM o IgG, también depende de clase
de HLA contra la cual estan dirigidos, especificidad antigénica, intensidad del DSA,
capacidad de ligar complemento y finalmente la subclase de IgG. Los DSA de clase
| y clase Il son considerados igualmente patégenos, sin embargo, hay diferencias
notables. Cuando ambos estan presentes en el pretrasplante son capaces de
mediar ABMR y en el postrasplante los DSA clase |l de novo se asocian con ABMR
cronico y aparicion de glomerulopatia del trasplante (Filippone & Farber, 2016).
Como ya se mencioné anteriormente, el mecanismo inmunopatogénico en el ABMR
se lleva a cabo a través del complemento, para esto se requiere concentraciones
altas y una gran capacidad de DSA para activar o desencadenar la cascada del
complemento con la potencial perdida del injerto (Lefaucheur et al., 2016). Los
diferentes subtipos de DSA se unen con diferente intensidad al complemento y por
ende tienen diferentes patrones de dafio mediado por anticuerpos. IgG1 e IgG3 son
anticuerpos que se unen fuertemente complemento mientras que 1gG2 e IgG4 se
unen deébilmente. IgG1 es el isotipo predominante en los DSA circulantes y su
asociacion con otros isotipos determina desenlaces especificos en el injerto; por

ejemplo, los pacientes que a lo largo del tiempo se mantienen sin eventos de
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rechazo se asocian con IgG1 sin otras subclases (R. Zhang, 2017). El monitoreoy
seguimiento de los niveles de DSA podria permitir el diagnostico temprano de
ABMR, asi como seguimiento subsecuente, lo que permite realizar ajustes de la
inmunosupresion, especialmente en pacientes con alto riesgo inmunoldgico (Viglietti
et al.,, 2017). Las guias publicadas por la International Society Transplantation
recomienda el monitoreo de DSA en pacientes con alto riesgo inmunologico dentro
de los primeros tres meses post trasplante acompafnado de biopsia renal (Tait et al.,
2013).

Desde el punto de vista biomarcador la inmunogénica especificamente la expresion
es un concepto que recientemente se ha abordado. El grupo de Khatri y
colaboradores fue unos de los primeros que estudié patrones de expresion génica
en el rechazo. Un metaanalisis de 8 bases de datos independientes de 236 biopsias
de diferentes 6rganos (rifién, higado, corazén y pulmén). El objetivo fue identificar
un grupo de genes que se expresaran preferencialmente en eventos de rechazo,

que denominaron modulo comun de rechazo (CRM) integrado por 11 genes.

Los genes _identificados en el CRM son: CD6 (Cluster de diferenciacion 6)

Desempefia una funcion como molécula co-estimulador para la activacion de los
linfocitos T maduros y en la adhesion celular, se une a CD 166; BASP1 (Brain
Abundant Membrane Attached Signal Protein 1), este interactiia con el gen de tumor
de Wilms con lo que tiene un rol en nefro génesis y hematopoyesis; CXCL10
(Ligando 10 de quimiocina con motivo C- X- C) genera quimio atraccion en
respuesta a INF- gamma, hacia monocitos, células dendriticas, NK, células T y

fibroblastos; CXCL9 (Ligando 9 de quimiocina con motivo C- X- C) tiene un rol en
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quimiotaxis, promocion de diferenciacion y multiplicacion de leucocitos con
extravasacion tisular, algunos reportes sugieren que permite la polarizacion hacia
una respuesta Thl; INPP5D (Inositol Polyphosphate-5-Phosphatase D) es
expresado por células hematopoyéticas y afecta multiples vias de sefalizacion, la
deficiencia esta asociada con enfermedad inflamatoria intestinal; ISG20 (Interferon
Stimulated Exonuclease Gene 20) codifica una exonucleasa con actividad antiviral
amplia en particular contra hepatitis C; LCK Gen HGNC LCK (Tirosin cinasa
especifica) de leucocitos, fosforila CD3 y cadenas del receptor de células T en
linfocitos T; NKG7 (Natural Killer Cell Granule Protein 7) regula la exocitosis de
granulos citotoxicos. PSMB9 (Subunidad proteasémica beta tipo 9) Reemplaza la
subunidad 1 en respuesta a IFN-gamma, el procesamiento proteolitico es requerido
para formar una subunidad madura; RUNX3 Runt related transcription factor 3) se
asocia al desarrollo de CD8 citotoxicos y se expresa en NK 'y TAP1 (Transportador
asociado con el procesamiento de antigenos 1) se une a TAP 2, y forma un complejo

que mueve los antigenos al reticulo endoplasmico para unirlos al CHM.

Esta publicacion sugiere que el modelo de CRM podria predecir dafio histoldgico en
biopsias de 6 meses postrasplante, con area bajo la curva AUC=0.882 (Khatri et al.,
2013). Sigdel y cols, exploraron un score de expresion génica con capacidad
predictora de dafo histolégico, utilizando el CRM de Khatri y cols. El modelo se
construyo con base en la expresion génica de los 11 genes en 146 injertos renales
de 122 pacientes, con rechazo (n=54) y sin rechazo (n=92). Encontraron que el
CRM score estaba incrementado en el grupo de rechazo con (5.68 = 0.91) versus

el grupo de no rechazo (1.29 + 0.28; p < 0.001), asi como la fibrosis intersticial y

60



atrofia tubular (7.94 £ 2.278 versus 2.28 £ 0.66; p = 0.04). Estos resultados muestran
la capacidad predictora de rechazo y dafio histologico secundario a rechazo (Sigdel
et al., 2015). Uno de los trabajos més apegados al concepto de biomarcador es el
de Zhang y cols, en el que realizaron una cohorte de trasplantes y examinaron casos
de rechazo mediante biopsia de injerto a los tres meses pos trasplante; se anidd un
grupo de 88 pacientes con rechazo subclinico y rechazo limitrofe a los que se evalué
expresion genética a partir de RNA de sangre periférica, como resultado se logré
identificar un grupo de 17 genes que diagnostican los rechazos de forma no invasiva

(W. Zhang et al., 2019). Ver tabla 2
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Tabla 2. Los 17 genes del modelo utilizados para diagndstico de rechazo celular y las

significancias estadisticas

Tabla 2. Los diecisiete genes del modelo utilizados para diagndstico de
rechazo celular

ISl’mboIo RefSeq Nombre Valor P razon I
Log2
ZMAT1 NM_001011657 Dedo de Zinc, tipo matrina 1 0.01 0.744899
ETAA1 NM_019002 Tumor de Ewing asociado al antigeno 1 0.04 0.703351
ZNF493 NM_001076678 Dedo de Zinc proteina 493 0.002 0.663139
CCDC82 NM_024725 Dominio moneda enrollada conteniendo 82 0.02 0.622008
NFYB NM_006166 Factor nuclear de transcripcién Y,B 0.03 0.589039
SENP7 NM_001077203  Peptidasa especifica de setrina 7/SUMO 1 <0.001 0.581319
CLK1 NM_001162407 CDC-similar a kinasa 1 0.01 0.567156
SENP6 NM_001100409 Peptidasa especifica de setrina 6/SUMO 1 0.01 0.510019
C1GALT1C1 NM 001011551 Chaperon 1 especifico-C1GALT1 0.01 0.292181
SPCS3 NM 021928 Homélogo de subunidad 3 del complejo de sefial 003 0221611
- peptidasa
(S. cerevisiae)
MAP1A NM_002373 Proteina asociada a microtubulos 1A 0.01 -0.27124
EETUD? NM 001142605 Fact(?r de elongacion termo inestable que 0001 -0.33174
- contiene 2
dominio de unién a GTP

APIM1 NM_001130524 io:JEI_eljo proteico relacionado con el adaptador <0001 -0.33596
ANXAS5 NM_001154 Anexina A5 <0.001 -0.36446
TSC22D1 NM 001243797 Dominio de familia TSC22, miembro 1 0.01 -0.44781
F13A1 NM_000129 Factor de coagulacion XllI, polipéptido Al 0.02 -0.5544

TUBB1 NM_030773 Tubulina, B 1 clase VI 0.03 -0.55441

Patrones de expresién de genes identificados en linfocitos de sangre periférica, resultados estadisticos
en el contraste de los eventos de rechazo y controles, asi como los nombres de los genes.
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V.IV Rechazo subclinico

Como ya se ha descrito antes, el rechazo de injerto renal se manifiesta por
disfuncion del injerto y es diagnosticado mediante biopsia. La necesidad de realizar
biopsias renales en pacientes con alto riesgo inmunolégico ha quedado expuesta
desde hace casi 30 afios, en el trabajo de Rush et al, se realizaron 70 biopsias
renales en 31 pacientes, a los tiempos 1,2 y 3 meses, asi como aquellos que
presentaron alguna indicacion médica; se encontr6 que 30% de las biopsias
mostraban algin grado de rechazo y que este no habia sido predicho por examenes
clinicos de seguimientos o pruebas pre-trasplante (David N. Rush et al., 1994). En
otro trabajo se realizé seguimiento a 220 pacientes mediante DSA y protocolo de
biopsia de injerto renal segun la integracion de los grupos de los anticuerpos; al
diagndstico de la biopsia se clasificaron de la siguiente forma, ABMR (n=118),
ABMR subclinico (n=25) y no rechazo (n=77). Ambos grupos ABMR y rechazo
subclinico recibieron el mismo tratamiento y tuvieron un seguimiento de 29.5+16.8
meses. La falla de injerto renal se present6 en 3%, 8% y 46% en los grupos control,
subclinico y ABMR (p=<0.001). Estos datos muestran una prevalencia de 11.3 % de
rechazo subclinico en pacientes de riesgo inmunoldgico alto e intermedio, el
rechazo subclinico se observo hasta en 8% de la poblacion (Parajuli et al., 2019).
Uno de los trabajos que abord6 el concepto de dafio renal microestructural
subclinico es el publicado por Nankivell y cols, en el que evaluaron de forma
prospectiva a 120 receptores de trasplante renal con diabetes tipo 1, en total se
realizaron 961 biopsias en 10 afios. Los resultados mostraron que el 45.7% de las

biopsias mostraban rechazo subclinico a los tres meses postrasplante,
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Nefrotoxicidad por diversas causas fue diagnosticada practicamente en todas las
biopsias renal a los 10 afios de evolucién y nefropatia crénica del trasplante
avanzada estuvo presente en 58.4 % de los pacientes al termino de 10 afos
(Nankivell et al., 2003). Otro trabajo analizo la hipétesis que el rechazo subclinico
causa nefropatia cronica del injerto y por consiguiente pérdida de injerto renal, en
un estudio prospectivo de 88 pacientes que recibieron trasplante renal, 29 recibieron
también trasplante de pancreas combinado, solo 1 paciente recibid su segundo
trasplante renal. Los pacientes fueron evaluados durante los meses 1 y 3 mediante
biopsias renal, todos con inhibidores de calcineurina, micofenolato de mofetilo y
esteroides. El rechazo subclinico fue diagnosticado en el 46 % de los pacientes, con
un total de 279 biopsias de trasplante la prevalencia de rechazo subclinico fue 25%

(Kee et al., 2006)
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V. TRATAMIENTO

El tratamiento del ABMR es una estrategia de seguimiento y diagndéstico temprano
sobre todo en pacientes de alto riesgo inmunolégico o DSA circulantes pre
trasplante. Esto consiste en iniciar tratamiento especifico para inhibir mecanismos
inmunopatogénicos y ajuste de inmunosupresion de forma temprana. Los
regimenes mas frecuentemente usados estan asociados a plasmaféresis o
inmunoadsorcién seguido de inmunoglobulina intravenosa (IVIG), con la finalidad
de remover y neutralizar los anticuerpos respectivamente. También se usan
farmacos sobre todo biolégicos dirigidos contra: las células B (rituximab y
alemtuzumab), células plasméticas (bortezomib) y contra el sistema del
complemento (eculizumab) han sido usados exitosamente. En algunos escenarios
estos tratamientos biolégicos pueden verse limitados por cuestiones de costo y la
falta de indicaciones precisas en la literatura asociada a los pocos estudios
prospectivos en este tema. El tratamiento suele estar acompafiado de esteroides
(Montgomery et al., 2018) (M. Kim et al., 2014). La plasmaféresis e inmunoadsorcién
funcionan removiendo directamente IgG del suero, esta efectividad es bastante
conocida y se ve su efecto a las 48 horas, en este fenbmeno es esperada la
recuperacion de las inmunoglobulinas provenientes desde el intersticio. El
fendbmeno de rebote o “refiling” posterior a las plasmaféresis puede ser manejado
mediante el uso de la IVIG (Montgomery et al., 2000). Existen pocos ensayos que
demuestren el uso de la plasmaféresis en el ABMR, uno de ellos es un estudio
controlado aleatorizado en el que se probaba el uso de inmunoadsorcion en

pacientes con ABMR severo con Cd4+, se incluyeron 10 pacientes de una cohorte
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de 756 trasplantes, estos fueron asignados aleatoriamente al uso de proteina
inmunoadsorbente o al grupo control con tratamiento estandar, los pacientes de
ambos grupos fueron convertidos a tacrolimus; En el grupo de tratamiento todos los
pacientes recobraron la funcion del injerto a diferencia del grupo control donde 4/5
de los pacientes siguieron siendo dependientes de dialisis y un paciente desarrollo
necrosis del injerto. (Bohmig et al., 2007). En otro estudio para evaluar la efectividad
del intercambio plasméatico, se analizaron 27 pacientes con trasplante renal y
evidencia histologica de rechazo vascular, todos ellos en esquemas estandares de
inmunosupresion. Seis pacientes recibieron plasmaféresis a razén de 6 dias
consecutivos con la media de remplazo de 40.6 ml/kg del peso corporal usando un
separador celular intermitente. El andlisis a corto plazo evidencié que el uso de
plasmaféresis no mostré mejoria en la concentracion de creatinina ni en la sobrevida
del injerto, (Allen N.H et al., 1983).

La IVIg es parte fundamental del tratamiento de ABMR, su uso es acompafiada de
la plasmaféresis en dias alternos, esto se puede dar desde 3 hasta 10 dias
dependiendo el esquema usado.

El mecanismo de accion es mediante un efecto de neutralizacion de anticuerpos
circulantes, bloqueo de componentes activos del complemento, modulacion en la
producciones de anticuerpos y de citoquinas proinflamatorias; un efecto
dependiente de la fraccion FC de la IVIG es el aumentos de la poblacion de Tregs
(Matucci et al., 2015). Se ha demostrado que la IVIG también actual en contra de
los anticuerpos anti HLA, a dosis altas presenta efectos inmunomodulador en las
células By T, asi como puede inducir apoptosis a las células B, asi como modificar

la sefalizacion de esta ultima subpoblacion (Kazatchkine et al., 1994).
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Con base en la reduccioén reportada de niveles anticuerpos anti-HLA y mejoria en la
proporcion de trasplantes con el uso de 1VIg, se realizé un ensayo controlado entre
1997-2000 con un total de 101 pacientes altamente sensibilizados al HLA con un
PRA >del 50%. Estos pacientes recibieron IVIg o placebo. Los pacientes recibieron
IVIG a razén de 2 gr/kg de forma mensual por 4 meses o el equivalente volumen
como placebo, en caso de ser trasplantados los pacientes recibieron cuatro dosis
extras de IVIG, al inicio del estudio los niveles de PRA fueron similares, al final del
estudio se trasplantaron 35% en el grupo de 1VIg y 17% en el grupo placebo. Se
presentaron 9/17 eventos de rechazo en el grupo de IVIG y 1/10 en el grupo placebo,
hubo siete perdidas del injerto renal, 4 en el grupo de IVIg (Jordan et al., 2004). Otro
estudio con 27 pacientes en lista de espera para trasplante renal y con PRA de
100%; recibieron IVIg, los resultados muestran que fueron trasplantados 41% de los
pacientes, a diferencia de un grupo control histérico del 12 % (Alachkar et al., 2012).
El uso de IVIG no solo se ha combinado con plasmaféresis, entre 2005 y 2007 en
el Cedars-Sinai Medical Center un total de 20 pacientes altamente sensibilizados
con PRA de 77% o anticuerpos anti-donador especificos fueron enrolados a recibir
tratamiento con IVIg mas rituximab. Los desenlaces estudiados fueron PRA,
pruebas cruzadas, sobrevida del paciente y del injerto renal, episodios de rechazo
y funcién renal mediante creatinina. La media del PRA fue de 44% después de la
segunda dosis de infusion de IVIg p=<0.001 contrastado con los niveles
pretratamiento, la media de tiempo en lista de espera en los pacientes de dialisis
fue de 133 meses vs 5 meses en el grupo de tratamiento, el 80% de los pacientes
que recibieron el tratamiento recibié un trasplante renal. La media de creatinina del

grupo tratado con IVIg + rituximab fue de 1.5 mg% y la sobrevida de pacientes e
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injertos al afio de seguimiento fue de 100% y 94% respectivamente (Ashley A Vo et

al., 2008).

Biofarmacos en rechazo

El rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico dirigido contra el CD20 que se
expresa sobre la superficie de las células Pre-B y B maduras, el resultado es lisis
de estas subpoblaciones celulares a través de la citotoxicidad dependiente de
complemento vy lisis dependiente de anticuerpo (M. Kim et al., 2014). En un
metaanalisis se abordd el uso de rituximab en el ABMR en pacientes con trasplante
renal, un total de 114 estudios fueron identificados de los cuales 94 se excluyeron
desde el analisis inicial, finalmente se analizaron 10 estudios que contenian 249
pacientes que mostraron un OR de 3.16 (95% CI. 1.75-5.70) para respuesta
favorable de rituximab; en cuanto a los efectos adversos reportados fueron
nefropatia por virus BK, citomegalovirus, nheumonia por herpes zoster y choque
séptico (Hychko et al., 2011). En una revision sisteméatica de 21 estudios, 2 ensayos
clinicos aleatorizados y 19 cohortes retrospectivas, 10 estudiaban el uso de
rituximab en trasplante con incompatibilidad de ABO, en este caso la mayoria de los
estudios no encontraban diferencia entre el grupo control (esplenectomia) y los
tratados con rituximab en los desenlaces relacionados con la evolucion de los
pacientes, sin embargo, si con los desenlaces del injerto renal. Nueve trabajos se
realizaron en pacientes altamente sensibilizados (pruebas cruzadas positivas,
anticuerpos anti-donador especificos y PRA elevado) y mostraron en general

beneficios con el uso de rituximab en los desenlaces de sobrevida del injerto renal,
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rechazo agudo y crénico de injerto renal, asi como una menor sensibilizacion post
trasplante. El resto de los estudios abordaban pacientes con incompatibilidad ABO
ademas de altamente sensibilizados y no se encontraron diferencias significativas
en los eventos de infeccion. Una de las conclusiones de los autores es que el
rituximab es igual de efectivo que la esplenectomia, siendo esta ultima un
procedimiento costos y con morbi-mortalidad que puede ser evitada (Macklin et al.,
2014).

El primer ensayo controlado de rituximab, el cual tenia problemas de disefio, mostré
que agregando rituximab a plasmaféresis y dosis bajas IVIg mejoraba los
desenlaces sobre los casos donde solo se usaba IVIg. El grupo control (12
pacientes) fue tratado con dosis altas de 1VIg y el grupo de tratamiento fue manejado
con plasmaféresis, IVIg dosis bajas y rituximab; la sobrevida a 36 meses del injerto
renal 91.7% en el grupo de rituximab mientras que en el control 50% (p=0.02), en
cuanto a los niveles de DSA (Luminex SA) en el grupo de rituximab fueron mas
bajos que en el control (p=0.02), DSA MFI méaxima (p=0.009) y DSA MFI media
(p=0.0004). Incluso el beneficio del rituximab podria estar subrogado al beneficio de
la plasmaféresis. (Lefaucheur et al., 2009).

En un ensayo clinico doble ciego multicéntrico de fase Ill evaluando rituximab y
plasmaféresis se incluyeron 38 pacientes; el grupo de tratamiento recibié rituximab
a razén de 375 mg/m2 vs el grupo control que recibio placebo, todos los pacientes
recibieron plasmaféresis, IVIlg y esteroides, el desenlace primario fue compuesto
con pérdida del injerto o0 no mejoria de la funcion del injerto renal al dia 12. Al cabo
de un afio ningun paciente habia muerto, se presentd una pérdida del injerto en

cada grupo, el desenlace primario se presento en el 52.6% y 57.9% el grupo de
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rituximab y grupo placebo respectivamente (p=0.744). la funcién renal mejor6 en
ambos grupos, mejor6é también el nivel de proteinuria a los meses 1,3,6 y 12, sin
diferencias estadisticas (Sautenet et al., 2016).

Bortezomib es un inhibidor de proteasomas que altera el proceso de degradacion
de proteinas intracelular, este medicamento fue aprobado en el uso de mieloma
multiple y linfoma de células del manto, por la alta sensibilidad de las células
plasmaticas a este farmaco (Kane et al., 2003). Las células plasméticas son
sensibles a la inhibicion del proteasoma por la continua produccion de
inmunoglobulinas y se ha reportado que bortezomib es capaz de inducir apoptosis
de las células plasmaticas y selectivamente inhibe la produccién de anticuerpos anti-
HLA (Perry et al., 2009). En la literatura existen serie de casos donde los pacientes
con ABMR se han beneficiado del uso de bortezomib, un ejemplos es Everly y cols
gue publican 8 eventos de ABMR probado mediante biopsia, de los cuales 6 fueron
tratados con bortezomib, en cada uno de los 6 casos manejados se presenté rapida
recuperacion del rechazo, rapida y sostenida reduccion de niveles de DSA, mejoria
de la funcién del injerto renal, y un periodo libre de nuevo evento de rechazo a 5
meses de seguimiento (Everly et al., 2008).

Ademas de los farmacos comentados previamente, existen en estudio el anticuerpo
monoclonal contra IL-6R (tocilizumab) que ha sido probado en estudios de fase l/lI
en pacientes con rechazo cronico activo de ABMR (Choi et al., 2017). Otro farmaco
es el Eculizumab, anticuerpo monoclonal humanizado 1gG que liga al complemento
especificamente C5 y C5b, bloqueando la generacion del complejo C5b-C9 (Locke

et al., 2009).
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SUJETOS Y METODOS
Tipo de estudio

Se realizé un estudio observacional, transversal y descriptivo en dos grupos de
estudio, pacientes con trasplante renal con rechazo y un grupo de pacientes con

trasplante renal sin rechazo del injerto.
Universo de estudio

Pacientes receptores de trasplante renal sometidos a trasplante renal a partir de

enero 2018 en el Hospital General de México "Eduardo Liceaga”

Criterios de inclusién

Pacientes con trasplante renal:

+ Pacientes que son trasplantados en consecutivo.

+ Pacientes mayores de 18 afios

+ Pacientes que deseen participar en el estudio.

+ Pacientes que no tengan proceso infeccioso concurrente

Grupo con Trasplante renal v rechazo:

+ Pacientes con TR y rechazo celular diagnosticado mediante biopsia renal y

clasificados con criterios Banff.
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+ Pacientes con TR y rechazo humoral o mediado por anticuerpos clasificados con

criterios Banff

+ Pacientes con Rechazo confirmado y sin proceso infecciosos concurrente

Criterios de exclusion
+ Pacientes que no acudan a su toma de muestra

+ Pacientes que por alguna razén técnica no se obtenga el experimento de

citometria de flujo

Célculo de tamafio de muestra

Para el calculo de muestra del grupo con rechazo y grupo control se usoé el
trabajo de Carmona y Cols, articulo donde se midio la proporcion de células T regs
mediante citometria de flujo en sujetos sanos, pacientes en hemodidlisis y pacientes
con trasplante renal. Las medias de proporcién de las células T regs encontradas
en el estudio fueron 50.3 IC 95% (39.9-60.6), 66.2 IC 95% (61.7-70.6) y 32.0 IC 95%
(28.1-35.9) respectivamente. Calculamos un error alfa del 0.05 y un poder
estadistico de 80% con un andlisis bidireccional (a dos colas) usando el software
GPower 3.1 (Faul, Erdfelder, Lang, & Buchner, 2007). El célculo matematico
arrojado fue de 3 pacientes por cada grupo con poder del 80%, logrando alcanzar
un poder estadistico del 95 % con 5 pacientes. Por la experiencia previa en
proyectos de citometria se decidid incluir 7 pacientes por grupo considerando

posibles pérdidas.
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Tabla 3. Célculo de muestra con el programa de G.Power 3.

#a G*Power 3.192 - x
Eile Edit \iew Jests Calculstor Help

Central and noocentral daudutsons  Mrotoced of power analyses

Rt - 2.77645

T lesis

Toss Canmly SMatntaal 1es

Means Dufference between two independent encans (fwo groeps)

Type of power anabysn

A proer Compute requeed sammple size - grven o, power, and effect size

nput Paranseters Output Parameters
Taiks) Two voncentrality parameter & 6.3561263
Petermme =5 iffecised | 5.1899187 Critacal § 2.776445)
o err prob 0.0% ™ 4
Power (1 B e peoli) 0.8 Sanple size group | 3
Alloc atson rato N2 NI | Sample size group 2 3
A lotal sample swe 6
Actual peree 0.9953336

Se muestra el célculo del tamafio de la muestra para el contraste de medias a priori, dado el valor

de alfa y beta. Los grupos de trasplante con rechazo y trasplante sin rechazo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el afio 2019 en México se realizd TR solo al 17 % de los pacientes que se
encontraban en la lista de espera (registro nacional de trasplante). Este déficit de
trasplantes renales ha sido la hegemonia desde que se lleva registro en el pais.
Durante los tres primeros afios postrasplante se pierden el 27 % de los injertos
renales en México, siendo la principal causa (después de la muerte con injerto
funcionante) la asociada con eventos de rechazo agudo que no se diagnostican
oportunamente y tampoco reciben un adecuado seguimiento. Esto debido a que el
seguimiento del trasplante es en base a la medicidon de creatinina sérica, sin
embargo, cuando esta aumenta, es porque el daflo microestructural secundario a
rechazo es grave e irreversible. La pérdida del injerto también esta asociada a
rechazo humoral cronico, ya que una vez tratado el rechazo primario se puede
observar un dafio crénico sin repercusion inicial en los valores de creatinina sérica,
pero con rechazos subclinicos que conllevan a perdida del injerto renal. ElI mejor
seguimiento del trasplante es con biopsia del injerto ya que puede identificar
rechazos subclinicos, recibiendo tratamiento oportuno y evitando la progresion del
dafio microestructural, aunque la biopsia no se realiza en todos los centros, conlleva
costos elevados ademas de ser un procedimiento invasivo con alta morbi-

mortalidad.

JUSTIFICACION
Necesitamos evidencia contundente que permita conocer la participacion y
asociacion de las células que colaboran en la inmunidad como son las células Treg,

B reg y NK en el rechazo al injerto. Este conocimiento permitira hacer estudios con
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disefios metodoldgicos adecuados para poder conocer si esta informacidn se asocia
directamente a la deteccidn de eventos de pérdida al injerto y de esta forma ofrecer
alternativas de seguimiento a los pacientes. Ya que aun hoy, no se ha logrado
desarrollar herramientas diagnésticas y de seguimiento novedosas, sensibles y
especificas para identificar los rechazos de manera temprana que permita hacer

intervenciones oportunas que preserven la funcion renal.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son los patrones de expresion de los inmunofenotipos de las células Tregs,
Bregs, vias de Co-estimulacion y células NK en sangre periférica en los pacientes

con trasplante renal con rechazo y sin rechazo al injerto?

HIPOTESIS

Sl el rechazo en el trasplante renal se caracteriza por presentar cambios en la
expresion de inmunofenotipos en las células T, B y NK, ENTONCES podremos
identificar mediante citometria de flujo los patrones en la expresion de los
inmunofenotipos de las diferentes subpoblaciones celulares entre pacientes con

trasplante renal con rechazo y sin rechazo al injerto.
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OBJETIVOS

General
Caracterizar los inmunofenotipos de las células T, B y NK en pacientes con

trasplante renal con y sin rechazo del injerto, mediante citometria de flujo
Particulares

Identificar mediante citometria de flujo las poblaciones de linfocitos T reg
caracterizados por CD3+ CD4+ CD25+ FOXP3+ (T reg)

Caracterizar los inmunofenotipos CD28+, PD-1+, CTLA-4 e ICOS+ En los linfocitos
T reg en los pacientes trasplantados con y sin rechazo

Identificar mediante citometria de flujo las poblaciones de linfocitos B reguladores

(CD19+CD38+CD24+) en sangre periférica de pacientes con trasplante renal con y

sin rechazo al injerto

Identificar mediante citometria de flujo las poblaciones de linfocitos Natural Killer

(NK) caracterizados por (CD3- CD16+ CD56+)

Aprobaciéon del comité de investigacion

Clave de reg.DI1/16/304-B/03/142
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Material y método
Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica relativamente nueva, es posible analizar
millones de células en pocos minutos y de este analisis celular es posible medir mas
de veinte parametros de cada una de las células al mismo tiempo; con lo que
podemos responder a hipétesis que se puedan formular alrededor de los fenébmenos
bioldgicos tanto celulares como subcelulares que tenga un impacto clinico en los
pacientes de trasplante renal. En este escenario es importante el estudio de los
inmunofenotipos celulares desde el punto de vista diagndstico, es decir, la
capacidad exploratoria de fendmenos biolégicos presentes en el rechazo de
trasplante renal presentes en las células T, B y NK circulantes. También nos da la
oportunidad de predecir la evolucion de la enfermedad, asi como sus recaidas
mediante la monitorizacion. Mediante la citometria de flujo se trata de responder y
caracterizar las preguntas y los escenarios que los clinicos necesitan identificar para

tomar las decisiones sobre el paciente.

El andlisis de las subpoblaciones de células T reguladores, asi como las diferentes
vias de Co-estimulacién se determinaran mediante citometria de flujo de sangre
periférica con el citbmetro FACSAria Il BD con tres laser y capacidad de 12 canales
(fluorocromos). Los paneles de anticuerpos monoclonales seleccionados en base a
las evidencias publicadas se han definido en base a no distincion de clona y a los
12 fluorocromos disponibles en el mercado comercial, que pueden identificarse en

los tres laser azul, rojo y violeta respectivamente.
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Estandarizacién

Con el objetivo de establecer las condiciones ideales de trabajo y obtener el maximo
rendimiento de las propiedades fluorescentes de cada uno de los anticuerpos y en
conjunto formando plantillas, se llevé a cabo la estandarizacion de la citometria de
flujo y se disefid la estrategia del andlisis multiparamétrica.

Una vez obtenida la muestra en los pacientes, se aislaron células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) de sangre completa heparinizada usando
centrifugacion en gradiente de densidad LymphoprepTM (Stem cell Technologies,
Vancouver, Canadd) a 500 g durante 30 min a 16 ° C segun las instrucciones del
fabricante. Después de la centrifugacion, las células de la interfaz se recolectaron,
se lavaron dos veces en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a un pH de
7,2 y se contaron en un hemo citometro, midiendo la viabilidad celular mediante el
método de exclusion del colorante azul tripan. Se utilizaron muestras con al menos
un 75% de viabilidad para la inmuno tipificacion. Brevemente, se incubaron o no
alicuotas de 1 x 106 células suspendidas en PBS (autofluorescencia y fluorescencia
menos controles de uno -FMO-) durante 15 min con anti-CD3 FITC (Clon HIT3a,
BioLegend, CA, EE. UU.), Anti-CD4 PECy7 (Clon OKT4, BioLegend, CA, EE. UU.),
Anti-CD25 PECy5 (clon BC96, BioLegend, CA, EE. UU.), anti-PD1 APC (clon
PD1.3.1.3, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) y asi con todos los
anticuerpos (dependiendo la plantilla estudiada) a temperatura ambiente en la
oscuridad. A continuacion, las células se lavaron en PBS y para la subpoblacion de
Tregs se trataron con tampones del kit Human FOXP3 Buffer Set (BD Biosciences,
CA, EE. UU.), para la identificacion intracelular de FOXP3 con anti-FOXP3 PE (Clon

PCH101, eBioscience, MS, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. Después del ultimo paso de lavado, las células se re-suspendieron en
PBS y se analizaron usando un citometro de flujo FACS Aria llu (BD Biosciences,
CA, EE. UU.). Se capturaron al menos 30.000 eventos de T helper (Th) CD3 + CD4
+, linfocitos correspondientes a eventos no agregados (area de dispersion hacia
adelante FSC-A vs. diagrama de puntos de altura de dispersion hacia adelante FSC-
H). El analisis multiparamétrico se realiz6 mediante el software Infinicyt v1.8
(Cytognos SL, Salamanca, Espafia). Una vez identificadas como células Th
(FSClowSSClowCD3 + CD4 +), las células que expresan CD25 y FOXP3 se
identificaron como T regs usando un control FOXP3 FMO como referencia. La
expresion relativa de todos los inmuno marcadores en linfocitos Th y T regs se

informé como intensidad de fluorescencia media (MFI).
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Grafica 2. Estandarizacion, ejemplos de células Tregs y células T helper con ICOS.
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Ejemplo de estandarizacion para determinar proporcion de células T regs en los plots Ay B, en el
primer caso (A) se observa la imagen proveniente del inserto anti-FOXP3 PE (Clon PCH101,
eBioscience, MS, EE. UU.) y en plot B se observa la imagen obtenida de los experimentos de este
proyecto, las diferencias encontradas entre ambos plots en las poblaciones negativas para CD4+
obedecen a poblaciones celulares diferentes, en caso del inserto a células provenientes de Bazo y
en nuestros experimentos células de sangre periférica. En los plots C y D se encuentra las imagenes
relacionadas a la estandarizacion de CD 278+( ICOS) plot C proveniente del inserto (BD BV711
Mouse Anti-Human CD278) y el D corresponde al plot de las células T helper ICOS+.
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Titulacién

La titulacion de anticuerpos es un procedimiento disefiado para determinar las
concentraciones de anticuerpos apropiada para emplear en técnicas de citometria.
Se ha descrito que la mejor concentracion de anticuerpos (Abs) es aquella que
permite discriminar mejor entre una célula positiva y una célula negativa, lo que
hace importante determinar la intensidad media de fluorescencia de la tincion y el
ruido o uniones inespecificas; para esto, se debe obtener la intensidad media lineal
del canal de fluorescencia para las células positivas y para las negativas o ruido.
Para identificar la concentracion Optima de anticuerpo se procedio a titular los
anticuerpos utilizados en el presente proyecto como es el caso de las células Tregs:
CD3, CD4, CD25 y FOXP3, asi como los anticuerpos de la via de Co-estimulacién
(ICOS) mostrado en la gréafica 2. Se realizaron curvas de titulacion con las
siguientes concentraciones Las dosis estandarizadas mas comunes de anticuerpos
son: 0.5 ul, 1 pl, 2 ul, 3 ul, y 5 pl. La tabla 4 muestra las concentraciones utilizadas

y los valores reportados de cada concentracion.
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Tabla 4: titulacion de la plantilla para células Tregs

Anticuerpo | Volumen | Concentracién Porcentaje %
() (mg/mi) Células positivas

CD3+ 0.5 0.25 69.8

1 0.5 74.3

2 1.0 74.2

3 1.5 74.4
CD4+ 0.5 0.25 31.8

1 0.5 38.7

2 1.0 39.1

3 15 39.3
CD25+ 0.5 0.25 5.45

1 0.5 9.04

2 1.0 13.4

3 15 14.2
FOXP3+ 0.5 0.25 2.45

1 0.5 24.5

2 1.0 33

3 15 34.2

En esta serie de dosis para titulacién se definié el volumen y concentracién de los anticuerpos en la
plantilla de células T regs, se puede observar en el caso del anti-CD3+ su comportamiento fue muy
estable y congruente en cuanto a la capacidad de discriminar las poblaciones celulares
positivas/negativas de tal manera que se decidié por la dosis/volumen de anticuerpo mas baja, este
ejercicio nos permite ademas de conocer la distribucion de proporciones celular, asi como optimizar
recurso. Asi el caso para el resto de los anticuerpos.

82



Grafica 3. Titulacion de anticuerpos en células Tregs: CD3, CD25, CD4 y FOXP3.
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La figura muestra los resultados de citometria para cada una de las condiciones analizadas. Panel
A, Células marcadas con anticuerpo anti-CD3. A1) Control negativo, A2) 0.5 ul, A3) 1.5ul, A4) 2 pl.
Panel B, Células marcadas con anticuerpo anti-CD25. B1) Control negativo, B2) O.SMI , B3) 1.5 ul,
B4) 2 ul. Panel C, Células marcadas con anticuerpo anti-CD3. C1) Control negativo, C2) 0.5 ul, C3)
1.5 ul, C4) 2 ul. Panel D, Células marcadas con anticuerpo anti-FOXP3. D1) Control negativo, D2)
1 ul, D3) 1.5 ul, D4) 2ul.
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Estrategia de analisis

Para el andlisis de las células inmuno marcadas, se leyeron 30,000 eventos de
célula T helper (CD3+, CD4+), las células mononucleares para estudio fueron
seleccionadas inicialmente de acuerdo con sus propiedades fisicas como son
tamafio y complejidad interna. Una segunda seleccion se cred en funcién de las
caracteristicas de la inmunofluorescencia de las células aisladas, evaluando las
poblaciones celulares mediante graficas de cuadrantes en una escala logaritmica

ver Figura 4.
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Grafica 4. Estandarizacion y estrategia de analisis de la poblacién celular de estudio
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A muestra la cantidad total de eventos analizados. B "Gating strategy” el cual permite hacer sub-
seleccion de poblaciones celulares e ir depurando la subpoblacion de estudio. Se retira el debris o
detritos celulares que fueron registrados como eventos. E En esta grafica de puntos se muestra la
eliminacion de los eventos conocidos como dobletes, con la finalidad de seguir depurando la
poblacion de andlisis. F Se identifican las células mononucleares por sus propiedades fisicas
(tamafio FSC y complejidad SSC).
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Machine Learning (Python)
Introduccién

Machine learning se ha convertido en una herramienta estadistica para explorar la
capacidad predictiva que tienen las variables por si mismas, asi como la capacidad
predictiva que tienen cada una de las variables con la interaccion del resto. Ante la
dificultad de realizar grandes estudios de pacientes con rechazo, la poca
reproducibilidad de los diagndsticos categorizados asociados al rechazo del injerto
renal y las dificultades que acompafa la realizacién de la biopsia de injerto, estamos
obligados a explorar todas las herramientas posibles para tratar de predecir los
eventos inmunoldgicos asociados al trasplante renal, ya sean rechazos celulares o
humorales. Lo anterior tomando como bases marcadores inmunoldgicos de
superficie y citoplasmicos en la célula mononuclear de sangre periférica y la
expresion de genes que codifican para algunos de estos marcadores, asi como

genes de inflamacion, fibrosis y apoptosis.
Desarrollo del proyecto

Se obtienen datos de experimentos en sangre periférica, midiendo los
inmunofenotipos de las células T CD4+, células Tregs, Bregs, y moléculas de Co-
estimulacion, todo esto mediante citometria de flujo. Datos complementarios fueron
obtenidos midiendo la expresion de un grupo de genes relacionados con
inflamacion, fibrosis, inmunofenotipos y apoptosis. Todos los resultados fueron
obtenidos de pacientes con eventos inmunoldgicos de rechazo y de pacientes

control sin eventos de rechazo, corroborado por biopsia.
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Modelos para explorar

Se exploraron los siguientes modelos: regresion logistica, vecinos cercanos, arboles

de decision, AdaBoost, Gradient Boosting y Stochastic Gradient Boosting
Analisis exploratorio de datos
Modelo 1 (Toda citometria de flujo, T regulacion, B regulacion y Co-estimulacion)

[%0CD4, 'ICOSCD4', 'CTLA-4CD4', 'CD28CD4', 'CD279CD4', '%TREGS,
ICOSTREGS', 'CTLA-4TREGS', 'CD28TREGS', 'CD279TREGS', '%LINF,
'%BREGS', '%BCD5', 'CD3-', 'CD16+', 'CD16-', '%NKT', '%CD3', '%CD8' todas las

variables divididas en quintiles
Modelo 2 (Tregs)

[%0CD4", 'ICOSCD4', 'CTLA-4CD4', 'CD28CD4', 'CD279CD4', '%TREGS,
'ICOSTREGS', 'CTLA-4TREGS', 'CD28TREGS', 'CD279TREGS' todas divididas en

quintiles
Modelo 3 (Bregs)
[%LINF], '%BREGS', '%BCD5', 'CD3-', 'CD16+', 'CD16-', '%NKT', '%CD3', '%CD8'

Todas las variables divididas en quintiles
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Resultados

Demograficos

Durante el periodo de reclutamiento se logré un total de 42 pacientes de los cuales
34 reunieron los criterios de inclusion y fueron realizados todos los experimentos de
citometria de flujo y biologia molecular, especificamente RT-PCR; de estos
pacientes, 18 pacientes del género masculino, solo el 8% de todos los pacientes
fueron de donador cadavérico, el 41 % recibié induccién con timoglobulina, y esta
diferencia en la proporcion no mostro diferencias estadisticamente significativas
tanto en el grupo control ni de rechazo, en total 13 pacientes fueron asignados al
grupo de rechazo de injerto y 21 al grupo control sin rechazo, en ambos casos
corroborados por biopsia. En el 35% de los casos se realizo la biopsia renal por
indicacién médica, especificamente por disfuncién del injerto con una p=0.001, ver

tabla 5.

Con esta n al realizar el contraste de datos se alcanzé el poder estadistico de 0.95
con una D de cohen de 1.4. Los datos demograficos y valores basales de pruebas
de funcion renal se observan en la tabla 2, como es de esperarse los Unicos valores
diferentes entre ambas poblaciones fueron los relacionados con la funcién del injerto

al momento de la biopsia renal, el resto no mostro diferencias.
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Tabla 5. Datos basales y demograficos

Variable Control Rechazo p*
21 13
Masculino 13 5
Femenino 8 8 0.2
EDAD 25 (22.5 — 36.00) 24.50 (23.00 -33.00) 0.549
IMC 23.57 (19.65-25.85) 21.94 (18.81-26.10) 0.559
Tipo de Donador
Vivo 15 11
Cadavérico 6 2 0.55
Cr. Basal mg/dl 1.20 (1.10 -1.45) 1.50 (1.20 -1.80) 0.156
CKD-EPI _Basal 70.25 (52.40-77.50) 50.70 (42.50-76.90) 0.163
mil/min
Cr Biopsia mg/dl 1.40 (1.05-1.65) 1.80 (1.30-3.40) 0.039
CKD-EPI Bx ml/min 63.75 (49.50-78.40) 45.00 (37.60-52.80) 0.021
DBx (m/RIQ) 365.50 (217.00-395.00) | 943.50 (406.00-828.00) 0.001
Terapia de
Induccion (n/%)
Basiliximab 12 8
Timoglobulina 9 5 0..482
INMUNOSUPRESIO
N (n/%)
T™MP 23 (90.5) 12 (92.86))
CMP 0 (0) 1(7.69)
TAP 1(3.13) 0(0)
SMP 1(3.13) 0(0)
TSP 1(3.13) 0(0) 0.397
INDICACION
BIOPSIA (n/%)
Protocolo 13 3
Disfuncién 2 10 0.001

Los valores totales de sujetos se expresan como (n) y porcentaje (%); las variables cualitativas se
expresaron como medianas (m) y Rango Intercuartilico (RIQ). Valor de P significativo si p=< 0.05*.
Abreviaturas: IMC (indice de Masa corporal); Creatinina (Cr), CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration (CKD-EPI ), Cr Biopsia (Creatinina en el momento de la biopsia), CKD-
EPI Bx.- ecuacién CKD-EPI en el momento de la biopsia; Dias BX.- Dias desde el trasplante hasta
la biopsia; TMP.- Tacrolimus, Micofenolato y prednisona; CMP.- Ciclosporina, Micofenolato y
Prednisona; TAP.-Tacrolimus, Azatioprina y Prednisona; SMP.- Sirolimus, Micofenolato vy
Prednisona; TSP.- Tacrolimus, Sirolimus y Prednisona.
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Resultado de poblaciones de células Tregs

El primer objetivo fue identificar a las células Tregs y si existian diferencias entre el
grupo de rechazo y el grupo control sin rechazo. En la figura 6 se observa la
estrategia de andlisis donde el 11.1 % de la poblacion celular fue CD3+, CD4+,
CD25+ y una sub-seleccion de esta poblacion mostré el 3.2% de esta poblacién
tiene con el fenotipo de CD3+, CD4+, CD25+, FoxP3+, inmunofenotipo mas

aceptado y caracteristico de la célula Tregs (color verde doble positivo panel D)
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Grafica 5. Andlisis del inmunofenotipo T regulador CD3+CD4+CD25+FoxP3+
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doble positivo para CD3+ y CD4+ (rosa), D) separacion de poblacion Treg mediante el marcaje de FoxP3 flecha.
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El abordaje estadistico entre las poblaciones celulares a lo largo del estudio fue
realizado mediante estadistica no paramétrica con analisis a priori bidireccional (a
dos colas) con la prueba de U Mann Whitney. En el andlisis de las poblaciones de
células Tregs encontrd en el grupo de rechazo una IMF de 1348 (IC 894-1545) VS
1547 (IC 713-1984) con una P= 0.31 no significativa. Tanto el nUmero de células
Tregs como la IMF no parecen tener una participacion que sugiera participacion

directa en el rechazo al injerto renal.
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Grafica 6. Linfocitos T reguladores en rechazo y controles
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Pacientes trasplantados con y sin rechazo renal, Intensidad mediana de la inmunofluorescencia
(IMF) de las poblaciones de células Tregs entre el grupo de rechazo y el grupo control de pacientes
con trasplante renal sin rechazo (P= 0.52)
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Analisis de células T: CTLA4+, CD28+, ICOS+ Y PD1+

El segundo obijetivo tuvo la finalidad de identificar si, los linfocitos que participan en
las vias de Co-estimulacion son diferentes entre los grupos de estudio. Se realizo
analisis de los inmunofenotipos en los linfocitos T que expresan las moléculas que
participan en vias de co-estimulacion que definimos mediante el estudio de los
marcadores CTLA4+, CD28+, ICOS+ e incluimos PD-1+. ElI analisis
multiparamétrico del inmunofenotipo CD3+ CD4+ ICOS+, mostré en el grupo de
rechazo una IMF de 3153 (IC 1106-7426) vs 1434(IC 771-2590) en el grupo sin
rechazo (P= 0.04) (Figura 8). El resultado sugiere una participacion de ICOS en la
patogénesis del rechazo al injerto. El resto de los marcadores analizados no

mostraron diferencias
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Grafica 7. Caracterizacion y estrategia de analisis de vias de Co-estimulacién en la célula T
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Grafica 8. IMF para ICOS expresada en Linfocitos T
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Intensidad mediana de la inmunofluorescencia (IMF) de las poblaciones de células que expresan ICOS entre el

grupo de rechazo y el grupo control P=0.0413
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Grafica 9. Andlisis de Linfocitos T que expresan CTLA-4+y CD 28+
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Intensidad mediana de la inmunofluorescencia (IMF) de las poblaciones de células que expresan CTLA-4+y

CD28+ entre el grupo de rechazo y el grupo control P=0.31 y P=0.68 respectivamente, sin diferencia

significativa.
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El analisis del inmunofenotipo CTLA-4 no mostro diferencia entre los grupos con
IMF para el grupo de rechazo de 2601 (IC 1672-6597) vs el grupo control 2072 (IC
1217-3543) (P= 0.31). En el caso del inmunofenotipo de CD28+ se encontro en el
grupo de rechazo una IMF de 1838 IC (1313-2528) vs 1599 con una (P= 0.68). figura
9. En articulos recientes se ha propuesto que uno de los mecanismos por lo que las
células Tregs participan en la inmunomodulacién, es inducir apoptosis a través de
la via de co-inhibicion de PD-1. Por lo que se estudié el comportamiento de este
marcador (CD279+) en las subpoblaciones de linfocitos T CD4+CD279+. Los
resultados fueron valores de IMF de 17.74 1C del 95 %, 3.0-43.28 vs 189 IC del 95%,
103-697 en el grupo de rechazo y control respectivamente. El estadistico mostré
una P=0.005. Para corroborar que la observacion fuera especifica de la
subpoblacién de células Tregs se analizaron las células CD4+ FOXP3+ CD279+
obteniendo el mismo resultado. Lo que nos lleva a apoyar que la via de PD-1+

participa en la génesis del rechazo al injerto renal a través de apoptosis
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Grafica 10. Andlisis de las poblaciones celulares que expresan PD-1
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A. Células T reguladores, B y C diferencia estadistica en la expresiéon de PD-1 independientemente de la
estrategia de analisis, directamente del linfocito T cooperador (B), Co-expresion de T cooperador y T
regulador (C) M A Carmona-Escamilla, Miguel Angel Fonseca-Sanchez, Jessica-L Prieto Chéavez et al

Transplant Proc. 2020;52(4):1132-1135
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Analisis de células B reguladoras y NK

La estrategia de analisis de las poblaciones de B reguladoras y NK se observan en
la figura 12. Al analizar las diferencias en las subpoblaciones de la linea de células
B reguladoras caracterizadas por los marcadores CD19+, CD24+ y CD38+ de
identificé una IMF de 8386 IC 95% (3377-13706) vs 8845 1C95% (3991-11697)

P=0.86, no se identificaron cambios significativos entre los grupos de rechazo y

control.
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Grafica 11. Analisis estadistico de la poblacién de células B reguladoras
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Intensidad mediana de la inmunofluorescencia (IMF) de las poblaciones de células que expresan la poblacion
de células B reguladoras, contraste entre el grupo de rechazo y el grupo control P=0.86 sin diferencia

significativa.
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El estudio de la poblacion de células NK (CD16+) mostré una IMF de 32274 IC 95
(20914-64738) en los pacientes con rechazo vs 66121 IC 95 (42169-82231) en el
grupo de no rechazo, P=0.013 (Fig. 13-A). En el analisis de IMF CD56+
encontramos en el grupo de rechazo una IMF de 5469 IC 95 (966-9818) en los
pacientes con rechazo vs 9158 IC 95 (5059-12126) en el grupo de no rechazo
(P=0.058) (fig. 13-B). Al contrastar el inmunofenotipo completo de la NK (CD3-
CD16+, CD56+) con la sumatoria de las IMF de ambos marcadores, el resultado en
el grupo de rechazo fue de 39687 IC (25912-72748) vs 72829 1C95% (52128-94357)

en el grupo control, P=0.007 (Fig 13-C).

Aunque la participacion de las células NK en la etiologia del rechazo al injerto no ha
sido totalmente definida, este trabajo apoya los hallazgos en la literatura donde esta
subpoblacién parece participar de manera directa en la génesis del rechazo y tiene

la propiedad de ser diferentes entre ambos grupos.
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Figura 6. Estrategia de analisis de células B reguladoras y NK
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Grafica 12: andlisis de la subpoblacion de Natural Killer
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Graficas A y B) muestra la diferencia significativamente estadistica en la expresion del IMF para CD16+ y

CD56+ marcadores de NK, C). La suma de ambos inmunofenotipos incrementa la diferencia estadistica P=007.
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Ingenieria de atributos

Se realiz6 ingenieria de atributos en regresion logistica (valor de C y penalizacion),
vecinos cercanos (numero de vecinos), arboles de decision (criterio y profundidad
méaxima). Para evaluar hiper parametros en modelos de Boosting. Para el modelo
de Stochastic Gradient Boosting, se buscé el mejor modelo con los pocos datos
obtenidos no penalizados y solo en una fase ya que no se agregaron mas datos
para desarrollar el autoaprendizaje. Se eligieron los mejores modelos, regresion
logistica y vecinos cercanos por presentar los mayores valores en general de
F1Score y de weighted avgerage. En el modelo para vias de co-estimulacién, Bregs
y Tregs, weighted avgerage mostro 0.75 como predictivo y F1Score 0.77, ambos

resultados con buena capacidad predictora, Ver tabla 5.
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Grafica 13. Distribucion de eventos de rechazo y controles, Python
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Se muestran las gréaficas de distribucién de datos de cada una de las variables que conforman los
modelos, asi como su contraste directamente con la variable homénima del grupo de control y

rechazo.
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Tabla 5. Resultados de salida individual de los modelos Python

Modelo 1
Modelo de citometria completo

Medele 2
Células T reguladeras

Precision  Recall  Fl-Score

Precision Recall

a 0.57 08 0.67 5

0 1 0.2 0,33 5 0 o o 3
0.43 1 06 3

0.5 8

07 06 0.47 ] 0.7 0.29 0.4 033 P

.79 0.5 0.43 8 0.79 0.36 05 0.42 ]

Modelo 3
Células B reguladoras

Se muestran los datos de salida del modelo basico de analisis de autoaprendizaje. Los resultados
son regresion de tres modelos, Citometria de flujo completa de Co-estimulacion, Bregs y Tregs.
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Discusién

El trasplante renal es la primera opcién terapéutica en la mayoria de los pacientes
con falla renal crénica que requieren reemplazo de la funcién renal. La principal
complicacion asociada con la pérdida del injerto es el rechazo inmunologico y
continda siendo el factor aislado més importante en la sobrevida del injerto (Sellarés
et al.,, 2012). El rechazo agudo del injerto renal es el principal factor asociado al
desarrollo de nefropatia del injerto o rechazo crénico. La inmunotolerancia es
indispensable para la sobrevida de trasplante y se describe que las vias de Co-
estimulacién en las células Tregs juegan un papel critico en este proceso (Wood et
al., 2012). La alteracion en el balance de estas vias incide de manera directa en el
dafio al injerto o la inmuno tolerancia de este. En el presente trabajo de doctorado
nos planteamos el objetivo de analizar mediante citometria de flujo el
comportamiento de las células Tregs, moléculas co-estimuladoras , Bregs y NK en
un grupo de pacientes trasplantados con y sin rechazo inmunoldgico, diagnosticado
por biopsia y criterios de BANFF(Haas et al., 2018). Para esto usamos la citometria
de flujo, ya que ha mostrado ser una herramienta Gtil con la posibilidad de analizar
millones de células y sus inmunofenotipos en pocos minutos, ademas de medir mas

de veinte pardmetros de cada una de las células al mismo tiempo.

Las células T juegan un papel preponderante en la inmunologia del trasplante
(Huang et al., 2007), con la célula T CD4+ como principal orquestadora de la
respuesta. El analisis realizado hasta el momento identificé que no hay diferencias
en el numero de células Tregs entre los grupos con y sin rechazo. Algunos autores

han sugerido una relacion entre el numero de células Tregs antes y después del
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trasplante, asi como asociacion con la incidencia de rechazo. Sin embargo, ninguno
de los trabajos hasta el momento ha demostrado un valor predictivo significativo con
el nimero de Tregs circulantes. Los resultados obtenidos y los reportes en la
literatura nos llevan a sugerir que el papel relevante de las células T reg en la
inmunotolerancia esta relacionada més directamente con la funcion de la célula que
con el nimero, por lo que analizar la expresion genética de estas moléculas seria
un abordaje para poder responder esta pregunta, este trabajo ya se esta llevando a
cabo por nuestro grupo de trabajo como una extensién de este proyecto, analizado

arreglos de expresion para vias de Tregs entre otras.

Se ha demostrado que la poblacion de Tregs tiene un trafico constante de la sangre
a los tejidos, el efecto puntual de esta poblacién es inmuno modulacion a la baja,
con efectos anti-inflamatorios con la finalidad de desarrollar inmunotolerancia, tanto
en modelos de isquemia y reperfusién (Gandolfo et al., 2009) como en modelos de
trasplante y rechazo (Alessandrini & Turka, 2017). El efecto de las células Tregs ha

sido estudiado en sangre periférica, muestras de orina e intra tejido (injerto renal).

El modelo y efecto inmune biolégico de las células Tregs fue abordado en la orina,
donde se encontré un aumento de la expresion de mMRNA en aquellos pacientes con
rechazo agudo y este aumento de mRNA fue asociado a un mejor pronostico
(Thangamani Muthukumar et al., 2005). En sangre periférica los datos sobre el
comportamiento de Tregs son consistentes en la literatura. Se ha demostrado que
los pacientes con rechazo cronico tienen niveles mas bajos de Tregs comparado
con los trasplantados clinicamente tolerantes al injerto renal e incluso tienen menos

Tregs que sujetos sanos (Louis et al., 2006). En otro trabajo se mostro la variacion
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del fenotipo T regulador, donde los pacientes con rechazo cronico tienen niveles
mas bajos de Tregs incluso de transcriptos de FoxP3 comparados con trasplantados
sin rechazo (Braudeau et al.,, 2007). En nuestra poblacion no encontramos
diferencias significativas en la poblacion de Tregs entre los grupos de estudio. Esto
podria deberse a una falta de muestra determinada mediante el calculo de muestra
para establecer el contraste entre ambos grupos, ya que el articulo en el que se
tomaron los datos no incluia a pacientes de trasplante con rechazo renal. Sin
embargo, también se ha demostrado que los cambios en las proporciones de células
Tregs tanto en sangre como intra tejido, en un modelo de trasplante y rechazo es
tiempo dependiente, es decir que se encuentra directamente relacionado tanto con
el tiempo de aparicion o evolucion del rechazo como con la magnitud del proceso
inflamatorio independiente de otras causas de inflamacién (Bunnag et al., 2008).
Esto ultimo podria explicar por qué en nuestra poblacién no encontramos diferencias
significativas ya que los sujetos con rechazo generalmente se diagnosticaban
mediante biopsias de control o protocolo, es decir algunos de ellos sin disfuncion
del injerto propiamente a diferencias de los pacientes que suelen aparecer en los
trabajos aqui citados, con las biopsias realizadas en el marco de disfuncion aguda
de injerto renal. Otra razén por la cual no pudimos encontrar diferencias en nuestros
grupos podria ser que la célula Treg es la encargada de realizar el mecanismo de
tolerancia periférica e intra tejido de tal manera que mas alla del numero de células
y que tan activas se encuentran, lo importante podria estar en las vias de Co-
estimulacién activadas o inhibidas mas alla de cambios en las proporciones en

sangre periférica. Finalmente hay trabajos que muestran diferencias en los
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desenlaces en poblaciones con Tregs que difieren en sus polimorfismos en FoxP3,

restando importancia el nimero total o proporcion de las mismas(Park et al., 2017).

El receptor de muerte programada 1 es unos de los pilares de este proyecto de
investigacion. sobre todo, porque se logré establecer un contraste significativo entre
los grupos de trasplante con rechazo y sin él. En este trabajo se encontré que una
disminucion en la expresion de este receptor o via de Co-estimulacion en las células
Tregs se asocia con rechazo. Este mismo resultado ha sido demostrado en modelos
murinos con trasplante cardiaco donde exploran la inhibicion de PD-1/PD-L1
mediante el uso de anticuerpos monoclonales. Los resultados en estos bloqueos
mostraron una supresion de respuesta alloinmune en los trasplantes con menos
datos de rechazo crénico ( enfermedad arterial del injerto) (Koga et al., 2004).

En otro estudio de pacientes trasplantados con rechazo renal crénico (24 pacientes)
y pacientes control sin rechazo (18 pacientes), se midi6 mediante citometria de flujo
la frecuencia de células Th foliculares (ThF) y diferentes fenotipos en la célula T, se
encontré un aumento en la proporcion de ThF en el grupo de rechazo (35.3 + 8.5 %
vs.19.0 £ 5.0, P < 0.001) y también se encontré una disminucion en la expresion de
PD-1 medida por MFI en el grupo de rechazo (Shi et al., 2015).

La importancia de la via PD-1/PD-L1 para el desarrollo y permanencia de un estado
de inmunotolerancia del injerto renal es clara y se pone de manifiesto en el
escenario clinico de pacientes con trasplante renal que desarrollan una neoplasia
sélida y que requieren como parte de su quimioterapia inhibidores de la via PD-1
como parte de su tratamiento. En este sentido se publicd una serie de 22 casos con

esta caracteristica previamente sefalada, donde la mayoria de los pacientes eran
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portadores de cancer de pulmén y melanoma, de los 22 pacientes que recibieron
algun agente biolégico que blogqueaba PD-1, solo cuatro conservaron la funcién del
injerto renal, el resto desarrollaron rechazo celular, humoral o mixto (Lai et al., 2019).
La asociacion de una disminucion en la expresion de esta via de Co-estimulacion y
un rechazo o un aumento de alo inmunidad parcialmente esté en relacion al efecto
que tiene PD-1 en la regulacion y desarrollo de la poblacién de Tregs (Fanelli et al.,
2021).

El injerto o trasplante de piel es otro modelo donde se demuestra la importancia de
la integridad de las vias co-inhibitorias para mantener tolerancia. En un modelo
murino se realizaron trasplante de piel donde mediante anticuerpos monoclonales
se bloquearon CTLA-4, PD-1, PD-L1 y PD-L2 mas un grupo control sin ningin
tratamiento. Este Gltimo grupo fue el que mostré mejor sobrevida de todos los demés
(Sandner et al., 2005). Buscar en un futuro la sobre expresién de PD-1 podria ser
una herramienta terapéutica ya que tiene como efecto el desarrollo de
inmunotolerancia y se asocia con proteccion contra rechazo crénico al injerto renal.
Esto fue demostrado recientemente en un modelo murino de trasplante cardiaco
bloqueando PD-L1 mediante ausencia de esta via genéticamente modificada
(Borges et al., 2021). Los resultados de esta tesis ademas de ser congruentes con
la literatura publicada en estudios traslacionales se relacionan directamente con la
capacidad de encontrar mediante citometria de flujo en un escenario clinico
diferencias significativas en grupos de pacientes, tendiendo asi el puente hacia lo
clinico. La expresion de PD-1 esta practicamente abolida en los pacientes con
rechazo de injerto, perdiendo el trasplante la capacidad de desarrollar o mantener

la inmunotolerancia.
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La via ICOS (inducible T-cell co-stimulator), promueve la activacion y la sobrevida
de células T citotéxica y células T de memoria. Esta via de ICOS es uno de los
resultados méas contradictorios y dificiles de interpretar de este trabajo. Por una
parte, esta via es requerida para reacciones proinflamatorias, asi como
antinflamatorias. Tal es el caso la relacién central que guarda la expresion de ICOS
en las células Tregs para generacion de IL-10 y sus mecanismos asociados de anti
inflamacion y tolerancia inmunolégica (Ito et al., 2008). Estos datos sugieren que en
los pacientes con rechazo renal se sobre expresa la via ICOS para promover la
activacion y proliferacion de células T (Maazi et al., 2015)(Yamada et al., 2002). En
esta tesis los resultados son congruentes con los trabajos previos, la sobre
expresion de la via ICOS como caracteristica de los pacientes con rechazo de
injerto. La via ICOS es una via bidimensional o bimodal, tiene que estar intacta al
inicio del trasplante renal ya que es indispensable para desencadenar
inmunotolerancia. Los experimentos que se han realizado y que prueban esto son
modelos murinos de trasplante cardiaco en los que han blogueado la via ICOS de
forma temprana (dia 0 de trasplante) y de forma tardia (dia 2-6 de trasplante), los
resultados muestran que el bloqueo temprano es el que peor sobrevida tiene y el
blogueo tardio de ICOS es el que tiene la mejor sobrevida del trasplante cardiaco
respecto al control que no recibié ningun bloque de ICOS (Harada et al., 2003).

Los resultados de esta via en esta tesis se pueden definir de forma clara, un
aumento en la expresion de ICOS esta relacionado con rechazo clinico, lo cual se
podria interpretar de dos formas. La primera, como la necesidad de activar ICOS
después de CD 28, con la finalidad de diferenciar células T a Thl y Th2 y

posteriormente los mecanismos efectores de la respuesta inmune (Rottman et al.,
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2001). La segunda forma de poder explicar o dar sentido clinico a estos resultados
es la relacion que existe en de ICOS con la generacion de Tregs, generacion y
mantenimiento de tolerancia periférica, mecanismo que se da como respuesta del
proceso inmuno patogénico del rechazo y la siguiente disminucion de las células
Trgs que conlleva un rechazo. Es probable que lo que estemos viendo sea la
respuesta secundaria o refleja del sistema inmune méas que el mecanismo efector.
En este ultimo dato, podriamos investigar al mismo tiempo los marcadores en
sangre periférica y las expresiones en biopsia renal en un futuro, con la finalidad de
definir tiempo y espacio de una via de Co-estimulacion como lo es ICOS.

Por ultimo, los resultados en las células NK. La significancia y los cambios en estas
poblaciones celulares sugieren que la disminucién en la expresion de CD16+,
CD56+ o la sumatoria de ambos marcadores, se relacionan directamente con la
perdida de la capacidad de generar tolerancia del injerto renal, de tal manera que
se correlaciona con rechazo al injerto renal. En el panel de anticuerpos disefiado en
este trabajo solo exploraba con estos dos marcadores (CD56 y CD16) las
proporciones de NK circulantes y nos daba la oportunidad de inferir las
subpoblaciones de estas células, aunque para realizar las mejores inferencias fuera
necesario haber incluido en marcador KIR+ entre otros receptores. Los resultados
encontrados con la literatura inicia en el trabajo publicado por (Trojan et al., 2017)
donde se asocia una mayor poblacion de la células NK circulantes y Tregs con una
adecuada funcion a largo plazo del injerto renal asi como con una mejor tasa
estimada de filtracion glomerular. Una de las debilidades de los resultados
mostrados en esta tesis es no poder demostrar la direccionalidad en espejo de los

marcadores de NK en tejido de las biopsias con la sangre periférica. Esto es
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importante porque una hipétesis propuesta en varios trabajos publicados es que la
disminucién de las células NK circulantes en sangre periférica en los pacientes con
eventos de rechazo es secundario al aumento de la infiltracion de NK en la biopsia
de injerto con rechazo celular y humoral (Parkes et al., 2017) (Dos Santos et al.,

2017)(Kildey et al., 2019)(Ashraf et al., 2019)(Yazdani et al., 2019).
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Conclusiones

La proporcion de células Tregs no mostraron cambios entre los dos grupos
de estudio lo cual nos hace pensar que lo que participa en la
inmunotolerancia o rechazo es la actividad transcripcional y de regulacion en
estas células a través del factor de transcripcion FOXP3 y no el nimero de
células Tregs

La proporcion de células ICOS+ mostr6 un incremento significativo en el
grupo de rechazo renal. Lo que sugiere que un incremento en esta poblacion
celular esta relacionado con el dafio cronico al injerto a través de un
incremento en las interleucinas proinflamatorias como IL-2 e IL4.

Los linfocitos Tregs PD-1+ mostraron una disminucién significativa en los
pacientes con rechazo al injerto. Esta observacion preliminar en humanos
apoya las descripciones en modelos murinos donde ratones deficientes de
esta via presentan rechazo al injerto cardiaco.

La subpoblacion de células NK también mostré una disminucion significativa
en el grupo de rechazo, esto apoya trabajos en modelos murinos donde la
participacion de las NK promueve y aumentan la inflamacion, escenario clave
en la fisiopatologia del rechazo mediado por anticuerpos de trasplante renal.
Los resultados de este protocolo nos permiten plantear continuidad al disefiar
un proyecto con un disefio metodoldgico que pueda abordar el uso de estas
moléculas desde un punto de vista clinico, en el diagndstico temprano,
predecir la evolucion de la enfermedad, asi como recaidas mediante la

monitorizacion continua por el clinico.
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e Los resultados obtenidos mediante citometria de flujo, muestran ser una
potencial herramienta de seguimiento en la practica clinica en el trasplante
renal, ya que, analizados desde varios niveles de prediccion estadistica,
como los es regresion logistica y “"Machine learning” (programacion
multiplataforma con auto aprendizaje), se encuentran datos de asociacion o

correlacion con los eventos de rechazo.
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