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Resumen

Antecedentes

Las células inmunes circulantes podrian convertirse en predictores de la
variacion del efecto del tratamiento inmunosupresor, con un especial interés en

la monitorizacion continua en los pacientes receptores de rifion.

Métodos

Presentamos una revision sistematica multietapa europea de literatura
publicada y no publicada. Se elabor6 un mecanismo de supervision
multidisciplinar realizado por expertos en el trasplante de rifidn,

inmunofenotipificacién por citometria de flujo y la variacion farmacoldgica.

Se ha evaluado si el fenotipo inmune del trasplantado de rifién esté relacionado
con la tolerancia en el receptor después del trasplante, el objetivo es evaluar si
este fenotipo permite la identificacion de los receptores en riesgo de disfuncién
aguda del aloinjerto (DAA) en pacientes tratados con inmunosupresores. Se ha
realizado un metaandlisis de los resultados dicotomicos y continuos. La
finalidad es conseguir evidenciar la existencia de unos predictores o

biomarcadores que midan la funcién del injerto renal trasplantado.

Resultados

En 4 estudios se produjo un aumento en la poblacion de células T reguladoras
(Treg) de FoxP3 y varias poblaciones de células B reguladoras después del
trasplante renal. Sin embargo, en el grupo de tratados con
Rapamicina/Sirolimus (inhibidores de mTOR) con / sin Belatacept, solo
aumentaron las células Tregs y esto se asocié con una menor probabilidad de
desarrollar DAA [Odds Ratio (OR) / intervalo de confianza del 95% (IC 95%) /
12: 0,31 / 0,10-0,93 / 0%]. Seis ensayos controlados aleatoriamente (disefio:
estratificado de biomarcadores retrospectivos) evaluaron los cambios en el
namero de células Treg y la funcion del injerto renal entre grupos tratados con

los inhibidores de mTOR con / sin belatacept y los inhibidores de la calcineurina
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0 belatacept como tratamiento Unico. Estos ensayos proporcionan un nivel bajo
de evidencia para proponer el numero de células Treg como un biomarcador

predictor de la funcion del injerto renal.

Conclusiones

La cuantificacion de las células Tregs por citometria de flujo podria ser
propuesta como una prueba "complementaria® para evaluar el efecto del
tratamiento inmunosupresor o la respuesta a los inhibidores de mTOR con / sin
Belatacept en los receptores de rifion, siendo interesante para el control de la

tolerancia del injerto en los pacientes trasplantados de rifiidn.



Introduccién

El trasplante de organos solidos es el tratamiento de eleccion para diversas
enfermedades de 6rganos en su etapa terminal. Sin embargo, la necesidad del
tratamiento de por vida con inmunosupresores constituye una enorme carga
para los pacientes. EI mayor riesgo para infecciones [1], neoplasias [2], asi
como los efectos metabdlicos [3, 4] y toxicidades [5] bien conocidas, obligan a

realizar ajustes en las dosis de los inmunosupresores.

Por lo tanto, la retirada de la inmunosupresion sigue siendo un objetivo
fundamental. La comunidad de trasplante se encuentra muy motivada por
definir los biomarcadores de la tolerancia al injerto, un estado excepcional de
ausencia de respuesta inmunolégica hacia el érgano trasplantado, para
seleccionar pacientes en quienes se pueda llevar a cabo estrategias de

minimizacion de la inmunosupresion [6, 7, 8, 9].

No obstante, la utilidad clinica real de los marcadores propuestos hasta ahora
no es clara, y solo permiten entender el fenbmeno de inmuno-tolerancia [6, 10,
11, 12, 13].

Ultimamente, se ha visto que el fenotipo inmune puede convertirse en una
herramienta valiosa para discernir pacientes de alto y bajo riesgo en el rechazo.
La citometria de flujo se convertiria en una técnica alternativa a la
secuenciacion de genes, de por si compleja [6, 10, 11, 12, 13]. Se debe asumir
la influencia de la inmunosupresién sobre la cinética linfocitaria, que se produce
en paralelo al efecto del tratamiento: los esquemas inmunosupresores con
inhibidores de mTOR (Rapamicina/Sirolimus) con / sin belatacept (anti CTLA-4
de segunda generacion) favorecen la expansion de la poblacion de células T
reguladoras (Treg) FoxP3 [14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23], lo que a su
vez se relaciona con una mejora en la funcion del injerto renal atribuida al uso
de estos farmacos [15, 16, 18, 19].

Si asumiéramos que las Tregs fueran un biomarcador predictivo, el nUmero de
estas células podria variar de acuerdo con el efecto que los inhibidores de
MTOR solos 0 combinados con Belatacept tienen sobre la funcion del injerto
renal [24]. Se elige la funcién del injerto para referirnos a un desenlace clinico
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con el qué medir el efecto del tratamiento [24, 25]. La predictibilidad del

biomarcador propuesto debe confirmarse [26].

Se ha elegido la disfuncion aguda del aloinjerto (DAA) bajo los efectos de la
inmunosupresion para medir el impacto del tratamiento sobre la funcién del
injerto [27, 28]. Hemos contado con un grupo de asesores expertos para guiar
a los revisores en todo el proceso de la revision sistematica que presentamos
[29], que intenta unir la eficacia de la inmunosupresion farmacologica con los

cambios en los numeros de Tregs.

Métodos

Este estudio es una revision sistematica multietapa de estudios publicados y no
publicados llevada a cabo de acuerdo con las guias PRISMA [30]. Cuatro
protocolos fueron registrados en el Registro Internacional Prospectivo de
Revisiones Sistematicas (PROSPERO): CRD42017057570, CRD4218084941,
CRD4218085019, CRD4218085186. Un disefio de revision sistematica de dos
etapas (mapeo sisteméatico seguido de una revision sisteméatica en profundidad)
constituye el nucleo de nuestro enfoque multietapa. Los hallazgos de esta
revision se complementaron con otras dos revisiones sistematicas de etapa
Gnica, que condujeron a una actualizacion para proponer el nUmero de células
Treg como un biomarcador predictivo en la funcion del injerto renal. Para
contextualizar los hallazgos de la busqueda, se estableci6 un mecanismo de
supervision multidisciplinario realizado por expertos en trasplante renal (JP y
MP), citometria de flujo, inmunofenotipificacion (CL, DSS y SH), y la variacion

farmacolodgica (FH-G y FJA).

Esta revision sistematica implica a receptores adultos de novo de un trasplante
renal (primer trasplante / retrasplante) asi como pacientes trasplantados
renales con al menos 12 meses desde el trasplante. Las células Tregs fueron
definidas como la poblacién de linfocitos CD4 + que presenta los niveles mas
altos de CD25 (receptor de interleucina-2 cadena a) [15, 16, 17, 18, 19, 20, 21]
en combinacion con bajos niveles de CD127 (receptor de interleuquina-7) [18,
19, 20, 21].



La baja frecuencia de eventos de DAA definié una funcion estable del injerto.
Solo fueron elegibles ensayos controlados aleatorios (ECA) y, en particular, los
disefios de ensayos que evalian adecuadamente el efecto del tratamiento
comparativo en resultados de salud relevantes para el paciente segun
subgrupos delineados por el biomarcador (nimero de células Treg) [24, 31].
Previamente, se habian revisado estudios prondsticos (estudios de cohorte
comparativos tanto prospectivos como retrospectivos [32]) para identificar todos
los posibles biomarcadores predictivos de la funcion del injerto (células

reguladoras de la sangre).

Se buscé en MEDLINE, EMBASE y Cochrane, asi como en fuentes de
literatura gris (repositorios de tesis doctorales, y de resiumenes de congreso).

Se busco también en las referencias de los estudios elegibles.

Después de evaluar el riesgo de sesgo, se llevo a cabo un resumen cualitativo
segun las recomendaciones del Centro de Revisiones y Diseminacién de la
Universidad de York [34]. Se hizo metaandlisis de desenlaces dicotdbmicos. Se
calcul6 la Odds ratio global (OR) para todos los eventos de DAA (Modelo de
efectos aleatorios de Mantel-Haenszel) entre esquemas con/sin inhibidores de
MTOR con/sin belatacept. Se uso la version 5.3 del software Review Manager
(RevMan) (The Cochrane Collaboration), Se examiné la heterogeneidad de las
estimaciones mediante la cuantificacion de la inconsistencia (estadistica 12) y
calculando el estadisitco x2. La presencia de sesgos de publicacion se evalu6

mediante la inspeccion visual de gréaficos de embudo (funnel plot).

Resultados

Se identificaron 1465 citas después de todas las busquedas. La Fig. 1
representa el diagrama de flujo PRISMA correspondiente a las cuatro
revisiones sistematicas y resultados de busqueda en trasplante renal [35].
Once articulos correspondientes a 3 estudios de cohorte prospectivos [36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44] y un estudio de cohorte retrospectivo [45, 46]
evaluaron la tolerancia en receptores de rifidn. Todos estos estudios fueron
patrocinados por organismos estatales involucrados en la investigacién de
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Europa continental [39, 40, 41, 42, 43, 44], Brasil [45, 46], EE. UU. [36, 37, 38],
y Reino Unido [36], y se llevaron a cabo como estudios internacionales
colaborativos multicentro. Estos estudios resultan también de 2 tesis de

doctorado [47, 48] y 3 resumenes de reuniones [49, 50, 51].

Limitado por factores de confusion, los datos de andlisis del transcriptoma y del
fenotipo inmune permitieron la identificacion de pacientes con buen prondstico.
Sin embargo, solo el inmunofenotipo fue analizado con el objetivo de evaluar el
efecto del tratamiento. Seis ECA de fase 2 0 3 de inhibidores de mTOR y /o
Belatacept se centraron en la cinética de células Tregs y otros linfocitos
circulantes y en la funcién del injerto renal [15, 16, 17, 18, 19, 20, 21].

Solo las células Tregs estuvieron bajo la influencia de la inmunosupresion. A
pesar de las diferencias significativas existentes entre inhibidores de TORI con /
sin Belatacept e ICN o Belatacept como tratamiento Unico, los detalles del
trasplante y otras caracteristicas de la muestra dificultaron la obtencién de
estimaciones  cuantitativas del impacto que los medicamentos
inmunosupresores pudieran tener [52, 53, 54]. El nidmero de células Tregs
aumentod tras 1-6 meses después del inicio del tratamiento con inhibidores de
MTOR solos o combinado con Belatacept, y esto se asocid con menos eventos
de DAA [15, 16, 18, 20, 21], o incluso con una mejora en TFGe en comparacion
con los datos obtenidos del tratamiento con ICN o Belatacept sélo [15, 16, 18,
21].

En 160 pacientes 4 de ellos con numeros altos de células Treg en tratamiento
con Sirolimus solo o combinado con Belatacept (2.5%) presentaron casos de
DAA, comparado con 13 pacientes de 131 con un namero bajo de células Treg
y en tratamiento con ICN o Belatacept solo (9.9%). La figura 2 muestra el
calculo del OR combinado que fue 0,31 con IC del 95%: 0,10 a 0,93 (p = 0,04,
12 = 0%) [15, 16, 17, 18, 19, 20] El grafico de embudo muestra asimetria (fig.

3), pero faltan estudios en areas de mayor significacion [55].

Aunque no se especifico claramente, los ensayos elegidos utilizaron un disefio

retrospectivo y estratificado de biomarcadores, lo que proporciona pruebas



directas, aunque de bajo nivel, para proponer los niumeros de células Treg,

como un biomarcador predictor de la funcion del injerto renal [24, 31, 33].

Discusion

Nuestros resultados proporcionan pruebas detalladas sobre la idoneidad del
inmunofenotipo como fuente de biomarcadores para receptores de Organos
soélidos. Al usar inhibidores de mTOR con / sin Belatacept solo aumentaron las
células Tregs, y esto se asocié con una menor probabilidad de desarrollar
casos de DAA [15, 16, 17, 18, 19, 20, 21]. Los cambios en los numeros de
células Treg y la funcién del injerto bajo el efecto de la inmunosupresion han
sido el interés de ECA estratificados retrospectivos de biomarcadores, que
constituyen el respaldo para proponer el numero de células Tregs como un
biomarcador predictivo o como un biomarcador de estratificacion del

tratamiento para la funciéon del injerto renal.

Hasta la fecha, se podrian proponer varios biomarcadores de la funcion del
injerto renal [27, 28]. Los marcadores podrian distinguir entre el dafio del injerto
inmune y no inmune [28]. Por ejemplo, las células B de transicion pueden
predecir el deterioro de la funcién del injerto agudo causado por rechazo agudo
[56]. Las células Tregs pueden predecir la funcion retardada y lenta del injerto
que ocurre en las primeras semanas de vida del injerto [57]. Es importante
destacar que estos y otros posibles marcadores predictores solo han sido
evaluados de manera observacional. Existen pocos estudios experimentales
disponibles y, por primera vez se presenta un resumen de ellos para proponer
al numero de células Tregs como un predictor de funcion del injerto renal bajo
inmunosupresion. Desde un el punto de vista del mecanismo celular, las
células Tregs dependen de la interleuquina-2 como via de sefializacion para su
generacion y expansion [58], y se reconoce que cambiar el equilibrio a favor de
las células Tregs puede proteger el trasplante frente a la lesion inmune [59].
Existe una relacion biologica plausible y ademas clinicamente tangible [60].

Curiosamente, el numero de células Tregs aumento y la funcidon del injerto se



mantuvo estable solo en aquellos en tratamiento combinado con mTORi y

Belatacept, pero no en los que recibieron belatacept como tratamiento Unico.

Esta revision sistematica de mdltiples etapas se ha llevado a cabo siguiendo
protocolos de revision planeados de antemano, y registrado en un registro
internacional y de acceso publico para revisiones [30]. Los protocolos se
actualizaron prospectivamente [30], como una clara sefial de transparencia en
el proceso de revision sistematica [61], previniendo los cambios que causan
sesgos de informacién [62], y asegurando la no duplicidad de nuestro analisis
[63, 64]. Nuestro enfoque hizo posible presentar un resumen consolidado de la
evidencia experimental para interpretar los marcadores en la practica clinica
cotidiana. [65, 66, 67]. Aunque el alcance y el contexto son diferentes a los de
una reciente revision sistematica de multiples etapas [68], nuestro disefio
permite proporcionar toda la evidencia pertinente para justificar la existencia de
un nuevo marcador predictor. La evidencia enriquecida y contextualizada
proviene de fuentes de informacion amplias y de otras mas concretas, de
acuerdo con el método que se asemeja al descrito por Wortman de los
“criterios mixtos" de evaluacion de calidad [69], que constituye la base de la
herramienta QUIPS.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. Aunque las busquedas en literatura
publicada y no publicada garantizan que se han recuperado todos los estudios
relevantes, es probable que haya sesgos de informacién y ser ésta la causa de
la asimetria del grafico de embudo [55]. Sin embargo, también deben tenerse
en cuenta otros factores que justifican esta asimetria. Pueden estar implicadas
asociaciones infladas en ensayos mas pequefios [70] y la heterogeneidad [71].
Es importante destacar que se puede observar un beneficio sustancial solo en
pacientes de alto riesgo, y estos se incluyen preferentemente en ensayos mas
pequefios [72], que son generalmente de baja calidad metodoldgica [73]. Se
observaron diferencias clinicas (detalles del trasplante y otras caracteristicas
de la muestra), y éstas sugieren que no fueron estudiados solo los pacientes de
alto riesgo. Curiosamente, no se esperaba que las diferencias clinicas no se
tradujeran en heterogeneidad estadistica [52]. Finalmente, cuando se evalGan

visualmente los graficos embudo parece que en las areas de mayor
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significacion faltan estudios [55], o que puede estar a favor de cierta proteccion
contra el sesgo de informacion [74]. El sesgo de publicacion y los sesgos
relacionados pueden llevar a conclusiones demasiado optimistas en revisiones
sistematicas. Por lo tanto, la inspeccion visual de los graficos de embudo
deberia hacerse correctamente [71], e interpretarse teniendo en cuenta las
circunstancias en las cuales la intervencion fue llevada a cabo en estudios

elegibles o en el contexto de susceptibilidad a sesgos [55].

Conclusioén

Las Tregs pueden ser un biomarcador predictivo de la funcion del injerto renal

en los tratados con inhibidores de mTOR.
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Abreviaturas

BELA: Belatacept

ICN: Inhibidores de la calcineurina(Ciclosporina/Tracolimus)
CTLA-4: Proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos
DAA: Disfuncién aguda del aloinjerto

DSA: Anticuerpos especificos del donante

ECA: Ensayo controlado aleatorizado

|OT: indices de tolerancia

ITN: Red de tolerancia inmunolégica

MTOR: Diana terapéutica de la Rapamicina/Sirolimus
MTORI: inhibidores de mTOR

NK: Células “natural killer”

TFGe: Tasa estimada de filtracion glomerular

Treg: Células T reguladoras FoxP3
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FIGURA 2
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