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El trabajo de investigacion que presenta esta tesis doctoral propone un nuevo biomarcador, el nimero de
linfocitos T reguladores (Treg) en sangre periférica, que constituye una variable “sustituta” para un
resultado de salud relevante para los trasplantados renales, la estabilidad de la funcién del injerto renal,
definida como una baja frecuencia de eventos de disfuncién aguda del injerto (DAI). Hasta la fecha, solo
se dispone de la medicidn de creatinina sérica para la evaluacién de la funcidn del injerto renal. Nuestros
hallazgos afirman que el nUmero de Tregs en sangre periférica en los trasplantados renales varia en tanto
varia el efecto del tratamiento con inhibidores de mammalian target of rapamycin (mTOR) solos o
combinados con belatacept en la funcién del injerto renal. Nuestros hallazgos plantean, por tanto, el
empleo del recuento de Tregs como prueba diagndstica complementaria del tratamiento con inhibidores
de mTOR (I-mTOR) solos o combinados con belatacept. La citometria de flujo es una técnica sencillay de
resultados fiables que puede permitir el seguimiento de los trasplantados renales. Se puede concluir en la
codependencia entre farmaco y prueba en vista de nuestros hallazgos y considerando el disefio de los
ensayos incluidos que evaluaron el efecto del tratamiento con I-mTOR con/sin belatacept en el nimero de
Tregs en sangre periférica, que realizaron a través de la estratificacién de sus participantes por esta

exposicion.
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The research work presented by this PhD thesis proposes a new biomarker, the number of T regulatory
lymphocytes (Treg) in the peripheral blood, which constitutes a "surrogate" endpoint for a relevant health
outcome for kidney transplant recipients, the stability of kidney graft function, defined as a low frequency
of acute allograft dysfunction (AAD) events. To date, only serum creatinine measurement is available for
the evaluation of kidney graft function. Our findings affirm that the number of Tregs in the peripheral
blood in kidney transplant recipients varies as the effect of treatment with mammalian target of
rapamycin (mTOR) inhibitors alone or in combination with belatacept on kidney graft function varies. Our
findings therefore suggest the use of Treg counts as a companion diagnostic test for the treatment with
mTOR inhibitors (mTORIi) alone or in combination with belatacept. Flow cytometry is a simple technique
with reliable results that can allow the follow-up of kidney transplant recipients. Drug-test codependency
can be concluded in view of our findings and considering the design of the included trials that evaluated
the effect of treatment with mTORi with/without belatacept on the number of Tregs in the peripheral

blood, which they carried out through the stratification of their participants by this exposure.
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Capitulo 1
Generalidades
Hasta donde sabemos sobre |la respuesta inmune

contra el injerto
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Hasta que los avances en medicina regenerativa y tecnologias bidnicas permitan la restauracion total e
integra de los tejidos defectuosos, el trasplante continua siendo la solucidon mas idénea frente a la
disfuncion e insuficiencia organica terminal.! Los avances en las técnicas quirdrgicas y las tecnologias
destinadas al implante de érganos sélidos no han permitido vencer de momento el mayor impedimento
para el éxito del trasplante alogénico (trasplante de un individuo a otro de la misma especie), que
constituye el rechazo inmunolégico del injerto, mediado por el sistema inmunitario del receptor que ataca

al tejido del donante.

Breve reseiia histérica

Llevdndose ya intentando el injerto de 6rganos y tejidos desde la edad media,? antes de la llegada de la
inmunosupresion farmacoldgica en la década de los 70, el éxito del trasplante a corto plazo era rarisimo.
El fracaso del tratamiento se atribuia fundamentalmente a una mala técnica quirirgica o a una mala
calidad del tejido injertado, aunque el éxito con determinados trasplantes ayudaba a mantener motivados
a los equipos dedicados a este menester.? Sin embargo, no fue sino hasta la década de los 40, cuando la
cirugia pldstica asumia un protagonismo en el tratamiento de las bajas militares, que se observé que la
destruccién de los tejidos injertados ocurria por causas inmunoldgicas, naciendo lo que conocemos hoy

en dia como la inmunologia del trasplante.

Los estudios raiz de Peter Medawar y sus colegas arrojaron la primera luz sobre la base inmunolégica del
rechazo del injerto. Medawar observé que en un paciente que recibio injertos de piel tanto autdlogos
como alogénicos por lesiones por quemaduras, sélo los injertos alogénicos se perdieron y rdpidamente.
Medawar también observé que un segundo intento de injertar piel del mismo donante en este paciente
resulté en una pérdida acelerada de dichos injertos. Observando astutamente que esta respuesta

secundaria acelerada recordaba la respuesta inmunitaria secundaria que sigue a la reexposicion a un
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patégeno, Medawar investigd el fendmeno mas a fondo en un modelo animal y reveld que los conejos
rechazaban también los injertos de piel derivados de una cepa distinta con una cinética proporcional a la
masa del injerto. Ademads, los segundos injertos fueron rechazados con rapidez sustancial y mayor que el

primer injerto sélo si el segundo injerto procedia del mismo donante que el primer injerto.*

La descripcion de la inmunidad en el trasplante comenzo por tanto a generar un interés creciente,
fundamentalmente por los métodos a través de los cuales esta inmunidad podria someterse a control. En
1941, Frank Macfarlane Burnet propuso la teoria de la tolerancia inmunoldgica basada en el concepto de
gue una distincidn, a nivel celular y molecular, entre lo "propio" y "no propio" dicta la formacién de
anticuerpos.® Este concepto de tolerancia inmunolégica ya se habia observado experimentalmente en
terneros gemelos dicigoticos, entre los cuales se toleraban los injertos de piel. Este fendmeno se atribuyd
a la aparicion de un quimerismo mixto entre las células sanguineas de estos terneros, como resultado de
la transferencia de células sanguineas precursoras entre estos, llevada a cabo a través de anastomosis
venosas en el Utero.® Estos hallazgos hicieron pensar a Medawar de que la tolerancia inmunoldgica podria
inducirse mediante la exposicidon previa de un receptor a células extrafias durante la embriogénesis y llevé
a su equipo a investigar los mecanismos subyacentes de este fendmeno.” Ellos observaron que los ratones
a los que se injertaron piel de una cepa distinta a la de una inoculacion previa llevada a cabo durante el
periodo embrionario rechazaron los injertos de esta tercera cepa trasplantados durante el desarrollo
fetal. Los investigadores concluyeron que se habia generado tolerancia frente a las células inoculadas

inicialmente.

Si bien Medawar habia identificado el rechazo del injerto como un fenédmeno inmunoldgico sobre la base
tedrica de que las células alogénicas podrian ser reconocidas como "no propias" por el sistema
inmunitario, el mecanismo subyacente de este reconocimiento inmunoldgico dentro de una especie no
pudo entenderse hasta mucho mds tarde, con el desarrollo de la inmunogenética. Inicialmente se pensé
que la respuesta del sistema inmune frente a estas células alogénicas era préxima a la respuesta
antitumoral. Sin embargo, Loeb y su equipo sugirieron que esta respuesta podria estar mas bien

determinada por la naturaleza del tejido injertado ("diferencias de individualidad"), mas que por sus
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caracteristicas malignas. En esta linea, Gorer observé que la destruccidn de tumores alogénicos dependia
de la expresién diferencial de antigenos de los grupos sanguineos (al entrar en contacto entre si
eritrocitos de diferentes grupos sanguineos), es decir, era estrictamente antigénica. En su trabajo de
1938, Gorer proporcioné las pruebas experimentales de la inmunogenicidad de los aloantigenos al
demostrar la produccidn de anticuerpos con afinidad por el "Antigeno II" después del trasplante de

tumores de una cepa de ratdn que expresaba este aloantigeno a una cepa negativa para este. 820

George Snell y George Higgins caracterizaron posteriormente al Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH), también conocido como Antigeno Leucocitario Humano (HLA por human leukocyte antigen, siglas
en idioma inglés), frente al que se desarrolla una respuesta dependiente de los linfocitos T, que
actualemente se reconoce como fundamental en el contexto del trasplante alogénico.'* El locus CMH es
el mas polimdrfico del genoma y esto permite el establecimiento de una diversidad de perfiles
inmunolégicos en una misma poblacién. Ademas, por la amplia expresién de los antigenos CMH en la
superficie de las células, los injertos de cualquier tejido tienden a contener una alta carga de estos. Estas
proteinas son reconocidas por un Unico receptor de linfocitos T o TCR (por T cell receptor, siglas en idioma
inglés) que desarrolla afinidad por estas tras la seleccion timica y reactividad cruzada dentro del
repertorio TCR, y se puede estimar que hasta el 10% del total de linfocitos T de un individuo responden
Unicamente a aloantigenos.'>13 Esto explica el riesgo de rechazo que se encuentra si ho se emparejarian

receptores con donantes con las menores disparidades genéticas en el locus CMH.141>

Sin embargo, la alorreactividad del sistema inmunitario no es sélo consecuencia de esta diversidad
genética en el repertorio CMH y la seleccion de los correspondientes TCRs que involucran a mecanismos
efectores de la respuesta adaptativa. Los mecanismos de la alorreactividad innata que se observan en los
invertebrados ayudan a entender mejor el aloreconocimiento en si, cuya finalidad no es otra que proteger
a los individuos de una misma especie contra el parasitismo.'® A este respecto, el embarazo puede
emplearse como ejemplo para explicar este alorreconocimiento innato que, como en especies inferiores,
en los mamiferos impide la invasidn de los tejidos maternos por las células fetales. Ademas, este

alorreconocimiento innato da luces sobre los mecanismos de tolerancia hacia los antigenos del padre a
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los que se expone la madre.'”'® Como toda respuesta por parte del sistema inmune, aquella dirigida hacia
aloantigenos también se halla sujeta a un control que dependerd de una serie de mecanismos que

permiten “ignorar” los antigenos reconocidos.

Mecanica de la respuesta inmune contra el injerto

El tejido injertado esta sujeto a varias oleadas de respuesta inmunoldgica, que comienzan incluso antes
del trasplante y perduran durante la vida del injerto, y que emplean diferentes estimulos y diferentes
mediadores.® Las primeras fases de la respuesta inmunitaria, antes e inmediatamente después del
trasplante, estan mediadas por el sistema inmunitario innato (primero el del donante, luego el del
receptor). Incluso antes del recabado de érganos y tejidos del donante, la muerte cerebral y la muerte
cardiaca en donantes fallecidos comprometen la fisiologia de estos injertos, de manera que estimula la
respuesta inmunitaria innata que favorece el dafo tisular. Estas células sometidas a estrés fisioldgico
expresan moléculas denominadas patrones moleculares asociados al daifio (DAMP por damage-associated
molecular patters, siglas en idioma inglés), que son detectadas por células del sistema inmunitario innato
del receptor, estimulando a este a que elimine el tejido dafiado o desregulado, asi como haria con
cualquier patégeno que pueda haber iniciado dafio.?° En este sentido, si bien las estrategias de
preservacion y preacondicionamiento de érganos estdn mejorando, cualquier tiempo que se pasa fuera
del cuerpo da como resultado un deterioro en la viabilidad celular que exacerba ain mas esta respuesta
inflamatoria. La inflamacién estéril iniciada por el procedimiento quirurgico, incluida la lesién por
isquemia-reperfusién que acompafia a la perfusién del injerto, crea ademas un entorno inflamatorio

dentro y alrededor del trasplante.?*

Este entorno proinflamatorio no solo expone el injerto a la respuesta inmunitaria innata del receptor, sino
que también determina la naturaleza de la respuesta inmunitaria adaptativa que sigue.?? En términos
generales, las citocinas proinflamatorias (especialmente las interleucinas, como la interleucina (IL)-6, los
interferones de clase |, las quimiocinas y los factores de necrosis tumoral (TNF por tumor necrosis factor,
siglas en idioma inglés) promueven la activacion, el ciclo celular y la migracién hacia el injerto de células

de la inmunidad.?? A su vez, el sistema del complemento, activada por los DAMPs o por anticuerpos,
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genera mediadores moleculares que aumentan tanto la inmunidad innata como la adaptativa. Las
fracciones del complemento C3b y C4b se unen a la superficie de las células diana y reclutan fagocitos que
contribuyen al dafio tisular. Ademds de actuar como estimulos quimioatrayentes para diversas células
inmunitarias, el complemento induce vasodilatacidn que permite la migracidn de leucocitos al tejido
danado. Al mismo tiempo, se termina por ensamblar el complejo de ataque de membrana que es

responsable de |a lisis de las células diana.?

El papel preponderante que desempeiia el sistema inmunitario innato en el inicio del rechazo del injerto
viene despertando un interés creciente a partir de una mayor y mejor comprension de los mediadores
moleculares y celulares del rechazo del injerto.?*26 La respuesta inflamatoria innata se pueden inducir de
forma no especifica, sin deteccidn de antigenos extraios. Sin embargo, ahora se conoce que el sistema
inmunitario innato es capaz de discriminar entre lo propio y lo ajeno.?”?® Los estudios han demostrado
que la reaccién inflamatoria, incluida la infiltracién por células dendriticas secretoras de IL-12 son
inducidas en mayor magnitud por trasplantes alogénicos que por trasplantes singénicos, incluso en
ratones que carecen de linfocitos.?>3° Los monocitos,?>3° los macréfagos3! y las células NK (por natural
killer, siglas en idioma inglés)3%3? se han identificado como células innatas capaces de participar en el
alorreconocimiento innato, pero la identidad exacta de los determinantes moleculares de este

alorreconocimiento innato en los mamiferos sigue siendo un misterio en la actualidad.

A las pocas horas del trasplante, se moviliza la respuesta inmunitaria adaptativa del receptor. Tras la
exposicién a los aloantigenos, se estimulan los linfocitos que proliferan y provocan la destruccion de las

células del injerto.

La activacién de linfocitos T dependiente de aloantigenos requiere de tres sefiales.3? La primera sefial la
da la unién del TCR del linfocito T al complejo CMH-péptido en el que el péptido o el CMH (o ambos)
derivan del donante, lo que da como resultado la activacidn del sistema de sefializacién intracelular
dependiente del complejo de membrana que forman la unién del TCR con CD3 (CD por cluster of

differentiation, siglas en idioma inglés). Con esta primera sefial, se preparan los linfocitos T alorreactivos
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(es decir, cualquier linfocito T en el repertorio capaz de reconocer antigenos derivados de donantes) para
responder a los aloantigenos presentados. La segunda sefial necesaria para la activacion de linfocitos T
por los aloantigenos la dan los ligandos coestimuladores, expresados en las células presentadoras de
antigenos (CPA), los que se unen a sus respectivos receptores de coestimulacion en los linfocitos T
participantes tras la unién de su TCR al complejo CMH-péptido.3* La tercera sefial la constituyen las
citocinas que confieren las sefiales quimicas que son esenciales para la activacion de los linfocitos T que
tienen que reaccionar. El reclutamiento resultante de moléculas de sefalizacién y adhesién en esta
sinapsis inmunoldgica inicia un programa de expresidn génica que permite la activacién completa de los

linfocitos T que reaccionan especificamente frente a los aloantigenos reconocidos.

El reconocimiento de aloantigenos por parte de los linfocitos T del receptor puede ocurrir a través de tres
mecanismos: alorreconocimiento directo, indirecto y semidirecto.3>3¢ Las CPAs del donante pueden
migrar del tejido trasplantado a los 6rganos linfoides del receptor.3” Ademds, el endotelio vascular del
donante puede también presentar antigenos. El CMH del donante expresado en las CPAs del mismo
donante, unido a cualquier péptido, puede ser reconocido por linfocitos T del receptor a través de la via
directa. Se cree que este reconocimiento de CMH no propio ocurre, a pesar de la seleccion positiva de
linfocitos T con alta afinidad por el CMH propio, como resultado de la reactividad cruzada de TCRs
restringidos por el CMH propio, expresados por linfocitos T que han sobrevivido a la seleccién positiva en
el timo.3® Esta reactividad cruzada de TCRs con multiples variantes de CMH es propiedad inherente del
repertorio TCR preseleccidon. Dado que no existe un impetu evolutivo para la seleccién contra la
reactividad hacia el CMH no propio y ningin mecanismo para imponer una seleccién negativa contra los
precursores de linfocitos T reactivos al CMH del donante en el timo, estos TCRs persisten posteriormente

a la seleccion.

La via indirecta implica la captacidn, el procesamiento y la presentacién de péptidos derivados del
donante por parte de las CPAs del receptor, a través de la via de procesamiento de antigenos exdgenos. A
continuaciodn, el antigeno del donante se presenta en el CMH de clase Il del receptor a los propios

linfocitos T CD4+ del receptor restringidos por el CMH correspondiente.
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La transferencia trogocitica o mediada por exosomas de la membrana plasmatica que contiene el CMH de
clase | o clase Il del donante intacto desde las células del donante a las CPAs del receptor puede permitir
el reconocimiento semidirecto del péptido y CMH del donante, presentado por las CPAs del receptor a los
linfocitos T CD4+ o CD8+ del receptor con aloespecificidad directa.3® Se cree que la via directa de
presentacidn de aloantigenos es mas potente, debido a la frecuencia relativamente alta de linfocitos T del
receptor que se muestran reactivos al CMH del donante y, por lo tanto, domina durante la fase de
iniciacién del rechazo, poco después del trasplante. Sin embargo, debido a que las CPAs profesionales
pasajeras (que expresan CMH de clase Il del donante) persisten sélo por un tiempo relativamente corto, la
contribucion de la via directa debe ser reemplazada por las vias indirecta y semidirecta a lo largo del

tiempo.4°

Entre las muchas interacciones ligando-receptor coestimuladoras identificadas en la activacion de
linfocitos T, dominan las familias de moléculas B7 y TNFs. La unién de CD28 (expresado constitutivamente
en los linfocitos T) con CD80 y CD86 (expresados en las CPAs activadas) inducen sefiales en el linfocito T
que inducen el ciclo celular y la producciéon de IL-2, al tiempo que inhiben la muerte celular inducida por la
activacién. Las sefiales coestimuladoras también se inducen mediante la unién de CD154, OX40 (CD134)*
e ICOS (por inducible T-cell costimulator, siglas en idioma inglés; CD278) en el linfocito T, respectivamente,
con CD40, ligando de OX40 y ligando de ICOS, expresados en las CPAs. Al contrarrestarse estas sefiales
coestimuladoras, las moléculas coinhibitorias pueden conferir falta de respuesta o anergia en los
linfocitos T. En particular, CTLA-4 (por cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4, siglas en idioma inglés;
CD152) inhibe competitivamente la sefializacién coestimuladora mediada por CD28 al unirse a CD80y

CD86 con mucha mayor avidez que CD28.%?

La secrecion de citocinas, incluida la IL-2, aumenta desde los linfocitos T como consecuencia de los
programas transcripcionales iniciados por la sefializaciéon dependiente de TCR. Estas citocinas actian de
manera autocrina y paracrina para amplificar ain mds la expansién y diferenciacion clonal de linfocitos T,
asi como para activar otras células inmunitarias. Varias citocinas promueven la activacién de los linfocitos

T que ejecutan el rechazo del injerto mediado por células. Ciertas citocinas son responsables de la
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“polarizacion” de esta respuesta de linfocitos T hacia la diferenciacién de estos en un subconjunto
particular de linfocitos T denominados “colaboradoras” o auxiliares o Th (por T helper, siglas en idioma
inglés).** Por ejemplo, la IL-12, producida principalmente por células dendriticas, favorece la
diferenciacion hacia linfocitos Thil. Estos linfocitos Thl promueven respuestas de macrofagos y linfocitos
T CD8+ que median clasicamente la destruccidn celular. Este tipo de respuesta puede observarse, por
ejemplo, frente a células malignas o frente a patdgenos intracelulares. Mientras tanto, la IL-4 favorece la
diferenciacion en linfocitos Th2 que promueven respuestas por parte de linfocitos B, eosinéfilos y
mastocitos, que son responsables de un tipo de respuesta denominada humoral o basada en anticuerpos.
Por el contrario, la presencia de citocinas antiinflamatorias como IL-10, IL-35 y TGF (por transforming
growth factor, siglas en idioma inglés)-B puede inducir falta de respuesta por parte de los linfocitos T o
favorecer su diferenciacion en linfocitos T reguladores (Tregs), lo que promueve la tolerancia hacia el
aloinjerto en el contexto de la respuesta a aloantigenos.** En ultima instancia, el resultado del
reconocimiento, la activacion o la anergia de linfocitos T (que promueven el rechazo o la tolerancia del

injerto, respectivamente) estd determinado por el equilibrio entre las sefiales estimuladoras e inhibidoras.

Después de la activacion de los linfocitos reactivos a los antigenos, los mecanismos por los cuales el
sistema inmunitario adaptativo se dirige al tejido del injerto son numerosos y estan interconectados, y
esto permite una rapida escalada de la respuesta desarrollada. Las citocinas proinflamatorias transmiten
sefiales entre diferentes tipos de células de los sistemas inmunitarios adaptativo e innato con el fin de
hacer uso de las funciones celulares mas apropiadas para la naturaleza del estimulo inmunitario. La
destruccién del tejido del donante queda orquestada en este punto por y ocurre bajo la responsabilidad
de los linfocitos T citotdxicos y las células NK en el caso del rechazo celular, y bajo la accién de los

linfocitos B y la produccién de anticuerpos en el caso del rechazo humoral.®

Sobre el papel de los linfocitos B, estos poseen receptores de antigenos como los linfocitos T, el receptor
de linfocitos B o BCR (por B cell receptor, siglas en idioma inglés), que se unen al antigeno intacto (sin
procesar) en su conformacién nativa, independientemente del CMH. Ademas, la activacion de los

linfocitos B se ve aumentada por las citocinas derivadas de los leucocitos y del tejido dafiado, y por el
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complemento.*® Los linfocitos B no estén restringidos por el CMH vy, por tanto, no muestran la misma
predisposicidn al alorreconocimiento que los linfocitos T, y en este sentido, no permiten la tolerancia de

los aloantigenos, a menos que entren en anergia si no son asistidos por linfocitos T CD4+ activados.

Los linfocitos B a través del BCR unido a aloantigenos reciben sefales para madurar y secretar anticuerpos
reactivos contra el donante. Tras la union de los anticuerpos producidos con su correspondiente
aloantigeno, especialmente con aquellos expresados en el endotelio vascular, estos anticuerpos fijan
complemento y reclutan varias células inmunitarias innatas a través de su receptores Fc y los receptores
de las fracciones del complemento participantes. Con esto, las células donantes diana son objeto de
fagocitosis, los anticuerpos inducen ademas citotoxicidad a estas (por macréfagos y células NK), y citdlisis
mediada por el complemento (a través de la formacién del complejo de ataque de membrana).*” Un
ejemplo de estos procesos lo constituye el rechazo hiperagudo de trasplantes de érganos sélidos
vascularizados que ocurre por mediacién de anticuerpos preformados en receptores con conocida
reactividad frente a determinadas especificidades del donante. Tan pronto como el érgano del donante es
perfundido con la sangre del receptor, los anticuerpos reactivos contra el donante se unen a sus

respectivos antigenos en el endotelio vascular, desencadenandose el rechazo hiperagudo consecuente.

Sin embargo, el papel de los anticuerpos y linfocitos B también se puede observar en la disfuncidn aguda y
crénica del injerto con la generacidn de novo de anticuerpos especificos contra el donante.*® Aunque
todavia existe controversia,*® existen pruebas de la infiltracién de los tejidos del donante por linfocitos B,
del depdsito en estos tejidos de anticuerpos y de la fraccion C4b del complemento, lo que respalda el
papel de los linfocitos B y anticuerpos en el rechazo del injerto.®>! Esto que se observa en la clinica ya se
habia descrito en el laboratorio con la transferencia de anticuerpos alorreactivos a ratones deficientes en

linfocitos, que era suficiente para inducir vasculopatia crénica en aloinjertos de corazén.

Sin la mediaciéon de anticuerpos, los mecanismos celulares dominan la respuesta del sistema inmune
contra los aloantigenos.>? Los linfocitos T son los principales protagonistas de la alorreactividad adaptativa

celular. Los linfocitos T citotdxicos secretan enzimas citoliticas, granzimas Ay B y perforina, y expresan
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ligandos de muerte celular que inducen la apoptosis de las células diana. Los linfocitos T auxiliares o Th,
por su parte, propagan la respuesta inmune contra el injerto de varias formas.>3 En primer lugar, estos
linfocitos secretan citocinas y expresan ligandos de superficie que reclutan otros leucocitos hacia el injerto
y 6rganos linfoides asociados y potencian la actividad de otras células efectoras inmunitarias. Otra funcion
importante de estos linfocitos colaboradores es ayudar a los linfocitos B para iniciar la respuesta humoral

contra el injerto.

Ademas, debe tenerse en cuenta la participacién de los linfocitos T memoria. A diferencia de la respuesta
por parte de linfocitos T nativos, que dependen de la presentacion de antigenos por las CPAs dentro de
los érganos linfoides,>* los linfocitos T memoria que ya conocen a los aloantigenos pueden activarse en la
periferia (incluso dentro del injerto) y con un umbral mas bajo de coestimulacién.>® Esto hace
peligrosamente vigorosa y rdpida la respuesta de estos linfocitos memoria contra los aloantigenos, sobre
todo si se consideran los menores requerimientos de coestimulacion de estos.”® Actualmente se reconoce
a esta respuesta de memoria como un determinante critico del rechazo del injerto y del fracaso para la

induccion de tolerancia en los receptores de 6rganos sélidos.>’

Finalmente, debe mencionarse la participacion de las células NK en el rechazo. Estas células son capaces
de reconocer células alogénicas a través de un mecanismo diferente a los mencionados anteriormente,
denominado "yo perdido". Las células NK expresan receptores inhibitorios que reconocen
especificamente el propio CMH de clase | y son activados por las células del donante en ausencia del
propio CMH.%8 Una vez activadas, las células NK a través de la perforina y granzimas, median la lisis

citotoxica de las células diana.

Estrategias actuales contra el rechazo del injerto
Sin tratamiento para controlar la respuesta inmune, los injertos alogénicos estan inevitablemente sujetos
al rechazo inmunolégico, que eventualmente destruird el tejido del donante y dafiara el tejido del

receptor expuesto a la inflamacién.
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Se han adoptado varios enfoques para contrarrestar los mecanismos de rechazo en cada etapa. Hoy en
dia, las estrategias para aumentar el reclutamiento de donantes de érganos, junto con los avances
tecnoldgicos en la conservacién de érganos y tejidos, aumentan la probabilidad de donaciones de buena
calidad, con drganos expuestos a un dafio minimo antes del trasplante. La tipificacion de tejidos para
determinar el haplotipo HLA de posibles donantes y receptores vivos permite cierto grado de coincidencia
estratégica para minimizar la disparidad genética entre donante y receptor. Sin embargo,
inevitablemente, siempre habra aloantigenos presentes en el injerto para inducir respuesta por parte de
los linfocitos del receptor, por lo que se requieren de mas intervenciones para superar la respuesta

inmunitaria adaptativa.

La inmunosupresion farmacoldgica sigue siendo la intervencién médica prototipo para prevenir el rechazo
del injerto. Los farmacos inmunosupresores actlan por diversos mecanismos para alterar la actividad de
las células inmunitarias efectoras, especialmente de los linfocitos Ty B, que se cree que son los principales
protagonistas de la respuesta alogénica. Los regimenes para el trasplante de 6rganos sélidos implican una
induccion profilactica de inmunosupresidn intensa durante un periodo breve de tiempo después de la
intervencién que conduce al injerto del drgano, seguida de una inmunosupresion de mantenimiento de

por vida. En todo caso, se puede administrar inmunosupresién suplementaria si se detecta rechazo.

Los farmacos inmunosupresores pueden ejercer accion a todo nivel de la respuesta inmunitaria, desde la
supervivencia y proliferacion de los linfocitos en respuesta a la exposicidn al aloantigeno, a través de la
estimulacién del TCR y sefiales de coestimulacién, hasta la produccidén de moléculas inmunitarias
efectoras.>® El enfoque mas potente (pero también bastante rudimentario) consiste en agotar los
leucocitos del receptor, lo que normalmente se realiza como terapia de induccidn inmediatamente
después del trasplante. La deplecion de leucocitos puede lograrse utilizando anticuerpos monoclonales
dirigidos contra antigenos expresados especificamente en leucocitos, como anti-CD52, que agota estas
células, contrarrestando la citotoxicidad tanto dependiente de anticuerpos como dependiente del
complemento.° Las globulinas policlonales antitimocitos también se utilizan, aunque estas para la

deplecién unicamente de linfocitos T. Mas especificamente, para contrarrestar la activacion de los
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linfocitos T, se pueden usar también farmacos para bloquear el TCR (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales anti-CD3). Alternativamente, algunos farmacos blogquean las sefiales de coestimulacién®%62
que se requieren para la activacidon de los linfocitos T, como es el caso de los anticuerpos anti-CTLA-4, lo

que lleva a inactivar la sefializacion coestimuladora dependiente de CD80/86.

También se pueden utilizar para la induccidén farmacos para neutralizar a los mediadores moleculares de
la respuesta inmunitaria, o sus receptores, con el fin de extinguir la cascada de autopropagacién de
respuestas inflamatorias mediadas por citocinas. En este sentido, es frecuente el uso de anticuerpos
dirigidos contra la cadena a del receptor de IL-2 (CD25), o anti-CD25, para inhibir la activaciéon de los

linfocitos T.53

Para la inmunosupresion de mantenimiento, los farmacos que agotan los linfocitos serian demasiado
perjudiciales para su uso a largo plazo, por lo que en este caso se trata a los pacientes con farmacos que
inhiben la activacidn, proliferacion o reclutamiento de células inmunitarias, en lugar de usar farmacos que
afectan la supervivencia celular. Los inhibidores de la calcineurina que bloquean la sintesis de IL-2%* y por
tanto la activacion de los linfocitos T se emplean ampliamente como inmunosupresion de mantenimiento.
Los agentes que interfieren en el ciclo celular afectaran preferentemente a los linfocitos, debido a la
inusual alta capacidad proliferativa de estas células en comparacidn con otros tejidos adultos. Constituyen
ejemplos de estos medicamentos, los analogos de purina o piramidina y los agentes alquilantes que

interrumpen la sintesis de ADN necesaria para la divisién celular.
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Capitulo 2
Evolucion de las estrategias contra la alorreactividad

El papel de los linfocitos T reguladores
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Desde el advenimiento de la quimioterapia inmunosupresora para el trasplante en la década de los 70, el
resultado a corto plazo del trasplante ha mejorado constantemente, con tasas de supervivencia del
injerto al afio después del trasplante que alcanzan el 97% en los casos de trasplantados de rifién adultos

con injertos de donantes vivos.

No obstante, mientras que La reduccidn progresiva del rechazo agudo del injerto en pacientes
trasplantados a lo largo de la historia es sin duda un testimonio de la eficacia de la medicacion
inmunosupresora, se ha observado que el impacto es pobre en la mejora de la tasa de disfuncién crénica
del injerto. Ademas, los beneficios de estos fdrmacos se ven contrarrestados por sus graves efectos
secundarios.® El estado de impotencia del sistema inmunitario que sigue como consecuencia del efecto
de la inmunosupresion deja al paciente vulnerable a infecciones y tumores que serian contenidas y
destruidas por un sistema inmunitario intacto. Ademas, cada farmaco posee un perfil de toxicidades que
juega en detrimento de la calidad de vida de estos pacientes. El tratamiento con inhibidores de la
calcineurina, por ejemplo, se asocia a un mayor riesgo de hipertensién, diabetes de nueva apariciény
nefrotoxicidad. Dado que la proteccién conferida por estos farmacos se mantiene sélo mientras dure el
tratamiento, el receptor de un trasplante esta obligado a sufrir todas las consecuencias de una

inmunosupresion que debe emplear durante toda su vida.

Nuevas opciones contra el rechazo del injerto

En los ultimos 10 afios se vienen explorando otras alternativas para prevenir el rechazo del aloinjerto. La
induccion de tolerancia, con el objetivo de hacer que el sistema inmunitario intacto del receptor no
responda al aloantigeno es una de las principales. Se cree que el bloqueo de las sefiales coestimulacion
puede contribuir a la induccién de tolerancia, ya que, en teoria, los linfocitos T que reconocen al

aloantigeno en ausencia de coestimulacion deberian volverse anérgicos.®® La induccidn del
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macroquimerismo hematopoyético del donante, mediante el cual la sangre del receptor se llena con
células sanguineas del donante después de la infusion de médula ésea o células madre hematopoyéticas,
puede provocar la eliminacion apoptodtica de los linfocitos T reactivos contra el donante y crear un estado
tolerante. Esta es otra opcidn que se ha ensayado. Se han informado de varios casos de pacientes que
recibieron trasplantes de érganos sélidos después de trasplantes de células madre del mismo donante, a
quienes se les pudo retirar la inmunosupresion con éxito.6’~%° Ademds, se puede suponer que los
mecanismos dominantes de tolerancia periférica, como los ejercidos por subconjuntos de células con
funcién reguladora, podrian explotarse para una induccién de tolerancia mas potente, y esta posibilidad

también esta en estudio.

En todo caso, idealmente, cualquier tratamiento para el rechazo del aloinjerto deberia suprimir la
respuesta inmunitaria contra el injerto especificamente, sin efectos sistémicos sobre el sistema
inmunitario. La préoxima generacion de terapias de trasplante debe disefarse con una toxicidad minimay
una especificidad maxima para proteger al injerto contra el rechazo. En este sentido, una via prometedora
que se esta explorando como solucién a la morbilidad asociada a uso de los medicamentos
inmunosupresores actuales es complementar o reemplazar el tratamiento con estos farmacos por
terapias celulares. También, en lugar de utilizar medicamentos para manipular las células inmunitarias in
situ, podria ser preferible modular el nimero o la calidad de las células inmunitarias supresoras mediante

la infusién de més células reguladoras en el paciente.”®

El concepto de terapia celular para el trasplante es atractivo ya que las células se adaptan exquisitamente
a lo largo de la evolucién para responder a su entorno y comportarse de una manera beneficiosa para su
organismo huésped. Ademas, las células reguladoras ejercen diversos efectos protolerogénicos que
afectan a todo el sistema inmunitario,”* en lugar de dirigirse a un tipo particular de célula (o ruta
bioquimica). De manera critica, se cree que la tolerancia inducida por las células reguladoras se
perpetuaria en si misma, de modo que un solo ciclo de tratamiento podria ser suficiente para mantener

sus resultados a largo plazo.
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Si bien se ha observado capacidad reguladora facultativa en una amplia gama de subconjuntos de células,
esta funcidn reguladora a menudo depende del contexto o posiblemente se limite a un subconjunto
particular de células. Es importante saber que muchas de estas poblaciones celulares, incluidas las células
dendriticas plasmocitoides,’? las células NK-T”3 y los linfocitos T y5,”* que han demostrado poseer funcién
reguladora de la respuesta inmune, también muestran una funcién efectora que seria perjudicial para las
terapias celulares inductoras de tolerancia. Entre las células reguladoras aparentemente “profesionales”
se estdn explorando varias poblaciones como terapias celulares para varias patologias y el trasplante.”® En
fin, se estan estudiando varias opciones de terapia con células inmunitarias reguladoras en trasplante
renal, incluidos los linfocitos T reguladores clasicos, los linfocitos Trl, las células dendriticas tolerogénicas
y los macréfagos reguladores. Los linfocitos T reguladores, que probablemente tienen el cuerpo de
pruebas mas consistente para respaldar su eficacia como producto de terapia celular, son el motivo de

esta tesis doctoral y se describirdn con mas detalle a continuacién.

Linfocitos T reguladores

Los linfocitos T reguladoras son un subconjunto de linfocitos T cuya funcién es mantener la homeostasis
inmunitaria y suprimir la respuesta inmunitaria autorreactiva. La necesidad de una regulacién inmunitaria
mediada por estas células queda ilustrada por las patologias graves asociadas a defectos en este
subconjunto linfocitario. Los pacientes que padecen del sindrome de inmunodeficiencia,
poliendocrinopatia y enteropatia ligada al cromosoma X, o IPEX (por Immunodysregulation
Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked, siglas en idioma inglés), que ocurre como consecuencia de una
mutacion genética en el factor de transcripcion FOXP3 (por forkhead box 3, siglas en idioma inglés), que
presentan los linfocitos Treg, sufren de autoinmunidad sistémica.”>”’” Mientras tanto, los defectos en la
funcion de los linfocitos Treg se han implicado en muchas otras enfermedades autoinmunes como la
diabetes tipo | y la esclerosis multiple.”® Sin embargo, un aumento en el nimero de estos linfocitos T que
expresan FOXP3 se ha asociado con infecciones crdnicas’ y metastasis de tumores.®® En consecuencia,
dado el papel critico que desempefian los linfocitos Treg en la regulacién de la inmunidad, ha habido y

sigue habiendo un gran interés por caracterizar estas células e identificar los marcadores mediante los
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cuales se pueda reconocer a esta poblacién linfocitaria, para comprender su desarrollo y funcién sobre

todo con fines terapéuticos.

A dia de hoy, se han defendido una plétora de moléculas en tanto que marcadores de estos linfocitos
Treg, aungue aln no se ha identificado ninguna molécula que distinga de manera Unica a los Tregs
humanos de cualquier otro subconjunto de linfocitos T. Esta escasez de marcadores hace dificil no sdlo la
identificacién, sino también el aislamiento y la manipulacién de estas células. El subconjunto de linfocitos
T reguladoras identificado por primera vez en ratones se caracterizé como CD4+CD25+.8282 En ratones, la
expresion del factor de transcripcion FOXP3 estd restringida a estos linfocitos T con funcion reguladora'y,
por tanto, define a este subconjunto linfocitario. FOXP3 es fundamental para establecer la regulacion
epigenética y transcripcional de la expresion génica especifica de los linfocitos Treg, definiendo el destino
“funcional” de estas células.®3#* Sin embargo, en la practica, la deteccidn de este marcador se halla
limitada por su localizacién intracelular, que imposibilita el acceso a este sin comprometer la viabilidad de
estas células. Ademas, en humanos, no sélo los linfocitos Treg expresan FOXP3, siné también aquellos
linfocitos CD4+ y CD8+ activados,®-% lo que puede llevar a confusion a la hora de definir en base a este

marcador a los linfocitos T reguladores propiamente dichos.

Otras moléculas presentes en la superficie celular de estos linfocitos, aunque no exclusivamente, pueden
llevar también a confusién a la hora de identificar a los linfocitos Treg. En particular, CD25, el receptor del
factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides (GITR por glucocorticoid-induced tumour necrosis
factor receptor, siglas en idioma inglés),®” el gen 3 de activacién de linfocitos (LAG-3 por lymphocyte-
activation gene 3, siglas en idioma inglés), y CTLA-4 (CD152),%228 se los puede encontrar a todos en la

superficie de los linfocitos Tregs, aunque también en la superficie de los linfocitos T efectores (Teff).

El perfil transcripcional puede ayudar a discriminar entre Tregs y Teffs, constituyendo actualmente la

manera para identificar la huella mas fidedigna del fenotipo Treg, que la da la desmetilaciéon del ADN en la

regién TSDR (por Treg-specific demethylated region, siglas en idioma inglés) de FOXP3.8489-91
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Nuevamente, las técnicas empleadas para identificar a estas células por su perfil epigenético no permiten

el aislamiento de células vivas, y por tanto su eventual empleo terapéutico.

Y para mas confusidn, se han descrito otros varios subconjuntos de linfocitos T con funcién reguladora, los
linfocitos Trl productores de IL-10,%? los linfocitos T CD8+FOXP3+,% los linfocitos T doble negativos® y los
linfocitos Th3 productores de TGF-B, que hacen dificil el propdsito de la regulacién de la respuesta inmune

con fines terapéuticos.

Al igual que todos los linfocitos T, el desarrollo de los linfocitos Treg en el timo comienza a partir de un
precursor de timocitos. Con esta consideracion, los Tregs se pueden clasificar en dos categorias segun su
historia de desarrollo: 1) los que adquirieron el fenotipo Treg dentro del timo ("Tregs derivados del timo"
o "tTregs"), y 2) los que emergieron del timo como Teffs y luego fueron inducidos a diferenciarse en Tregs

en la periferia (“Tregs periféricos” o “pTregs”).

La diferenciacién timica de los linfocitos Treg depende de la unién de su TCR al complejo CMH-
autopéptido. Los Tregs que responden a autoantigenos sobreviven a una delecion clonal,®%¢ lo que no
ocurre con los Teffs tras su exposicidn a autoantigenos.®” Los Tregs son estimulados por interacciones
TCR-CMH-autopéptido con afinidad mucho mas baja que los Teffs, lo que permite la supervivencia de los
Tregs guardando afinidad por su antigeno afin con un umbral por debajo del requerido.’® Adem3s, Los
Tregs se hacen en este proceso de diferenciacién resistentes a la apoptosis.®® Al final de este proceso, los
tTregs emergen adaptados para mantener una tolerancia constante a autoantigenos con el fin de prevenir

la autoinmunidad.

Mientras tanto, la diferenciacion de Teffs en Tregs en la periferia es inducida por la estimulacién del TCR
con antigenos exdgenos en condiciones tolerogénicas (por efecto de citocinas antiinflamatorias,
especialmente TGF-B, que predominan sobre las citocinas proinflamatorias, y con CPAs que expresan
ligandos de coestimulacidn inhibitorios).'% Estos antigenos exdgenos que inducen esta diferenciacién de

Teffs en Tregs incluyen antigenos alimentarios y otros procedentes de organismos comensales. Los pTregs
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resultantes confieren tolerancia a estos antigenos no propios inofensivos en la periferia, siendo

responsables de esta forma de un mecanismo de proteccién contra las reacciones de hipersensibilidad.

Una vez que los linfocitos Treg se hallan en los érganos linfoides secundarios, la estimulacién a través del
TCR y CD28 permite via los factores de transcripcion IRF4 y Blimp-1,2° |a diferenciacién de estas células
hacia un fenotipo Treg efector ("eTreg"). Estos eTregs que se caracterizan por una expresion muy elevada
de marcadores de activacidn, incluido CD25, migran hacia sitios periféricos para mantener la homeostasis
inmunitaria a través de la tolerancia a antigenos extrafios que son inocuos,'% en estrecha relacidn con los

Teffs, atafiando las respuestas Th1,1% Th2104 y Th17.10>

La diferenciacion adicional de los Tregs en un subconjunto de memoria (mTregs) que ocurre al igual que
con los Teffs, puede explicar que también existe memoria para los antigenos tolerados.1% Estos mTregs
persisten en los tejidos periféricos con el fin de modular la respuesta efectora hacia determinados
antigenos en estos sitios. En efecto, la memoria reguladora se puede considerar como una adaptacion
frente a determinados antigenos, como puede ser el caso de aloantigenos derivados del feto o del semen,

frente a los que en situaciones normales no se reacciona.

Ademas, debe destacarse la plasticidad fenotipica de los Tregs, que pueden adquirir un fenotipo
proinflamatorio en sitios de inflamacidn,'% y que probablemente sea el reflejo de la regulacién de su
funcidn en estos sitios, lo que hace pensar el papel que juega el microambiente y la exposicidn a
antigenos en este microambiente donde estos Tregs migran y residen. Los transcriptomas exhibidos por
estos Tregs residentes en los tejidos permiten la caracterizacion de estas células y su localizacién en estos
sitios, que puede ir mas alla de la regulacidn inmunitaria per se, y puede dejar entrever funciones de

soporte y otras no relacionadas con la respuesta inmunitaria.1®®
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Figura 1.

Regulacién de la respuesta inmune por parte de los Tregs

Se requiere del contacto de célula con célula (p. ej., bloqueo de la coestimulacion via la unidn de CTLA-4 con CD80/86), y puede involucrar a otras células distintas a las
del sistema monocito-macréfago. También se lleva a cabo a través de la induccidn de apoptosis de los Teffs via perforina y granzimas, limitacidn de la activacién y
proliferacion de los Teffs a través del agotamiento de IL-2 y ATP en el microambiente, secrecion de citocinas antiinflamatorias (IL-10, IL-35 y TGF-B), entre otros
mecanismos.

ATP, adenosine triphosphate (adenosina trifosfato); CTLA-4, cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4; CXCL, chemokine (C-X-C motif) ligand 1; DC, dendritic cells
(células dendriticas); HO-1, heme oxygenase-1; ICOS/ICOSL, inducible T-cell costimulator/ligand; IDO, indolamina 2,3-dioxigenasa; IFN-y, interferon gamma; IL,
interleucina; ILC2, type 2 innate lymphoid cells; LAG-3, lymphocyte-activation gene 3 (gen 3 de activacién de linfocitos); MHCII, major histocompatibility complex class Il
(Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase Il); NF-kB, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; NK, natural killer cells; NKG2D, natural killer
cells G protein type 2D; PD/PD-L, programmed death protein/-ligand; SOCS3, suppressor of cytokine signaling 3; TGF-B, transforming growth factor-8; TNF, tumor
necrosis factor (factor de necrosis tumoral).

Esquema (idioma inglés), Romano y col., 2018 (110)
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Los mecanismos por los que los Tregs ejercen su influencia suprimiendo la respuesta inmune son
numerosos y variados.”%19%.110 Esta regulacién de la respuesta inmune apunta a una multitud de
subconjuntos celulares y procesos intracelulares, y puede ser dependiente como independiente del

contacto célula con célula (Figura 1).

Los mecanismos dependientes del contacto entre los Tregs y Teffs o CPAs incluyen la participacion de
correceptores inhibitorios con sus respectivos ligandos de coestimulacién inhibitorios. Un claro ejemplo
de esta interaccidn la constituyen la unién de CTLA-4 con CD80 y CD86. Las sefales intracelulares
transmitidas tras esta union tienen que ver con el deterioro de la maduracion, la induccién de la
generacion de moléculas inmunorreguladoras, incluida la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), etc. Ademas,
esta union de CTLA-4 con CD80/86 compite fisicamente con la unién de CD28 con CD80/86, lo que
bloquea eficazmente la coestimulacion.'¥112 De manera similar, la expresién de LAG3 en los Tregs

contribuye a inhibir la maduracidn de las células dendriticas tras su interaccién con el CMH.13

La variedad de factores solubles antiinflamatorios secretados por los Tregs, que incluyen IL-10, IL-35 y
TGF-B, contribuyen a generar y mantener un entorno “supresor” potente dentro del microambiente en el
que se hallan ejerciendo efecto los Tregs.** La IL-10 es una interleucina inherentemente supresora de la
respuesta inmune en la que ya no media contacto celular alguno.'* No obstante, el contacto entre los
Tregs con otras células hace que estas Ultimas secreten citocinas antiinflamatorias que modulan el

comportamiento del resto de células en la vecindad.!1>116

Ademas, los Tregs agotan activamente la IL-2 de su microambiente, debido a la alta densidad del receptor
de esta citoquina que los Tregs exponen en su superficie celular. Esto afecta a los Teffs que se ven
limitados en su activacién, proliferacidn y funcion.'*’-11° Los Tregs también limitan la actividad de los Teffs
agotando el ATP (por adenosine triphosphate, siglas en idioma inglés) extracelular de su microambiente.
Las ectoenzimas CD39 y CD73, expresadas preferentemente por los Tregs, convierten el ATP en AMP (por
adenosine monophosphate, siglas en idioma inglés) y ADP (por adenosine diphosphate, siglas en idioma

inglés), metabolizando después el AMP en adenosina.?>1?! Con la adenosina y a través de fluctuaciones
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en los niveles de cAMP (por cyclic adenosine monophosphate, siglas en idioma inglés), los Tregs inhiben
via contacto con los Teffs, la secrecién de IL-2 por parte estos.*?%123 Los Tregs también son capaces de
inducir la muerte celular por apoptosis de los Teffs directamente mediante la secrecidn de enzimas
citoliticas granzima A, granzima B'?* y perforina,’®® y a través del ligando Fas en la superficie de los Tregs

al contactar este con su respectivo ligando en los Teffs.126:127

En todo caso, los mecanismos reguladores empleados por los Tregs dependen del contexto y estan
determinados por el microambiente en el que se hallan estos, en el que juegan ademads otros varios
factores como la naturaleza de la respuesta inmunitaria, el tipo de células efectoras activadas vy el sitio
anatomico donde estos Tregs estan actuando. Por ejemplo, la supresion de la respuesta inmune mediada
por los Tregs no es la misma dentro de los tumores, donde depende de la produccion de IL-10 y TGF-$, en
comparacién con la que se lleva a cabo en sangre periférica, en la que juegan ademas los niveles de las
citocinas reguladoras que son secretadas.'?® Finalmente, el entorno regulador establecido por los Tregs se
mantiene después y a través de varios mecanismos de retroalimentacidn positiva, incluso una vez resuelta

la inflamacion que se ha logrado yugular.
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Capitulo 3

Nuevos enfoques para mejores resultados en
trasplante

En busca de nuevos biomarcadores
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Hasta hace relativamente poco tiempo la informacidn sobre la respuesta probable de un paciente a los
tratamientos era limitada. Las estrategias de tratamiento generalmente se basaban en la informacion de
la que se disponia, que en gran parte procedia de la experiencia con otros pacientes. No obstante, con
una mayor comprension de la genética ahora es posible personalizar los tratamientos de acuerdo al perfil
de cada paciente, con el fin de indicarlos en aquellos que previsiblemente responderan mejor a estos

tratamientos, y todo ello con la menor cantidad de efectos adversos.12%-132

En esta linea de tratar aquellos que previsiblemente responderan mejor, en el campo del cdncer se han
desarrollado y comercializado ya varios medicamentos que se acompafian de una prueba diagnédstica
“complementaria” que permite saber si un paciente dado presenta un resultado positivo para un
biomarcador determinado que predice que este respondera al medicamento que se le va a administrar.
Constituyen ejemplos de este proceder los tratamientos con trastuzumab y un resultado positivo para
HER2 (por human epidermal growth factor receptor 2, siglas en idioma inglés) en el cdncer de mama,
cetuximab y la presencia de la mutacion K-RAS (por Kirsten rat sarcoma viral oncogene, siglas en idioma
inglés) para el cancer colorrectal metastdsico, y gefitinib y la presencia de mutaciones en el gen del EGFR

(por epidermal growth factor receptor, siglas en idioma inglés) para el cancer de pulmdn. 133134

La Administracion Federal de Medicamentos de los E.E.U.U. ha realizado esfuerzos preliminares para
brindar una orientacién sélida para el desarrollo de tratamientos basados en farmacos y sus
correspondientes pruebas diagndsticas complementarias, aunque tales tratamientos son todavia materia
de debate en lo que respecta a cdmo abordar estas tecnologias codependientes desde una perspectiva
regulatoria y de coberturas.!3>136 En este sentido, existe una creciente frustracién, fundamentalmente en

el seno de la industria y que demuestran los profesionales de la salud por los retrasos que afectan a estos
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tratamientos de medicina personalizada que no terminan de llegar al paciente,'3” y que hacen persistir en

tratamientos que no dependen de prueba alguna.3®

Tanto el medicamento como la prueba diagndstica complementaria necesitan ser evaluados para
determinar su desempefo como requisito a la aprobacion de estos dos como tratamiento, ademas de lo
que respecta la correspondiente cobertura de los mismos, lo que no es una tarea facil.'3® El soporte
probatorio es muchas veces deficiente, sobre todo en los que respecta a los ensayos clinicos que
necesitan evaluar el impacto directo de estos tratamientos en resultados de salud determinados.*3® Los
organos encargados en Australia reconocen de manera similar que las tecnologias codependientes (o
tecnologias que trabajan mejor juntas), en tanto que tratamientos de medicina personalizada, requieren
de una evaluacién mas que minuciosa. Como consecuencia, del trabajo de investigadores australianos en
el campo de la evaluacion de tecnologias sanitarias, se dispone recientemente de un marco de evaluacidn

que hemos utilizado en nuestros métodos, y que procedemos a explicar a continuacion.

Tecnologias de salud codependientes

El examen del impacto en la clinica de las tecnologias codependientes requiere de un enfoque innovador.
Se necesitan de datos para respaldar la afirmaciéon de una relaciéon entre el resultado tras medir un
determinado biomarcador y el efecto propiamente dicho del fdrmaco que se quiere asociar a este
biomarcador. La plausibilidad bioldgica de esta relacién es fundamental. Especificamente, se busca una
relacién causal para desmentir que el biomarcador es independiente del medicamento a emplear a
efectos de su eficacia (prueba prondstica), es decir, para afirmar que el farmaco ejerce un efecto que se
traduce en cambios en el biomarcador que mide la prueba diagndstica complementaria.'? Las decisiones
regulatorias requieren por tanto de evaluar el nivel de codependencia entre farmaco y prueba. Esta
relacion se puede examinar en el soporte probatorio disponible. Se requeriran de ensayos controlados
aleatorios que hayan evaluado prospectivamente el efecto del tratamiento sobre determinados
resultados de salud relevantes para el paciente (p. ej., supervivencia, calidad de vida, complicaciones
reducidas) en subgrupos delimitados por el biomarcador.'#? Serdn argumentos de peso las pruebas que

aporten los ensayos clinicos que se hayan disefiado con este fin.1*!
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Total de

participantes

\

Subgrupos post-
Farmaco A aleatorizacion Farmaco B
por el resultado

del bi d
/N enbprebs O\

Positivo Negativo Positivo

Negativo

Figura 2.
Disefio de ensayo controlado aleatorio estratificado por el resultado del biomarcador

Adaptacioén del trabajo de Merlin y col., 2013. (140)
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Resulta de interés sefalar las limitaciones practicas al respecto de disponer de los ensayos clinicos
apropiados, sobre todo en lo referente a la talla de la muestra en la que se llega a medir el biomarcador
de interés. En este sentido, muchas veces resulta mas eficiente, y es lo que se hace, medir el efecto del
tratamiento comparativamente entre individuos con un resultado positivo y negativo para el biomarcador

(Figura 2).

Cuando el efecto del tratamiento se puede medir a través del estado del biomarcador, el fdrmacoy la
prueba se consideran altamente codependientes. Un fdrmaco A puede haber sido desarrollado
especificamente para acometer a un biomarcador determinado y producir un beneficio clinico que se
puede medir a través de resultados de salud relevantes para el paciente previamente definidos. Un
impacto “favorable” del tratamiento se puede apreciar por tanto a través de un resultado positivo del
biomarcador en aquellos que reciben el farmaco A. Si estos pacientes usaran un farmaco B, reemplazando

este por el fdarmaco A mejorarian los resultados con el cambio llevado a cabo.

No obstante, muchas veces es necesario y razonable adoptar un enfoque pragmatico vinculando distintos
tipos de pruebas con el fin de construir una cadena de argumentos que permita abordar todas las
incertidumbres y limites posibles, sobre la base de una sélida validez interna dictada por le caracter

sistematico de los procesos seguidos.'4°

Ademas, es necesario considerar otros factores al evaluar el medicamento de interés, por ejemplo, si el
tratamiento es adicional a otros ya existentes o si reemplaza a los actuales, lo que puede incluir también
al biomarcador que se pretende asociar al farmaco evaluado, asi como otros factores que tienen que ver

con la logistica en la gestidn de pacientes y muestras, etc.'4°

En el ambito internacional, aunque existen otras iniciativas, hasta la fecha, ningln pais ha desarrollado un

sistema para evaluar los paquetes de farmacos y pruebas diagndsticas complementarias con fines

regulatorios como ha sio el caso de Australia.
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Biomarcadores y codependencia entre fairmaco y prueba en trasplante renal

El trasplante a pesar de ser la solucién mas apropiada frente a la insuficiencia organica terminal® se
enfrenta a limites hoy en dia todavia infranqueables, que sobre todo vienen impuestos por la necesidad
de una inmunosupresién farmacoldgica de por vida. Los farmacos empleados para prevenir el rechazo del
injerto se asocian a graves e invalidantes efectos secundarios,®® lo que subraya la necesidad de
intervenciones encaminadas a reducir la exposicidn a estos medicamentos. En este sentido, como en
otros campos en investigacidn clinica, la necesidad de biomarcadores que viene planteada desde la
intencién de poder proponer tratamientos mas personalizados a estos pacientes, ha generado y sigue
generando entusiasmo a todo nivel. Particularmente, los investigadores en farmacometriay la
investigacion que conduce a nuevas decisiones regulatorias se encuentran particularmente implicados en

mejorar el tratamiento de los trasplantados.

No obstante, la utilidad clinica real de los marcadores propuestos hasta el momento no se entiende del
todo bien. A este respecto, los biomarcadores procedentes del perfil transcripcional para detectar
receptores con bajo riesgo de rechazo contribuyen sélo a comprender los mecanismos involucrados en
una menor respuesta por parte del sistema inmune que estos pacientes presentan, pero no es posible con
ellos llegar a una toma de decisiones en la clinica. A esto se suman los costosos métodos que suponen la

puesta en marcha de la la tecnologia de secuenciacién para poder detectar estos marcadores.

Alternativamente, la evaluaciéon del fenotipo inmunitario en sangre periférica podria convertirse en una
herramienta valiosa para discernir entre pacientes con alto y bajo riesgo de rechazo. La citometria de flujo
es una técnica sencilla y de resultados fiables que puede permitir un seguimiento de aquellos receptores
con bajo riesgo de rechazo tras ajustes en la inmunosuporesion con el fin de favorecer una menor
respuesta a los aloantigenos del donante por parte del receptor. Nuevamente, los linfocitos T reguladores
hacen su aparicién como protagonistas de esta menor respuesta y del bajo riesgo de rechazo. Los
esquemas de novo con, o el cambio a inhibidores de mTOR (por mammalian target of rapamycin, siglas en
idioma inglés) con/sin belatacept, un anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4, favorecen la expansion de esta

poblacién linfocitaria, que se ha relacionado con la estabilidad e incluso la mejora de la funcidn de los
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injertos renales, que se piensa ocurre por efecto del tratamiento con estos inmunosupresores. Las

pruebas de un efecto protector de esta poblacién linfocitaria constituyen la base de ensayos clinicos que

han intentado confirmar si tratando con estos medicamentos se llegarian a mejores resultados en

trasplante renal.

140 en tanto que biomarcador, el

Si la hipdtesis de codependencia entre farmaco y prueba es cierta,
numero de Tregs en sangre periférica se puede asumir que varia dependiendo del efecto que tienen los
inhibidores de mTOR (I-mTOR) solos o combinados con belatacept en el mantenimiento de la funcidn del
injerto renal. Por tanto, estos inmunosupresores podrian usarse con una prueba diagndstica
complementaria, la determinacién del nUmero de Tregs en sangre periférica. En este sentido, un mayor
numero de Tregs se asociaria a una menor frecuencia de eventos de disfuncidn aguda del injerto (DAI)
que observariamos a través de la estabilidad de la funcién del injerto renal, que se asumiria como

resultado de salud relevante para el paciente o beneficio. Hasta la fecha, solo se dispone de la medicién

de creatinina sérica para la evaluacién de la funcién del injerto renal.
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Capitulo 4
Nuestro aporte

Propuesta de un nuevo biomarcador para los

trasplantados renales
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Un biomarcador, segun la definicidn del Instituto Nacional para la Salud de los Estados Unidos, es una
caracteristica que se puede medir de forma objetiva y evaluar como un indicador de los procesos
bioldgicos normales, patogénicos o de la respuesta a un farmaco o intervencidn terapéutica.'*? Con la
llegada de los biomarcadores ha ocurrido un cambio importante en el concepto de atencidon en salud, que

apuesta ahora por un tratamiento “a medida” de las enfermedades, es decir, adaptado a cada paciente.

Los hallazgos que presenta esta tesis doctoral constituyen el punto de partida para personalizar el
tratamiento de los trasplantados renales, que resulta necesarisimo, como lo es para otros receptores de
drganos sélidos, con el fin de minimizar y prevenir los efectos indeseables de la inmunosupresion
farmacoldgica, y que interesan sobre todo en un pais como Espafa que destaca por su intensa actividad

trasplantadora.

Nuestro trabajo propone un biomarcador que constituye una variable “sustituta” para un resultado de
salud relevante para los trasplantados renales.’*? Sobre la base de los ensayos clinicos considerados, se
asumio la estabilidad de la funcidn del injerto que hemos definido como una baja frecuencia de eventos
de DAl en tanto que el beneficio a alcanzar. El nuevo biomarcador que proponemos, el nimero de Tregs
en sangre periférica, varia en tanto varia el efecto del tratamiento con I-mTOR con/sin belatacept en la
funcidén del injerto renal, por lo que plantea el empleo del recuento de estos linfocitos como prueba

diagnostica complementaria del tratamiento con estos inmunosupresores.

En las lineas siguientes se expone el desarrollo de nuestro trabajo que ha dado lugar a la publicacién de

tres articulos en revistas indizadas, que constituyen el aporte al conocimiento de esta investigaciéon que

presenta este manuscrito de tesis doctoral.#4-146
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Diseiio del estudio

Se elaboraron, revisaron, y modificaron si fue el caso, cinco protocolos de revisién sistematica de la
literatura en la que participaron nefrélogos e internistas con experiencia en trasplante de renal,
inmundlogos con experiencia en citometria de flujo, y farmacometristas. Estos protocolos de estudio se
sometieron para su evaluacion por el comité editorial del Registro Internacional de Revisiones

Sistematicas Prospero (direccion electrdnica: https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERQ/), inscribiéndose y

publicandose estos el 22 de agosto de 2016 (referencia: CRD42016046285), 2 de marzo de 2017
(CRD42017057570), y 18 de enero de 2018 (CRD42018085019, CRD42018084941, CRD42018085186).
Todas las versiones de estos protocolos se encuentran disponibles y son de libre acceso a través del portal

de Prospero.

Estos protocolos de estudio presentan los métodos, al equipo investigador, y demas detalles importantes
de las revisiones sistematicas llevadas a cabo. Con el registro de estos protocolos se cumplen las
exigencias de las guias del grupo de trabajo PRISMA (por Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses, siglas en idioma inglés) que son actualmente la referencia para el desarrolloy la
presentacién de toda revision sistematica que no se cifie a los patrones de las revisiones Cochrane.*” Con
la inscripcién de nuestros protocolos de estudio se garantiza el caracter prospectivo de la anotacion de
todos los detalles de nuestro estudio, que involucran no sélo los métodos que se siguieron,*® sino
también cualquier cambio justificado en estos,'*® |a idoneidad del trabajo en su totalidad,*° y muy
particularmente previene la aparicién de cualquier tipo de sesgo evitable que pudiera restar calidad a
cualquiera de las revisiones sistemdticas que se llevaron a cabo.'®® Pueden consultarse los textos de las

guias PRISMA disponibles que avalan estos argumentos en el siguiente hipervinculo: http://www.prisma-

statement.org/

Las cinco revisiones sistematicas que conformaron la panrevisién sistematica que presenta esta tesis
doctoral se diseiaron para permitir recolectar las pruebas referentes al valor del nimero de Tregs en
sangre periférica como variable “sustituta” del efecto del tratamiento con I-mTOR solos o combinados con

belatacept en la funcién del injerto renal. Respondiendo a la pregunta de investigacidén que se desprende
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de este propésito, la intencidn de nuestra investigacion era la de proponer el empleo del recuento de

estos linfocitos como prueba diagnéstica complementaria del tratamiento con estos inmunosupresores.

Nuestro punto de partida fue una primera revisidn sistematica denominada “piloto”, cuyos hallazgos
publica el primer articulo de esta tesis doctoral,** y que sirvié de guia para el disefio y desarrollo de las
siguientes 4 revisiones sistematicas con las que se identificé la informacidn para responder a la pregunta

central de investigacion de nuestro trabajo (Figura 3).

31/08/2016 31/12/2017

Figura 3.
Plan de estudio de la panrevision sistematica.
Una primera revisidn sistematica (informacién a fecha 31 de agosto de 2016) dio lugar a las posteriores 4

revisiones desarrolladas (informacién a fecha 31 de diciembre de 2017).

Ninguna de las cinco revisiones sistematicas desarrolladas respondieron a la misma pregunta de
investigacion ni recuperaron las mismas pruebas. Tras la revision sistematica “piloto” que se desarrollé
siguiendo un disefio clasico de revision sistematica, empleamos una técnica secuencial ya empleada en
otras investigaciones en otras areas, en la que las revisiones sistematicas se desarrollan por etapas,*°?
para con los hallazgos de una primera etapa informar la siguiente. Estas etapas o pasos constituyeron un
inventario preliminar de pruebas sobre la problematica a resolver —en la literatura mencionado con el

nombre de mapping (término en idioma inglés)— con el que se orientd la busqueda y posterior
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identificacién de aquellas pruebas con las que finalmente se di6 respuesta a la pregunta central de

investigacién, en un segundo paso denominado de revision “en profundidad”.'>?

Los hallazgos de estas cuatro revisiones sistematicas desarrolladas tras la primera se publican en los otros
dos articulos en los que se sustenta esta tesis doctoral.'*>1%® Dos de estas revisiones fueron de dos etapas
y se disefiaron para confortar respectivamente con una revision la siguiente —en nuestro articulo
publicado en la revista International Inmmunopharmacology se las menciona como revisones core e in-
focus (términos en idioma inglés)—, para lo que fue necesario el soporte de los hallazgos de otras dos
revisiones de una etapa, una en apoyo del paso del inventario preliminar y la otra del paso de la revision

sistematica “en profundidad” de la revisidn sistematica core (Figura 4).

Los hallazgos que presentamos corresponden a la informacién recuperada a fecha 31 de diciembre de
2017 (revision sistematica in-focus), que actualizan los hallazgos de nuestras busquedas a fecha 31 de
marzo de 2017 (revisidn sistemadtica core), asi como los hallazgos en la revisidn sistematica “piloto” que
tienen fecha de 31 de agosto de 2016. El proceso de seleccion de estudios de las 5 revisiones sistematicas
desarrolladas fue el que dicta el grupo de trabajo PRISMA en sus recomendaciones para revisiones
sistemdticas nuevas en las que se buscaron en bases de datos, repositorios y otras fuentes,'* llevdndose

a cabo esta seleccion de estudios en el orden que dictaba nuestro plan de estudio.
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Figura 4.
Diagramas de flujo PRISMA presentando el proceso de seleccion de la pan-revision sistematica.
PRISMA, Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses.

Esquema (idioma inglés), Herrera-Gémez y col., 2018 (145)

58



Previamente, basados en blsquedas no sistemdticas de la literatura, se definieron los elementos en base
a los cuales se juzgd sobre la elegibilidad de los estudios a incluir. En las lineas siguientes, a través del

acrénimo PIECOS (por Participants, Interventions, Exposures, Comparators, Outcomes, Study type, siglas
en idioma inglés), se presentan a los participantes (poblacion objetivo), las intervenciones, exposiciones,

el comparador, los desenlaces, y tipos de estudio que se consideraron elegibles.

Los principales hallazgos de este trabajo involucran Unicamente a pacientes trasplantados renales adultos,
para los que se propone el biomarcador y en los que se confirmd la codependencia entre farmaco y
prueba. Sin embargo, siguiendo nuestra intencion y segun lo permitia nuestro plan de estudio y disefio de
las revisiones sistematicas desarrolladas, se recopilé informacién —ademas de trasplantados renales—de
otros receptores de rganos sélidos, tanto adultos y pediatricos, en linea a poder recuperar todas las
pruebas referentes a las propiedades reguladoras de la respuesta inmune de los Tregs en estos pacientes,
que, en segundo lugar, luego quisimos estudiar en relacién con el tratamiento con I-mTOR solos o

combinados con belatacept.

El nimero de Tregs en sangre periférica fue la exposicidn en todas las revisiones sistematicas llevadas a
cabo. El tratamiento con I-mTOR con/sin belatacept se compard con el tratamiento cldsico con inhibidores
de la calcineurina (ICN). Se consideraron tanto los esquemas con I-mTOR de novo, es decir, el tratamiento
con estos inmunosupresores desde el primer dia postrasplante, asi como la conversion a I-mTOR antes y
después del primer afio postrasplante. Se consideraron como cointervenciones el tratamiento con
derivados del 4cido micofendlico con/sin corticosteroides, y el tratamiento de induccion con globulinas
antitimocitos policlonales, y anticuerpos anti-CD52 y anti-CD25. La estabilidad de la funcién del injerto
definida como una baja frecuencia de eventos de DAI fue el resultado o desenlace elegido.
Independientemente de los ensayos controlados aleatorios (ECA) que fueron los estudios en base a los
cuales se presentan los principales hallazgos de este trabajo, con las revisiones sistemdticas desarrolladas

también se identificaron estudios observacionales y transversales.
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Con la misma combinacién de términos referentes a los participantes, las intervenciones y exposiciones,
se procedié a la busqueda bibliografica en cada una de las bases de datos, repositorios y archivos para
identificar los estudios a incluir, adaptandose las féormulas de busqueda construidas al lenguaje, diccidn y
restricciones terminoldgicas de cada una de las bases de datos con las que se trabajo. A todos los
farmacos considerados en tanto de intervenciones y cointervenciones se los incluyé en las férmulas
construidas haciendo uso de sus nombres comerciales, genéricos, y su codigo en el Sistema de
Clasificacion Anatdmica, Terapéutica, Quimica (ATC por Anatomical, Therapeutic, Chemical, siglas en
idioma inglés). A los linfocitos T reguladores se los incluyé haciendo uso de todos los sinénimos posibles.
En todos los casos, las busquedas se llevaron a cabo haciendo uso de términos de indizaciéon y de texto
libre. Las busquedas no se filtraron por tipo de informe (p. ej., articulo original o carta al editor), tipo de

acceso (p. ej., acceso abierto), o afio/fecha de publicacion de los trabajos.

A efectos de su elegibilidad, sélo se incluyeron las investigaciones desarrolladas, tanto aquellas publicadas
y no publicadas, hasta el 31 de diciembre de 2017 (leer lineas arriba). Aunque se accedieron a trabajos en
idioma chino, espaiiol, francés, y portugués, nuestra busqueda bibliografica se disefid para identificar

Unicamente trabajos en idioma inglés.

Se buscaron estudios publicados en revistas indizadas en los buscadores PubMed, Ovid y WOS (Web of
Science) que dan acceso a Medline, Scopus de Elsevier que permite acceder a Embase, y en el buscador
del Registro CENTRAL de la Colaboracién Cochrane. Se revisaron también los registros de estudios
ClinicalTrials.gov, Registro de Ensayos Clinicos de la Unién Europea y Registro de ISRCTN (por International
Standard Randomised Controlled Trial Number, siglas en idioma inglés) de Reino Unido, en busca de los
protocolos de los estudios publicados identificados, y, a través de esta busqueda de protocolos, de otros

estudios pendientes de identificar.

Ademas, nuestra busqueda se extendid a las fuentes de literatura gris —estas fuentes recogen todas las
investigaciones no publicadas en revistas indizadas— que incluyeron los repositorios de tesis doctorales y

trabajos de fin de master DART-Europe (por Digital Access to Research Theses — Europe, siglas en idioma
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inglés) y OATD (por Open Access Theses and Dissertations, siglas en idioma inglés), asi como los archivos
de resumenes de reuniones internacionales relacionadas con la temdtica de nuestro estudio. Asimismo,
las referencias bibliograficas de los estudios incluidos también se revisaron a fin de no dejar de identificar

ningun estudio potencialmente elegible de entre aquellos citados por los trabajos incluidos.

Tabla 1.

Reuniones internacionales con acceso a sus resumenes presentados.

Nombre de la reunién Sesiones

All Annual Meeting 2006-2017

ASN Kidney Week 2003-2015

ATC 2002-2005, 2007-2013, 2015-2017

ECI 2006, 2009, 2012 and 2015

ERA-EDTA 2002-2015

ESOT Congress 1997, 1999, 2001, 2005, 2007, 2009, 2011, 2013, 2015, 2017
TTS International Congress 1998, 2000, 2002, 2004, 2006, 2008, 2010, 2012, 2014, 2016
World Transplant Congress 2006, 2014

Abreviaturas: AAl, American Association of Immunologists; ASN, American Society of Nephrology; ATC,
American Transplant Congress; ECI, European Congress of Immunology; ERA-EDTA, European Renal
Association — European Dialysis and Transplantation Association; ESOT, European Society for Organ

Transplantation; TTS, the Transplantation Society.

Los ensayos clinicos y demas estudios identificados tras las busquedas en las cinco revisiones sistematicas
se sometieron al proceso de seleccidn correspondiente segun la sistematica del grupo de trabajo PRISMA
para revisiones sistematicas nuevas en las que se buscaron en bases de datos, repositorios y otras fuentes
(leer lineas arriba).*>3 En todas las revisiones sistematicas, dos investigadores realizaron un cribado previo

en el que revisaron los titulos y resumenes de los estudios publicados y no publicados identificados para
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seleccionar los estudios potencialmente elegibles, cuyo texto completo luego se revisé de forma
independiente para decidir formalmente sobre su inclusién en cada una de estas revisiones sobre la base
de los criterios de elegibilidad definidos. Cuando existieron dudas, siempre que fue posible, se contacté
con los investigadores de los trabajos que se estaban revisando en busca aclaraciones, y en caso de
persistir las dudas, estas se resolvieron bien mediante el didlogo o trasfiriendo el trabajo en conflicto a
otro investigador que actud de conciliador. La identidad de los investigadores que participaron en este

proceso de seleccidén puede consultarse en nuestros protocolos de estudio registrados en Prospero.

Sintesis de la informacién

Recabamos toda la informacién por la que los trabajos incluidos cumplian con los criterios de elegibilidad
definidos, es decir, todos los detalles referentes a los participantes (poblacion objetivo), las
intervenciones, exposiciones, el comparador, los desenlaces, y tipos de estudio que interesaron, con los

que se procedi6 al desarrollo de la sintesis perseguida.

No obstante, previo al desarrollo de este resumen, se evalud el riesgo de sesgo o calidad en los estudios
incluidos con las herramientas metodoldgicas apropiadas.t>*1%¢ Con la herramienta de la Colaboracién
Cochrane se evalué la calidad en el seno de los ensayos clinicos buscando la existencia de sesgos
considerando los siguientes 7 dominios clave: 1) generacion aleatoria de la secuencia, 2) ocultamiento de
la asignacion, 3) cegamiento de los participantes y del personal, 4) cegamiento de los evaluadores de los
desenlaces, 5) datos incompletos de los desenlaces, 6) notificacidn selectiva de los resultados, y 7) otras
fuentes de sesgo.'>* Se decidié emplear la herramienta de Hayden para evaluar la calidad en los estudios
observacionales incluidos los transversales al entender que estos habian evaluado un potencial factor
prondstico.’*® Esta herramienta en su Ultima versidn se compone de 6 items que consideran las siguientes
fuentes de sesgos: 1) participacion en el estudio; 2) deserciéon del estudio; 3) medicion del factor
prondstico; 4) medicion de los resultados o desenlaces; 5) medicion y control de las variables de

confusidn, y 6) adecuacién del andlisis estadistico.'>®
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Asimismo, todos los hallazgos de esta sintesis se sometieron a una evaluacién por clinicos expertos en
inmunopatologia del trasplante, expertos en citometria de flujo, y expertos en farmacometria, para
confirmar sobre todo si nuestros hallazgos seguian la direccién correcta y se encontraban acordes al
contexto actual, participando en una técnica de supervisidon ya empleada en otras investigaciones.' La
identidad de estos especialistas de renombrada cualificacion puede consultarse en nuestros protocolos de

estudio registrados en Prospero y en los articulos que publican los resultados de este trabajo.

Se llevaron a cabo calculos de metaandlisis pareado con datos agregados. En ningin momento se
pretendio aspirar a una sintesis con datos individuales de los participantes en los estudios seleccionados.
Todos los calculos que se presentan se han realizado en modelos de efectos aleatorios. La frecuencia de
eventos de DAl en base a la cual se juzgd sobre la estabilidad de la funcidn del injerto fue el resultado o
desenlace principal de nuestro analisis matematico, calculandose el efecto que tiene sobre este desenlace
el nimero de Tregs en sangre periférica, que se presenta a través del cociente o razén de probabilidades
—en la literatura mencionado con el nombre de odds ratio (término en idioma inglés)— obtenido con la

férmula de Mantel-Haenszel mostrada a continuacion:

s a;d;
=1 nl
s bic
=1 n;

ORpantel-Haenszel =

Ademas, se compard el nimero de Tregs en sangre periférica entre trasplantados renales tratados con |-
mTOR con/sin belatacept y con ICN a través de la diferencia media tipificada § —en la literatura
mencionado con el nombre de standardized mean difference (término en idioma inglés)—, asumiendo la
independencia y normalidad de las distribuciones de cada uno de estos dos grupos en la variable
dependiente, y ponderados por la inversa de la varianza siguiendo el precepto expresado por la férmula

siguiente:



Hemos utilizado el programa informatico RevMan (Review Manager) versidn 5.3 (Colaboracion Cochrane)
para el desarrollo de esta parte del andlisis, y con los ajustes por defecto que ofrece este programa a

efectos de simplificar la reproducibilidad de nuestros célculos.

Nuestro andlisis incluyé también la estimacién del coeficiente de correlacién de Pearson r
correspondiente a la relacion entre el aumento del nimero de Tregs en sangre periférica y la estabilidad
de la funcidn del injerto renal, para la que se utilizé el programa informatico MedCalc versién 16.4.1
(American Statistical Association). Con este programa y con RevMan se confeccionaron los pertinentes
graficos de bosque —Forest plot (término en idioma inglés)— con los efectos calculados y sus

correspondientes intervalos de confianza al 95% (IC-95%).

Tratamiento de las limitaciones
Se realizaron los cdlculos pertinentes para evaluar el impacto de las limitaciones propias a cualquier

metaanalisis. Estas limitaciones son la heterogeneidad y el sesgo de publicacidn.

Con RevMan y MedCalc, seguin correspondid, se calculd la heterogeneidad estadistica empleando la
prueba de Chi-cuadrado, asi como el impacto que ejerce esta heterogeneidad en las estimaciones a través
del estadistico I? o prueba de inconsistencia. Con estos programas, en los graficos de bosque
confeccionados, tras calcular los grados de libertad y el p-valor correspondiente a los valores de Chi-
cuadrado obtenidos, se calculd el valor de I? correspondiente, cuya férmula que incluye a Chi-cuadrado y

considera sus grados de libertad (gl) se muestra a continuacion:
—gl
2= (Q—g) x 100%

Con el estadistico I? se establecen umbrales que muestran en porcentajes el alcance de la
heterogeneidad en los resultados de un metaanalisis, con una interpretacién —esta depende sobre todo

de la fuerza de la prueba de Chi-cuadrado, es decir, de su p-valor— que es la siguiente:
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1. 0-40%: pudiera no ser importante;
2. 30-60%: puede representar heterogeneidad moderada;
3. 50-90%: puede representar heterogeneidad significativa;

4. 75-100%: la heterogeneidad es considerable.
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Figura 5.

Grafico en embudo de un metaandlisis pareado con ensayos clinicos.

Los estudios se disponen en el embudo invertido por su tamafo muestral expresado a través de su ET.
ET, error tipico; OR, odds ratio (cociente de probabilidades); SE, standardized error (error tipico).

Esquema (idioma inglés), Herrera-Gémez y col., 2019. (156)

Con RevMan y MedCalc, segun correspondid, a través de la evaluacién visual de los graficos en embudo —
Funnel plot (término en idioma inglés)— que estos programas confeccionan, y con METAFOR (por META-
analysis package FOr R, siglas en idioma inglés) version 2.4 (Entorno R), que complementa con la prueba
de Egger la evaluacidn visual de estos graficos en embudo, se evalud la existencia de sesgo de publicacion.

Los graficos en embudo en los que se enfrenta el error tipico (ET) —este se usa como medida del tamafio
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muestral— con la magnitud del efecto de la intervencidn/exposicion calculada, permiten la evaluacién del
sesgo de publicacidn en caso de observar una asimetria en la disposicién del conjunto de estudios en
ellos, que ocurre frecuentemente cuando aparecen estudios con un nimero pequefio de participantes y

mostrando efectos importantes.

A manera de ejemplo, para entender cdmo visualmente se debe buscar la existencia de sesgo de
publicacidn, extraido de un trabajo llevado a cabo en nuestro laboratorio,**” se muestra el grafico en
embudo (Figura 5) correspondiente a un analisis que midio el efecto del tratamiento reductor de
colesterol en individuos que presentaban funcién renal normal (FRN) hasta un deterioro leve compatible
con estadios 1y 2 de enfermedad renal crénica (ERC) segun la clasificacion del grupo internacional KDIGO
(por Kidney Disease—Improving Global Outcomes, siglas en idioma inglés).'>® En este gréfico, segun la
manera en cémo se disponen los estudios comparados, se puede observar que dos de estos yacen en la
parte central del embudo invertido, y esto debido al nUmero de participantes que estos incluyeron, que

fue menor respecto al de los doce trabajos restantes.>”

La prueba de Egger>® es una prueba de regresion lineal que calcula la intercepcion S, con el inverso del
ET que es equivalente a la precision (variable independiente) y el efecto referenciado |z| que resulta de

aplicar la formula siguiente:

Los valores de dividir el efecto correspondiente a la intervencion de interés 8 entre su ET se consideraran
significativos cuando sean 2 1,96 6 < —-1,96, que es lo que se esperara encontrar con estudios pequefos
gue, con su poca precision, muestran un efecto importante. En estos casos se obtendran intercepciones

Bo importantes, con amplios grados de libertad (gl), confirmandose la asimetria en un grafico en embudo.
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Increased Tregs Decreased Tregs Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
BMS-224818 study 1 59 6 30 26.1% 0.07 [0.01, 0.60] +
Chandigarh study 0 31 2 29 12.9% 0.17 [0.01, 3.80] ¢
Hobpital Edouard Herriot study 1 9 1 10 14.3% 1.13 [0.06, 21.09)
IRCCS Policlinico S. Matteo study | 30 2 32 20.4% 0.52 [0.04, 6.02]
Mario Negri Institute study 0 11 1 10 11.2% 0.28[0.01, 7.57]
University of Foggia 1 20 1 20 15.2%  1.00[0.06, 17.18]
Total (95% CI) 160 131 100.0% 0.31 [0.10, 0.93] e
Total events 4 13
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi® = 3.58, df = 5 (P = 0.61); I* = 0% 'r001 0#1 + 1004
Test for overall effect: Z = 2.10 (P = 0.04) Favours [increased Tregs] Favours [decreased Tregs)
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Figura 6.

Grafico de bosque y grafico en embudo presentando el efecto del aumento del nimero de Tregs en sangre periférica en los trasplantados renales sobre el nimero

de eventos de DAI registrados en estos pacientes.

Cl, confidence interval (intervalo de confianza); DAI, disfuncion aguda del injerto; M-H: Mantel-Haenszel; Tregs, linfocitos T reguladores; SE, standard error (error

tipico).
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mTORi CNI Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
1.1.1 mTORi de novo
Hdpital Edouard Herriot study 16 1 9 i 2 1 10 23.9% 4.78 [2.85, 6.70] =
Mario Negri Institute study 26 2 a By | 9 1 10 15.7% 10.16 [6.65, 13.68] —
Subtotal (95% CI) 20 20 39.6% 7.26 [2.00, 12.52] -’
Heterogeneity: Tau® = 12.41; Chi? = 6.93, df = 1 (P = 0.008); I = 86%
Test for overall effect: Z = 2.70 (P = 0.007)
1.1.2 mTORi conversion
Chandigarh study 7 2 31 4 2 29 20.1% 1.48 [0.90, 2.06] -+
IRCCS Policlinico S. Matteo study 12 A 30 109 32 30.3% 0.21[-0.29, 0.71] ‘
Subtotal (95% CI) 61 61 60.4% 0.84 [-0.41, 2.08]
Heterogeneity: Tau? = 0.73; Chi? = 10.71, df = 1 (P = 0.001); I? = 91%
Test for overall effect: 2 = 1.31 (P = 0.19)
Total (95% CI) 81 81 100.0% 3.24 [1.26, 5.22] ‘
Heterageneity. Tau? = 3.30; Chi? = 53.15, df = 3 (P < 0.00001); I* = 94% t t

Test for overall effect: 2 = 3.21 (P = 0.001)
Test for subgroup differences: Chi? = 5.42, df = 1 (P = 0.02), > = 81.6%
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mTORi CNI Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
1.2.1 mTORi de novo
Hdpital Edouard Herriot study 14 1 9 10 2 10 345% 2.37[1.14, 3.61) -
Mario Negri Institute study 22 2 11 5 5 10 29.6% 7.15 [4.60, 8.70] i
Subtotal (95% Cl) 20 20 64.0% 4.63 [-0.04, 9.30] R
Heterogeneity, Tau? = 10.35; Chi? = 10.92, df = 1 (P = 0.0010); I = 91%
Test for overall effect: Z = 1.94 (P = 0.05)
1.2.2 mTORIi conversion
IRCCS Policlinico S. Matteo study 1.4 o3 30 1.2 0.9 32 36.0% -0.15[-0.64, 0.35] :
Subtotal (95% CI) 30 32 36.0% ~-0.15 [-0.64, 0.35]
Heterogeneity. Not applicable
Test for overall effect: Z = 0.57 (P = 0.57)
Total (95% CI) 50 52 100.0% 2.88 [-0.33, 6.09] e =
Heterogeneity, Tau® = 7.39; Chi® = 41.34, df = 2 (P < 0.00001); 1> = 95% _:4 _:2 5 § ;1

Test for overall effect: Z = 1.76 (P = 0.08)

Test for subgroup differences: Chi? = 3.96, df = 1 (P = 0.05), I? = 74.8%
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mTORi CNI Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
1.3.1 mTORi de novo
Mario Negri Institute study 18 2 11 10 1 10 48.3% 4.78 [2.96, 6.60] —i—
Subtotal (95% CI) 11 10 48.3% 4.78 [2.96, 6.60] e
Heterogeneity. Not applicable
Test for overall effect: Z = 5.15 (P < 0.00001)
1.3.2 mTORi conversion
IRCCS Policlinico S. Matteo study 12 1 30 1.2 0.7 32 S51.7% 0.00 [-0.50, 0.50] :
Subtotal (95% CI) 30 32 S517% 0.00 [-0.50, 0.50]
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z = 0.00 (P = 1.00)
Total (95% CI) 41 42 100.0% 2.31[-2.38,6.99]

Heterogeneity. Tau? = 10.97; Chi?
Test for overall effect: Z = 0.87 (P = 0.23)

24.70, df = 1 (P < 0.00001); I = 96%

Test for subgroup differences: Chi? = 24.70, df = 1 (P < 0.00001), I> = 96.0%
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Figura 7.

Graficos de bosque presentando el efecto de la inmunosupresiéon con I-mTOR en el niimero de Tregs en sangre periférica en los trasplantados renales.

(a) 3—6 meses post-TX (b) 12 meses post-TX (c) 24 meses post-TX

Cl, confidence interval (intervalo de confianza); CNI, calcineurin inhibitors (inhibidores de la calcineurina); IV: inverse variance (inversa de la varianza); mTORIi,
mammalian target of rapamycin inhibitors, (inhibidores de mammalian target of rapamycin); Tregs, linfocitos T reguladores; TX, trasplante; SD, standard deviation

(desviacion tipica).
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Desarrollo del biomarcador

Los principales hallazgos de nuestro trabajo involucran a un total de 291 trasplantados renales que se
estudiaron en 6 ECAs,'%-16 de |os cuales 127 se trataron con esquemas de novo con inhibidores de mTOR
solos (n = 20) o en combinacion con belatacept (n = 26), o se los sometid a la conversidn de su
tratamiento inmunosupresor con ICN hacia una inmunosupresion basada en I-mTOR (n = 81). Estos
ensayos se habian disefiado especificamente para evaluar el efecto del tratamiento con I-mTOR con/sin
belatacept en el nimero de Tregs en sangre periférica y de otras poblaciones linfocitarias, que realizaron
a través de la estratificacion de sus participantes por estas exposiciones, lo que permitié indagar sobre y
luego confirmar la existencia de codependencia entre farmaco y prueba.*® Remitimos al lector al capitulo
3 de este manuscrito en busca de las aclaraciones pertinentes respecto al enfoque seguido. Estos ensayos
formaban parte de la evaluacion de fase 2 y 3 de estos inmunosuporesores y se habian llevado a cabo en
Espaiia, E.E.U.U., Francia, Italia, e India. Pueden consultarse los detalles de todos estos trabajos en lo
referente a sus participantes, intervenciones, exposiciones, comparador, y desenlaces en los tres articulos

que publican los hallazgos de esta tesis doctoral.244-146

Los ECAs incluidos coinciden todos en el aumento del nimero de Tregs en sangre periférica en los
trasplantados renales tratados con I-mTOR con/sin belatacept comparados con aquellos tratados con ICN.
En estos ensayos, el fenotipo inmunitario considerado para identificar estos linfocitos fueron la expresién
de CD4,%60-166 pjveles elevados de CD25,160-166 de CTLA-4,'54 niveles bajos de CD127,%° y la presencia de
FOXP3.163-166 y3 calculando para el resultado o desenlace considerado, a pesar de la definicion de Tregs
empleada en estos trabajos en base al fenotipo inmunitario que era tan dispar, los trasplantados renales
con un aumento del nimero de Tregs en sangre periférica presentaron una funcién del injerto mas
estable, es decir, presentaron menos eventos de DAl comparados con aquellos con recuentos menores de
estas células (Figura 6).1> Ademas, los trasplantados renales tratados con I-mTOR con/sin belatacept en
estos ensayos presentaron un aumento del nUmero de Tregs en sangre periférica que no se observé entre
aquellos pacientes que fueron tratados con ICN (Figura 7), aunque esto es realmente notorio sélo en los

primeros 3—6 meses postrasplante —esto incluye los esquemas con I-mTOR de novo y la conversién a |-
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mTOR antes del primer afio postrasplante— considerando los valores de IC-95% correspondientes a las §

obtenidos.14¢

Debe mencionarse que el tipo de medida para los calculos en estos dos andlisis no fue la misma —los
resultados se expresan empleando como estimadores al cociente probabilidades en uno de los analisis y a
la diferencia media tipificada en el otro—, no debiendo esto transmitir desconfianza sobre nuestros
hallazgos empleando medidas continuas que muestran como el tratamiento con I-mTOR con/sin

belatacept favorece la expansién de la poblacidn Treg.

Tabla 2.
Hallazgos en los calculos en medidas continuas con estudios observacionales respecto al efecto de la

inmunosupresion con I-mTOR en el niumero de Tregs en sangre periférica en los trasplantados renales.

Tipo de estudio observacional o 1IC-95%

Prospectivo
I-mTOR de novo / conversion < 1 afio post-TX | 3,88 /7,31 2,0a6,07/2,56a18,23
Retrospectivo

I-mTOR conversion > 1 afio post-TX 2,16 0,44 a 3,19

Abreviaturas: §, diferencia media tipificada; IC, intervalo de confianza; I-mTOR, inhibidores de

mammalian target of rapamycin, Tregs, linfocitos T reguladores; TX, trasplante.

No obstante, como lo han hecho otros, 17 empleando pruebas observacionales se confirmd lo que se
habia encontrado evaluando ensayos clinicos. En nuestro estudio se identificaron también 8 estudios de
cohortes, 4 prospectivos'®®171 y 4 retrospectivos,’>17> con cuyos datos nuestros célculos corroboran que
el nimero de Tregs en sangre periférica aumenta en los trasplantados renales tratados con I-mTOR
respecto a aquellos tratados con ICN, y con mayor fuerza que en los célculos con ensayos clinicos de
acuerdo con las § e IC-95% obtenidos (Tabla 2).14*
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Asimismo, con esta misma intencién de observar qué pasa calculando con datos procedentes de ensayos
y qué pasa calculando con los propios de estudios observacionales, se calculé el valor de r
correspondiente a la relacién entre el aumento del nimero de Tregs en sangre periférica y la estabilidad
de la funcién del injerto renal. Con los datos apropiados de dos ECAs (n = 80)6%:163 y dos estudios de
cohortes retrospectivos (n = 100),27417> se puede observar que esta relacién existe, aunque es modesta y

se aprecia mejor en los calculos con pruebas observacionales (Tabla 3).14

Tabla 3.
Hallazgos en el calculo de la relacion entre el aumento del niimero de Tregs en sangre periférica y la

estabilidad de la funcidn del injerto renal.

Tipos de estudio r 1IC-95% p-valor
Ensayos 0,114 —0,062 a 0,406 0,031
Observacionales 0,13 0,000 a 0,361 0,05

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; r coeficiente de regresidn de Pearson; Tregs, linfocitos T

reguladores.

En base a los hallazgos que presenta nuestro analisis matematico y teniendo en cuenta el disefio de los
ensayos que se incluyeron, se demuestra la hipdtesis de codependencia entre farmaco y prueba.'® En
este sentido, se confirma la relacién causal entre el biomarcador, el nimero de Tregs en sangre periférica,
y el efecto que la inmunosupresion con I-mTOR con/sin belatacept ejerce para acometer a la estabilidad
de la funcién del injerto renal, y que se refleja en cambios en el biomarcador propuesto que son
susceptibles de ser medidos.’3° Por tanto, descartando a efectos de su plausibilidad bioldgica que el
biomarcador es independiente del medicamento a emplear a efectos de su eficacia,*3® nuestros hallazgos
plantean el empleo del recuento de linfocitos T reguladores en sangre periférica como prueba diagnéstica

complementaria del tratamiento con I-mTOR solos o en combinacién con belatacept.
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Limitaciones del estudio

La lectura de los hallazgos que presenta esta tesis doctoral no debieran llevar a asumir categéricamente
su absoluta veracidad y debieran invitar a la cautela, sobre todo en lo referente a su potencial aplicacién
directa a la practica clinica. Aunque no debieran considerase de menor valor, nuestros hallazgos
empleando medidas continuas necesitan ser confirmados por calculos sobre estimaciones dicotdomicas,
para asumir como cierto el impacto que tiene la inmunosupresion con I-mTOR con/sin belatacept en el
biomarcador propuesto y el resultado o desenlace elegido. A lo anterior se suman, por supuesto, las

limitaciones propias de todo metaanalisis que restan calidad a nuestro trabajo en su totalidad.

Primero, el analisis que presenta esta tesis doctoral no ofrece garantias en cuanto a que los estudios
comparados sean homogéneos (error tipo Il). A este respecto, no es posible basarse sélo en el hecho de
haber cuantificado una minima o ninguna heterogeneidad, respectivamente, en los célculos que midieron
el efecto del aumento del nimero de Tregs en sangre periférica en la estabilidad de la funcién del injerto
renal (I? = 10%), y los que muestran la relacién existente entre el aumento del ndmero de Tregsy la

estabilidad de la funcién del injerto renal (1% = 0%).

Segundo, tampoco es posible afirmar que las comparaciones efectuadas con estos trabajos son del todo
vélidas (error tipo 1).176 A pesar de haber conformado subgrupos como era mandatorio, no fue posible
limitar la heterogeneidad en los célculos que midieron el efecto de la inmunosupresion con I-mTOR en el
numero de Tregs, aunque sorprendentemente la heterogeneidad obtenida en las comparaciones con

estudios observacionales fue menor (I? < 70%) que aquellas con ensayos clinicos (1% > 90%).

Finalmente, tal cual se esperaba, existe sesgo de publicacion, dada la tendencia actual y habitual de
preferir aquellos trabajos que rechazan la hipdtesis nula (estudios positivos) sobre aquellos que no son
capaces de hacerlo (estudios negativos), y considerando lo controversial que a dia de hoy sigue siendo el
tema abordado.'”” En este sentido, se puede guardar el sentimiento de que nuestros hallazgos arrastran
el sesgo de notificacion selectiva de los estudios que incluimos, sobre todo teniendo en cuenta la

direccion y magnitud de los hallazgos descritos por estos trabajos y que nosotros resumimos.
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Otros hallazgos
Junto al resumen cuantitativo, a manera de complemento de respaldo, se elaboré una sintesis narrativa

con el resto de informacidn que no pudo incorporarse en célculo matematico alguno.’® Esta se extrajo de

179-191 192-194

4 estudios observacionales, 3 prospectivos y uno retrospectivo, gue presentan las pruebas
referentes a las propiedades reguladoras de la respuesta inmune de los Tregs y otras poblaciones
reguladoras en los trasplantados renales. Estos estudios correspondieron con grandes iniciativas de
investigacion lideradas por importantes grupos de Francia y Espafia,'’?~!87 Reino Unido,8818°

E.E.U.U., 19011 y Brasil, 1927194 que presentan la evaluacién del fenotipo inmunitario en sangre periférica de
los Tregs y otras poblaciones reguladoras, de determinadas vias de sefializacion intracelular en estas
células, ademas de corroborar la existencia de una firma de tolerancia en el estudio del transcriptoma. La
intencion de estos estudios no fue otra que la de identificar al paciente trasplantado renal tolerante. Estos
estudios confirman la relacién entre el nUmero de Tregs en sangre periférica y la estabilidad de la funcién
del injerto renal en 68 trasplantados renales que se los calificd de “operacionalmente” tolerantes en base
a su perfil transcripcional y otros marcadores que incluyeron al aumento de Tregs en sangre periférica.

Pueden consultarse todos los detalles al respecto de estos pacientes que describen estos estudios en

nuestros articulos publicados en las revistas International Inmmunopharmacology y Data in Brief.**>
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Capitulo 5

Brief explanations of the study

79



80



The kinetics of the FoxP3 regulatory T-cell (Treg) population in kidney transplant recipients (KTR) are
related to the clinical effect of immunosuppression based on mammalian Target Of Rapamycin inhibitors
(mTORI) with/without belatacept. In fact, there is an inherent but to date unrevealed influence of these
immunosuppressants on kidney graft function which may be measured through increased Tregs in the
circulation that are associated with a stability of kidney graft function.*1% A large body of evidence
leading to assume a protective effect of this regulatory lymphocyte population and a benefit of mTORi
with/without belatacept allowed to argue our study rationale and to drive to our intention in this

research.

Searching codependent health technologies

The effect of medicines or response should be evaluated in terms of clinical effectiveness on patient-
relevant health outcomes. With the aims of adopting a biomarker-driven therapy in kidney
transplantation, the stability of graft function that was defined as a low frequency of acute allograft
dysfunction (AAD) events, was studied in relation to the number of Tregs in the circulation. Our study
shows that the number of circulating Tregs can vary under the effect mTORi alone or combined to
belatacept, and increased Tregs are associated to a low frecquency of AAD, which is in favor to the
predictive biomarker hypothesis proposed by Merlin et al.1# In this way, our findings demonstrate that
health technologies related to the test (quantification of circulating Tregs by flow cytometry) and to the
immunosuppression avoinding calcineurin inhibitors (CNI) are codependent, that is, in any case, mTORi
may be used hereinafter with a “companion” test for measuring their clinical impact. The armamentarium

for immunosuppression in kidney transplantation evolves to its personalization.

First of all, a first systematic review of published and unpublished studies named as pilot review#

allowed to reveal a correlation between the number of circulating Tregs and glomerular filtration rate
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(GFR) of kidney graft according to pooled Pearson correlation coefficient (), 95% confidence interval
(95% Cl) and p-value by combining two randomized controlled trials (RCT)%%63 on 80 KTRs (0.114 / —
0.062 to 0.406 / 0.031) and two cohort studies on 100 KTRs (0.13 / 0.000 to 0.361 / 0.05). 174175
Nevertheless, although the observed relation between circulating Tregs and GFR of kidney graft was
modest, as a continuation, in order to deepen findings from our pilot systematic review, a multistage
systematic review of published and unpublished clinical trials and observational studies was performed.
Our observations in this study extension showed that increased Tregs in the circulation in KTRs treated
with mTORi alone or combined to belatacept is associated to a low frequency of AAD, that is, with
stability of kidney graft function, and that constitutes the main finding our research.'® The data from 291
KTRs studied in 6 biomarker-stratified RCTs'60-166 were entered in classical (dichotomous) metaanalysis
calculations and allow to confirm codependency fact considering the obtained values of odds ratio (OR)

and 95% Cl (0.31/0.10 to 0.93).

The main finding of our research is consistent with findings on the operational tolerance state reported by
3 prospective and one retrospective cohort studies performed by important research bodies, that our
research included and synthetized. Despite unquantifiable effect sizes, among the 68 operationally
tolerant kidney recipients evaluated by these observational studies, the number of Tregs in the circulation
in association with other factors (e.g., expression of tolerance gene signatures, expansion of other
regulatory cell populations, activation of determined intracellular signaling pathways) influence on

stability of kidney graft function. 179-194

Finally, despite an unanimously description of increased Tregs in the circulation under treatment with
mTORi with/without belatacept by the included clinical trials, the enlargement of the marker set for Treg
immunophenotyping into the period covered by such studies made to obtain only quantitative estimates
on continuous outcomes which our research presents. According to obtained values of standardized
mean-difference (SMD) and 95% Cl, circulating Tregs increased under treatment with mTORi alone or
combined to belatacept at 3 to 6 months (3.24 / 1.26 to 5.22), 1 year (2.88 / —0.33 to 6.09) and 2 years

(2.31 /-2.38 to 6.99) after transplantation, and that considering treatment with mTORi into de novo
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schemes and at conversion from CNI before 1 year post-transplantation.'® Importantly, the increase in

circulating Tregs was noted basically at 3 to 6 months after transplantation.

167 with extracted data from observational studies!®®-17> in calculations on

As performed by others,
continuous outcomes (SMD / 95% Cl), the number of Tregs in the circulation increased under treatment
with mTORi into de novo schemes and at conversion from CNI before 1 year post-transplantation by

combining 4 prospective cohort studies (3.88 / 2.0 to 6.07; 7.31 / 2.56 to 18.23),%8-171 and at conversion
from CNI more than 1 year post-transplantation by combining 4 retrospective cohort studies (2.16 / 0.44

to 3.19). 1727175 These calculations strengthen findings after combination of clinical trials for our analysis

on continuous outcomes.

More details of our research findings are provided into the full-text of our research articles that are
available at the end of this PhD manuscript. In any case, dichotomous data are necessary, because

expected to complete and update our research results.

Mechanistic of study procedures

Five systematic reviews was carried out and reported according to the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines. In order to adhere to these standards, five
systematic review protocols were developed and registered in the International Prospective Register of

Systematic Reviews (PROSPERO; internet address: https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERQO/) under the

following registration references: CRD42016046285, CRD42017057570, CRD42018085019,

CRD42018084941, CRD42018085186.

The evidence provided by this PhD thesis has a expiration date fixed at December 31t, 2017.

Notwithstanding, our study assessments started at August 22t, 2016.

After a classical systematic review design followed to perform the first systematic review named as pilot

151

review, the study team decided to follow a multistage review approach as performed by others'>! on the
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basis of a two-stage systematic review design where findings in a systematic mapping let an in-depth
systematic review. In this way, findings from an in-focus two-stage systematic review are presented for
updating findings from a core two-stage systematic review supported by two independent one-stage
systematic reviews, one for the systematic mapping step and the other one for the in-depth systematic

review step of the core two-stage systematic review.

A multidisciplinary supervision mechanism provided by experts in clinical kidney transplantation, flow
cytometry immunophenotyping, and pharmacometrics was planned for contextualizing of research
findings, by guaranteeing above all directness of the scientific apportation as all.»>? Identity of these

researchers are provided in our published study protocols and our published research articles.

Anonymized recopilation of study characteristics and participants, including transplantation details, and
eligible exposures, as well as interventions, comparators, and data on the outcome defined for the
synthesis was made from the full-text of the included studies at the five systematic reviews. With this
information, study synthesis including mathematical assessments was performed, after evaluation of risk
of bias into the study body with pertinent tools.>4-1%6 Clinical trials and observational studies were
assessed separately. Details of these procedures are provided into the text of our study protocols and the

full-text of our research articles.

Mathematical assessments plan and development

Calculation of OR effect sizes (Mantel-Haenszel random-effects model) for the outcome of a low
frequency of AAD events when comparing increased and decreased Tregs in the circulation (in-depth
systematic review) was performed to present the main finding of our research. The starting point was the
obtained values of pooled Pearson correlation coefficient (r) for the relation between circulating Tregs
and GFR of kidney graft. Nevertheless, random-effects meta-regression planned to elucidate that
increased Tregs in the circulation are only observed under treatment with mTORi with/without belatacept

was not possible given the number of clinical trials providing data for calculations.
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In order to argue codependency fact, for elucidating that at least mTORi are a potential effect modifier
and demonstrate the predictive biomarker hypothesis, calculations of SMD effect sizes (inverse variance
random-effects model) for the comparisons of treatment groups of KTRs using mTORi with/without
belatacept and KTRs using CNI or belatacept alone were planned and performed into the pilot systematic
review and the in-depth systematic review. Such calculations on continuous outcomes were also
attempted at the systematic mapping step for each regulatory cell population by comparing tolerant and

non-tolerant KTRs, but not performed because no available data.

Obtention of 95% ClI for all estimates in continuous and dichotomous outcomes effect size assessments,
examination of heterogeneity by calculating I? and estimating Chi-squared test, and elaboration of funnel
plots for their visual inspection in order to search reporting bias into calculations were made using Review
Manager (RevMan) software version 5.3 (Cochrane Collaboration). MedCalc version 16.4.1 (American
Statistical Association) was used to calculate r presented and the ‘metareg’ macro from Stata version 12.1

(StataCorp) was destined to calculate the planned meta-regression.

Study limitations

Quantification of the influence of immunosuppression based on mTORi with/without belatacept was only
possible on continuous outcomes, that, in addition, was limited by high heterogeneity into both
calculations with observational studies (I? < 70%) and with clinical trials (I? > 90%). Furthermore,
although searches in published and unpublished literature sources guarantee that all relevant studies
have been retrieved, publication bias was noted. Publication bias can lead to overly optimistic conclusions
in a systematic review.”” In this context, our concern to be reporting inflated associations is difficult to

hide.

Final remarks
The intention of this PhD thesis work has not been to promote titration of immunosuppressants.
However, biomarkers will allow reaching this aim before long. Healthcare is changing. Shifting the focus

from a one-size-fits-all system to one that is patient-tailored, must provide clinicians of the right tools to
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treat the right patient with the right dose of the right medicine (or medicines) at the right time. In this
context, biomarkers should be able to evaluate the effect of medicines targeted to specific patient
populations in order to achieve the most clinically rewarding outcomes. Nevertheless, despite advances,
clinical qualification of drug evaluation biomarkers is a time- and resource-consuming exercise, and,
particularly, evaluation of codependency when combining medicines and biomarkers may require

sophisticated assessments and retrieval of data from appropriate RCTs.

Lastly, but no less important, the test measuringthe biomarker should also be the most suitable. Our work
highlights the interest of flow cytometric immunophenotyping, probably a technique more easily
accessible and understandable to clinicians than other explorations as transcriptome sequencing analysis

and others proper of non-clinical research environments.
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Conclusiones/Conclusions
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Primera/First

Proponemos un nuevo biomarcador, el nimero de linfocitos T reguladores en sangre periférica, que
constituye una variable “sustituta” para un resultado de salud relevante para los trasplantados renales, la
estabilidad de la funcién del injerto renal, definida como una baja frecuencia de eventos de disfuncion
aguda del aloinjerto. Hasta la fecha, solo se dispone de la medicidn de creatinina sérica para la evaluacion
de la funcién del injerto renal.

We propose a new biomarker, the number of regulatory T lymphocytes in peripheral blood, which
constitutes a "surrogate" variable for a relevant health outcome for kidney transplant recipients, the
stability of kidney graft function, defined as a low frequency of acute allograft dysfunction events. To

date, only measurement of serum creatinine is available for the evaluation of kidney graft function.

Segunda/Second

Nuestros hallazgos afirman que el nimero de linfocitos T reguladores en sangre periférica en los
trasplantados renales varia en tanto varia el efecto del tratamiento con inhibidores de mammalian target
of rapamycin solos o combinados con belatacept en la funcion del injerto renal.

Our findings confirm that the number of regulatory T lymphocytes in peripheral blood in kidney transplant
recipients varies as the effect of treatment with mammalian target of rapamycin inhibitors alone or

combined with belatacept on renal graft function varies.

Tercera/Third

Nuestros hallazgos plantean el empleo del recuento de linfocitos T reguladores como prueba diagndstica
complementaria del tratamiento con los inhibidores de mammalian target of rapamycin solos o
combinados con belatacept. La citometria de flujo es una técnica sencilla y de resultados fiables que

puede permitir el seguimiento de los trasplantados renales.
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Our findings suggest the use of regulatory T lymphocyte counts as a companion diagnostic test for
treatment with mammalian target of rapamycin inhibitors alone or combined with belatacept. Flow
cytometry is a simple technique with reliable results that can allow monitoring of kidney transplant

recipients.

Cuarta

Se puede concluir en la codependencia entre farmaco y prueba en vista de nuestros hallazgos y
considerando el disefio de los ensayos incluidos que evaluaron el efecto del tratamiento con inhibidores
de la mammalian target of rapamycin solos o combinados con belatacept en el nimero de linfocitos T
reguladores en sangre periférica, que realizaron a través de la estratificacidn de sus participantes por esta
exposicion.

One can conclude on the codependency between medicine and test in view of our findings and
considering the design of the included trials that evaluated the effect of treatment with mammalian
target of rapamycin inhibitors alone or combined with belatacept on the number of regulatory T

lymphocytes in peripheral blood, which they performed by stratifying their participants by this exposure.
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Transplantation Society (TTS) International Congress 1998, 2000, 2002, 2004, 2006, 2008, 2010, 2012,
2014 and 2016

13: busquedas manuales.

Revisidn sistematica “en profundidad”

PubMed

28759: ("t lymphocytes, regulatory"[MeSH Terms]) OR "b lymphocytes, regulatory"[MeSH Terms]

13731: ("treg"[Text Word]) OR "breg"[Text Word]

74200: "kidney function tests"[MeSH Terms]

40239: "glomerular filtration rate"[MeSH Terms]

122674: "creatinine"[Text Word]
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317844: "clinical trials as topic"[MeSH Terms]

125730: "controlled clinical trials as topic"[MeSH Terms]

120798: "randomized controlled trials as topic"[MeSH Terms]

808129: "clinical trial"[Publication Type]

557119: "controlled clinical trial"[Publication Type]

469295: "randomized controlled trial"[Publication Type]

1086594: "trial"[Text Word]

95998: "random allocation"[MeSH Terms]

1188673: ((("randomized"[Text Word]) OR "random"[Text Word]) OR "randomly"[Text Word]) OR

"randomization"[Text Word]

147670: "double blind method"[MeSH Terms]

25723: "single blind method"[MeSH Terms]

141595: ((("double blind"[Text Word]) OR "double mask"[Text Word]) OR "single blind"[Text Word]) OR

"single mask"[Text Word]

36752: "open label"[Text Word]
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34076: "placebos"[MeSH Terms]

197944: "placebo"[Text Word]

OvidMedline(R)

Journals@Ovid (Sumarios y Resimenes todas las Revistas Ovid), Revistas Subscritas a Texto Completo

por Sacyl, OvidMEDLINE(R) Epub Ahead of Print, In-Process & Other Non-Indexed Citantions, Ovid

MEDLINE(R) Daily, Ovid MEDLINE and Versions(R)

28760: exp t-lymphocytes, regulatory/ or exp b-lymphocytes, regulatory/

38652: (treg or breg).tw.

74209: exp Kidney Function Tests/

40243: exp Glomerular Filtration Rate/

338764: creatinine.tw.

512552: clinical trial/

92669: controlled clinical trial/

468992: randomized controlled trial/

512552: clinical trial.pt.

92669: controlled clinical trial.pt.
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468992: randomized controlled trial.pt.

1588208: trial.tw

95995: Random Allocation/

2758554: randomS.tw.

147676: Double-Blind Method/

25718: single-blind method/

404787: ((doubl$ adj blindS) or (doubl$ adj maskS) or (singl$S adj blind$) or (singl$ adj mask$)).tw.

127751: open label.tw.

34079: Placebos/

567003: placeboS.tw.

Elsevier’s Scopus

6883: (KEY("regulatory t lymphocyte") OR KEY("regulatory b lymphocyte")) AND NOT INDEX(medline)

4411: (TITLE-ABS-KEY(treg) OR TITLE-ABS-KEY(breg)) AND NOT INDEX(medline)

21483: KEY("kidney function") AND NOT INDEX(medline)

10449: KEY("glomerulus filtration rate") AND NOT INDEX(medline)
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49384: TITLE-ABS-KEY(creatinine) AND NOT INDEX(medline)

28031: KEY("clinical trial (topic)") AND NOT INDEX(medline)

1896: KEY("controlled clinical trial (topic)") AND NOT INDEX(medline)

38285: KEY("randomized controlled trial (topic)") AND NOT INDEX(medline)

658544: TITLE-ABS-KEY(trial) AND NOT INDEX(medline)

14531: KEY(randomization) AND NOT INDEX(medline)

1184031: TITLE-ABS-KEY(random*) AND NOT INDEX(medline)

27421: KEY("double blind procedure") AND NOT INDEX(medline)

4686: KEY("single blind procedure") AND NOT INDEX(medline)

54268: (TITLE-ABS-KEY("double blind*") OR TITLE-ABS-KEY("double mask*") OR TITLE-ABS-KEY("single

blind*") OR TITLE-ABS-KEY("single mask*")) AND NOT INDEX(medline)

8875: TITLE-ABS-KEY("open label") AND NOT INDEX(medline)

70892: KEY(placebo) AND NOT INDEX(medline)

99519: TITLE-ABS-KEY(placebo) AND NOT INDEX(medline)
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Web of Science

Web of Science Core Collection, Current Contents Connect, Derwent Innovations Index, KCl-Korean

Journal Database, Medline, Russian Science Citation Index, SciELO Citation Index

19274: TOPIC: (treg) OR TOPIC: (breg)

180900: TOPIC: (creatinine)

2042190: TOPIC: (trial)

2373510: TOPIC: (random*)

356248: TOPIC: ("double blind*") OR TOPIC: ("double mask*") OR TOPIC: ("single blind*") OR TOPIC:

("single mask*")

62229: TOPIC: ("open label")

312412: TOPIC: (placebo)

The Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL)

265: MeSH descriptor: [T-Lymphocytes, Regulatory] or MeSH descriptor: [B-Lymphocytes, Regulatory]

explode all trees in Trials

631: treg:ti,ab,kw or breg:ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

3887: MeSH descriptor: [Kidney Function Tests] explode all trees in Trials

2475: MeSH descriptor: [Glomerular Filtration Rate] explode all trees in Trials
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17543: "creatinine":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

33230: MeSH descriptor: [Clinical Trials as Topic] this term only in Trials

72: MeSH descriptor: [Controlled Clinical Trials as Topic] this term only in Trials

5937: MeSH descriptor: [Randomized Controlled Trials as Topic] this term only in Trials

319398: "clinical trial":pt in Trials (Word variations have been searched)

90524: "controlled clinical trial":pt in Trials (Word variations have been searched)

458934: "randomized controlled trial":pt in Trials (Word variations have been searched)

621290: trial:ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

20617: MeSH descriptor: [Random Allocation] this term only in Trials

736635: randomized:ti,ab,kw or random:ti,ab,kw or randomly:ti,ab,kw or "randomization":ti,ab,kw in

Trials (Word variations have been searched)

128258: MeSH descriptor: [Double-Blind Method] this term only in Trials

18437: MeSH descriptor: [Single-Blind Method] this term only in Trials

277843: "double blind":ti,ab,kw or "double masked":ti,ab,kw or "single blind":ti,ab,kw or "single

masked":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)
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40918: "open label":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

23339: MeSH descriptor: [Placebos] this term only in Trials

232499: "placebo":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

ClinicalTrials.gov, the EU Clinical Trials Register, the United Kingdoms' ISRCTN registry, and the India's

Clinical Trial Registry

802: treg

Also searched for Regulatory T cell and T-regulatory cell in ClinicalTrials.gov

22: breg

Also searched for Regulatory B Cells in ClinicalTrials.gov

5638: creatinine

100427: trial

Also searched for Clinical Trials in ClinicalTrials.gov

152577: randomized

Also searched for Randomization in ClinicalTrials.gov

19357: "double blind" or "double mask"

Also searched for Double blind and Double-blinded in ClinicalTrials.gov

1187: "single blind" or "single mask"

Also searched for Single blind in ClinicalTrials.gov
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128750: "open label"

54934: placebo

Also searched for Placebo-controlled in ClinicalTrials.gov

DART Europe E-Theses

341: treg

12: breg

428: creatinine

4901.: trial

2525: randomized

454: "double blind" or "double mask"

66: "single blind" or "single mask"

84: "open label"

1270: placebo

Open Access Theses and Dissertations

1146: treg

33: breg
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1788: creatinine

28570: trial

17176: randomized

2307: "double blind" or "double mask"

321: "single blind" or "single mask"

282: "open label"

6112: placebo

Archivos de comunicaciones de reuniones internacionales:

The American Association of Immunologists Annual Meeting 2006 to 2017, the European Congress of

Immunology 2006, 2009, 2012 and 2015, the American Transplant Congress 2002-2005, 2007-2013,

2015-2017, the World Transplant Congress 2006 and 2014, the European Society for Organ

Transplantation (ESOT) Congress 1997, 1999, 2001, 2005, 2007, 2009, 2011, 2013, 2015 and 2017, the

Transplantation Society (TTS) International Congress 1998, 2000, 2002, 2004, 2006, 2008, 2010, 2012,

2014 and 2016

11: busquedas manuales.

Revision sistematica in-focus (referencia PROSPERO: CRD42018085019)

Inventario preliminar

PubMed

90052: "kidney transplantation"[MeSH Terms]
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133516: ((("kidney"[Text Word]) OR "renal"[Text Word])) AND "transplantation"[Text Word]

28459: "t lymphocytes, regulatory"[MeSH Terms]

13418: "treg"[Text Word]

2292: "Transplantation Tolerance"[Mesh]

3430: ("immune tolerance"[MeSH Terms]) AND "organ transplantation"[MeSH Terms]

21322: (((("transplantation"[Text Word]) OR "transplant"[Text Word]) OR "operational"[Text Word])) AND

"tolerance"[Text Word]

OvidMedline(R)

Journals@Ovid (Sumarios y Resimenes todas las Revistas Ovid), Revistas Subscritas a Texto Completo

por Sacyl, OvidMEDLINE(R) Epub Ahead of Print, In-Process & Other Non-Indexed Citantions, Ovid

MEDLINE(R) Daily, Ovid MEDLINE and Versions(R)

90018: exp Kidney Transplantation/

252747: ((kidney or renal) and transplantation).tw.

28460: exp T-Lymphocytes, Regulatory/

38067: treg.tw.

2292: exp Transplantation Tolerance/

3432: exp Immune Tolerance/ and exp Organ Transplantation/
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136227: ((transpl$ or operatS) and tolerance).tw.

Elsevier’s Scopus

18266: KEY("kidney transplantation") AND NOT INDEX(medline)

30357: ((TITLE-ABS-KEY(kidney) OR TITLE-ABS-KEY(renal))) AND (TITLE-ABS-KEY(transplantation)) AND

NOT INDEX(medline)

1913: KEY("regulatory t cell") AND NOT INDEX(medline)

4275: TITLE-ABS-KEY(treg) AND NOT INDEX(medline)

329: KEY("transplantation tolerance") AND NOT INDEX(medline)

188: (KEY("immunological tolerance") AND KEY("organ transplantation")) AND NOT INDEX(medline)

30846: ((TITLE-ABS-KEY(transpl*) OR TITLE-ABS-KEY(operat*))) AND (TITLE-ABS-KEY(tolerance)) and not

INDEX(medline)

Web of Science

Web of Science Core Collection, Current Contents Connect, Derwent Innovations Index, KCI-Korean
Journal Database, Medline, Russian Science Citation Index, SciELO Citation Index

TOPIC: (kidney) OR TOPIC: (renal) (e)

TOPIC: (transplantation) (f)

191179: (e) and (f)

18984: TOPIC: (treg)
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TOPIC: (transpl*) OR TOPIC: (operat*) (g)
TOPIC: (tolerance) (h)

77647: (g) and (h)

The Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL)

3377: MeSH descriptor: [Kidney Transplantation] explode all trees in Trials

"kidney":ti,ab,kw or "renal":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched) (i)
"transplantation":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched) (j)

10212: (i) and (j)

265: MeSH descriptor: [T-Lymphocytes, Regulatory] explode all trees in Trials

623: treg:ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

18: MeSH descriptor: [Transplantation Tolerance] explode all trees in Trials

36: MeSH descriptor: [Immune Tolerance] and MeSH descriptor: [Organ Transplantation] explode all trees

in Trials

"transplantation":ti,ab,kw or "transplant":ti,ab,kw or "operational":ti,ab,kw in Trials (Word variations
have been searched) (k)
"tolerance":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched) (l)

4902: (k) and (1)

ClinicalTrials.gov, the EU Clinical Trials Register, the United Kingdoms' ISRCTN registry, and the India's
Clinical Trial Registry

1821: "kidney transplantation"
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Also searched for Kidney Transplants, Renal transplant, and Renal Transplantation in ClinicalTrials.gov

802: treg

Also searched for Regulatory T cell and T-regulatory cell in ClinicalTrials.gov

8: "transplantation tolerance"

15: "transplant tolerance"

20: "operational tolerance"

DART Europe E-Theses

215: "kidney transplantation"

176: "renal transplantation”

341: treg

11: "transplantation tolerance"

6: "transplant tolerance"

4: "operational tolerance"

Open Access Theses and Dissertations

609: "kidney transplantation"

447: "renal transplantation”
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1146: treg

54: "transplantation tolerance"

31: "transplant tolerance"

17: "operational tolerance"

Archivos de comunicaciones de reuniones internacionales:

The American Association of Immunologists Annual Meeting 2006 to 2017, the European Congress of
Immunology 2006, 2009, 2012 and 2015, the American Transplant Congress 2002-2005, 2007-2013,
2015-2017, the World Transplant Congress 2006 and 2014, the European Society for Organ
Transplantation (ESOT) Congress 1997, 1999, 2001, 2005, 2007, 2009, 2011, 2013, 2015 and 2017, the
Transplantation Society (TTS) International Congress 1998, 2000, 2002, 2004, 2006, 2008, 2010, 2012,
2014 and 2016

12: manual searches.

Revisidn sistematica “en profundidad”

PubMed

90052: "kidney transplantation"[MeSH Terms]

133516: ((("kidney"[Text Word]) OR "renal"[Text Word])) AND "transplantation"[Text Word]

28459: "t lymphocytes, regulatory"[MeSH Terms]

13418: "treg"[Text Word]

18052: "sirolimus"[MeSH Terms]
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3988: "everolimus"[MeSH Terms]

22810: "tacrolimus"[Text Word]

28396: "cyclosporine"[MeSH Terms]

94497: (((("sirolimus"[Text Word]) OR "rapamycin"[Text Word]) OR "everolimus"[Text Word]) OR

"tacrolimus"[Text Word]) OR "cyclosporine"[Text Word]

402: "belatacept"[Text Word]

74200: "kidney function tests"[MeSH Terms]

40239: "glomerular filtration rate"[MeSH Terms]

122674: "creatinine"[Text Word]

57034: "graft rejection"[MeSH Terms]

14386: "acute rejection"[Text Word]

317844 "clinical trials as topic"[MeSH Terms]

125730: "controlled clinical trials as topic"[MeSH Terms]

120798: "randomized controlled trials as topic"[MeSH Terms]

808129: "clinical trial"[Publication Type]
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557119: "controlled clinical trial"[Publication Type]

469295: "randomized controlled trial"[Publication Type]

1086594: "trial"[Text Word]

95998: "random allocation"[MeSH Terms]

1188673: ((("randomized"[Text Word]) OR "random"[Text Word]) OR "randomly"[Text Word]) OR

"randomization"[Text Word]

147670: "double blind method"[MeSH Terms]

25723: "single blind method"[MeSH Terms]

141595: ((("double blind"[Text Word]) OR "double mask"[Text Word]) OR "single blind"[Text Word]) OR

"single mask"[Text Word]

36752: "open label"[Text Word]

34076: "placebos"[MeSH Terms]

197944: "placebo"[Text Word]

OvidMedline(R)

Journals@Ovid (Sumarios y Resimenes todas las Revistas Ovid), Revistas Subscritas a Texto Completo

por Sacyl, OvidMEDLINE(R) Epub Ahead of Print, In-Process & Other Non-Indexed Citantions, Ovid

MEDLINE(R) Daily, Ovid MEDLINE and Versions(R)
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90018: exp Kidney Transplantation/

252747: ((kidney or renal) and transplantation).tw.

28460: exp T-Lymphocytes, Regulatory/

38067: treg.tw.

18052: exp Sirolimus/

3988: exp Everolimus/

14916: exp Tacrolimus/

28398: exp Cyclosporine/

212585: (sirolimus or rapamycin or everolimus or tacrolimus or cyclosporine).tw.

2127: belatacept.tw.

74209: exp Kidney Function Tests/

40243: exp Glomerular Filtration Rate/

338764: creatinine.tw.

57037: exp Graft Rejection/
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76980: (acute adj10 rejection).tw.

512552: clinical trial/

92669: controlled clinical trial/

468992: randomized controlled trial/

512552: clinical trial.pt.

92669: controlled clinical trial.pt.

468992: randomized controlled trial.pt.

1588208: trial.tw

95995: Random Allocation/

2758554: randomS.tw.

147676: Double-Blind Method/

25718: single-blind method/

404787: ((doubl$ adj blindS) or (doubl$ adj maskS) or (singl$S adj blind$) or (singl$ adj mask$)).tw.

127751: open label.tw.
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34079: Placebos/

567003: placeboS.tw.

Elsevier’s Scopus

18266: KEY("kidney transplantation") AND NOT INDEX(medline)

30357: ((TITLE-ABS-KEY(kidney) OR TITLE-ABS-KEY(renal))) AND (TITLE-ABS-KEY(transplantation)) AND

NOT INDEX(medline)

1913: KEY("regulatory t cell") AND NOT INDEX(medline)

4275: TITLE-ABS-KEY(treg) AND NOT INDEX(medline)

13484: KEY(rapamycin) AND NOT INDEX(medline)

4291: KEY(everolimus) AND NOT INDEX(medline)

11062: KEY(tacrolimus) AND NOT INDEX(medline)

3382: KEY(cyclosporine) AND NOT INDEX(medline)

12169: KEY("cyclosporin A") AND NOT INDEX(medline)

34778: (TITLE-ABS-KEY(sirolimus) OR TITLE-ABS-KEY(rapamycin) OR TITLE-ABS-KEY(everolimus) OR TITLE-

ABS-KEY(tacrolimus) OR TITLE-ABS-KEY(cyclosporine)) AND NOT INDEX(medline)

297: TITLE-ABS-KEY(belatacept) AND NOT INDEX(medline)
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21469: KEY("kidney function") AND NOT INDEX(medline)

10443: KEY("glomerulus filtration rate") AND NOT INDEX(medline)

49366: TITLE-ABS-KEY(creatinine) AND NOT INDEX(medline)

13144: KEY("graft rejection") AND NOT INDEX(medline)

5086: TITLE-ABS-KEY(acute W/10 rejection) AND NOT INDEX(medline)

28022: KEY("clinical trial (topic)") AND NOT INDEX(medline)

1895: KEY("controlled clinical trial (topic)") AND NOT INDEX(medline)

36252: KEY("randomized controlled trial (topic)") AND NOT INDEX(medline)

658969: TITLE-ABS-KEY(trial) AND NOT INDEX(medline)

14533: KEY(randomization) AND NOT INDEX(medline)

1184854: TITLE-ABS-KEY(random*) AND NOT INDEX(medline)

27401: KEY("double blind procedure") AND NOT INDEX(medline)

4686: KEY("single blind procedure") AND NOT INDEX(medline)

54300: (TITLE-ABS-KEY("double blind*") OR TITLE-ABS-KEY("double mask*") OR TITLE-ABS-KEY("single

blind*") OR TITLE-ABS-KEY("single mask*")) AND NOT INDEX(medline)
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8888: TITLE-ABS-KEY("open label") AND NOT INDEX(medline)

70864: KEY(placebo) AND NOT INDEX(medline)

99550: TITLE-ABS-KEY(placebo) AND NOT INDEX(medline)

Web of Science

Web of Science Core Collection, Current Contents Connect, Derwent Innovations Index, KCl-Korean

Journal Database, Medline, Russian Science Citation Index, SciELO Citation Index

TOPIC: (kidney) OR TOPIC: (renal) (m)

TOPIC: (transplantation) (n)

191179: (m) and (n)

18984: TOPIC: (treg)

163089: TOPIC: (sirolimus) OR TOPIC: (rapamycin) OR TOPIC: (everolimus) OR TOPIC: (tacrolimus) OR

TOPIC: (cyclosporine)

970: TOPIC: (belatacept)

180900: TOPIC: (creatinine)

31310: TOPIC: (acute near/10 rejection)

2042190: TOPIC: (trial)

2373510: TOPIC: (random*)
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356248: TOPIC: ("double blind*") OR TOPIC: ("double mask*") OR TOPIC: ("single blind*") OR TOPIC:

("single mask*")

62229: TOPIC: ("open label")

312412: TOPIC: (placebo)

The Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL)

3377: MeSH descriptor: [Kidney Transplantation] explode all trees in Trials

"kidney":ti,ab,kw or "renal":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched) (o)

"transplantation":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched) (p)

10212: (o) and (p)

265: MeSH descriptor: [T-Lymphocytes, Regulatory] explode all trees in Trials

623: treg:ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

1982: MeSH descriptor: [Sirolimus] explode all trees in Trials

1103: MeSH descriptor: [Everolimus] explode all trees in Trials

1750: MeSH descriptor: [Tacrolimus] explode all trees in Trials

730: MeSH descriptor: [Cyclosporine] explode all trees in Trials

12860: "sirolimus":ti,ab,kw or "rapamycin":ti,ab,kw or "everolimus":ti,ab,kw or "tacrolimus":ti,ab,kw or

cyclosporine:ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)
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172: belatacept:ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

3887: MeSH descriptor: [Kidney Function Tests] explode all trees in Trials

2475: MeSH descriptor: [Glomerular Filtration Rate] explode all trees in Trials

17543: "creatinine":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

2136: MeSH descriptor: [Graft Rejection] explode all trees in Trials

2187: "acute rejection":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

33230: MeSH descriptor: [Clinical Trials as Topic] this term only in Trials

72: MeSH descriptor: [Controlled Clinical Trials as Topic] this term only in Trials

5937: MeSH descriptor: [Randomized Controlled Trials as Topic] this term only in Trials

319398: "clinical trial":pt in Trials (Word variations have been searched)

90524: "controlled clinical trial":pt in Trials (Word variations have been searched)

458934: "randomized controlled trial":pt in Trials (Word variations have been searched)

621290: trial:ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

20617: MeSH descriptor: [Random Allocation] this term only in Trials
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736635: randomized:ti,ab,kw or random:ti,ab,kw or randomly:ti,ab,kw or "randomization":ti,ab,kw in

Trials (Word variations have been searched)

128258: MeSH descriptor: [Double-Blind Method] this term only in Trials

18437: MeSH descriptor: [Single-Blind Method] this term only in Trials

277843: "double blind":ti,ab,kw or "double masked":ti,ab,kw or "single blind":ti,ab,kw or "single

masked":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

40918: "open label":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

23339: MeSH descriptor: [Placebos] this term only in Trials

232499: "placebo":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

ClinicalTrials.gov, the EU Clinical Trials Register, the United Kingdoms' ISRCTN registry, and the India's

Clinical Trial Registry

1821: "kidney transplantation"

Also searched for Kidney Transplants, Renal transplant, and Renal Transplantation in ClinicalTrials.gov

802: treg

Also searched for Regulatory T cell and T-regulatory cell in ClinicalTrials.gov

1638: sirolimus or rapamycin

Also searched for Everolimus, Sirolimus, RAD 001, Temsirolimus, mTOR inhibitor, cci779, Rapamune,

Afinitor, Torisen, Certican, Zortess in ClinicalTrials.gov
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1342: tacrolimus

Also searched for Prograf and FK 506 in ClinicalTrials.gov

1160: cyclosporine

Also searched for Restasis and Neoral in ClinicalTrials.gov

56: belatacept

Also searched for Nulojix and Bms-224818 in ClinicalTrials.gov

5638: creatinine

694: "acute rejection”

100427: trial

Also searched for Clinical Trials in ClinicalTrials.gov

152577: randomized

Also searched for Randomization in ClinicalTrials.gov

19357: "double blind" or "double mask"

Also searched for Double blind and Double-blinded in ClinicalTrials.gov

1187: "single blind" or "single mask"

Also searched for Single blind in ClinicalTrials.gov

128750: "open label"

54934: placebo
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Also searched for Placebo-controlled in ClinicalTrials.gov

DART Europe E-Theses

215: "kidney transplantation

176: "renal transplantation”

341: treg

80: sirolimus or rampamycin

76: everolimus

171: tacrolimus

156: cyclosporine

5: belatacept

428: creatinine

99: "acute rejection”

4901: trial

2525: randomized

454: "double blind" or "double mask"

156



66: "single blind" or "single mask"

84: "open label"

1270: placebo

Open Access Theses and Dissertations

609: "kidney transplantation”

447: "renal transplantation”

1146: treg

1399: sirolimus or rapamycin

140: everolimus

410: tacrolimus

508: cyclosporine

14: belatacept

1788: creatinine

242: "acute rejection”

28570: trial
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17176: randomized

2307: "double blind" or "double mask"

321: "single blind" or "single mask"

282: "open label"

6112: placebo

Archivos de comunicaciones de reuniones internacionales:

The American Association of Immunologists Annual Meeting 2006 to 2017, the European Congress of

Immunology 2006, 2009, 2012 and 2015, the American Transplant Congress 2002-2005, 2007-2013,

2015-2017, the World Transplant Congress 2006 and 2014, the European Society for Organ

Transplantation (ESOT) Congress 1997, 1999, 2001, 2005, 2007, 2009, 2011, 2013, 2015 and 2017, the

Transplantation Society (TTS) International Congress 1998, 2000, 2002, 2004, 2006, 2008, 2010, 2012,

2014 and 2016

11: manual searches.

Revision sistematica de apoyo para el inventario preliminar de la revision sistematica core (referencia

PROSPERO: CRD42018084941)

PubMed

2292: "Transplantation Tolerance"[Mesh]

3430: ("immune tolerance"[MeSH Terms]) AND "organ transplantation"[MeSH Terms]
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21322: (((("transplantation"[Text Word]) OR "transplant"[Text Word]) OR "operational"[Text Word])) AND

"tolerance"[Text Word]

109407: (((("t lymphocytes, regulatory"[MeSH Terms]) OR "b lymphocytes, regulatory"[MeSH Terms]) OR

"intraepithelial lymphocytes"[MeSH Terms]) OR "dendritic cells"[MeSH Terms]) OR "killer cells,

natural"[MeSH Terms]

50037: (((("treg"[Text Word]) OR "breg"[Text Word]) OR "gamma delta t cell"[Text Word]) OR "dendritic

cell"[Text Word]) OR "nk cell"[Text Word]

OvidMedline(R)

Journals@Ovid (Sumarios y Resimenes todas las Revistas Ovid), Revistas Subscritas a Texto Completo

por Sacyl, OvidMEDLINE(R) Epub Ahead of Print, In-Process & Other Non-Indexed Citantions, Ovid

MEDLINE(R) Daily, Ovid MEDLINE and Versions(R)

2292: exp Transplantation Tolerance/

3432: exp Immune Tolerance/ and exp Organ Transplantation/

136227: ((transpl$ or operatS) and tolerance).tw.

109411: exp dendritic cells/ or exp killer cells, natural/ or exp intraepithelial lymphocytes/ or exp t-

lymphocytes, regulatory/ or exp b-lymphocytes, regulatory/

38652: (treg or breg or "gamma adj delta adj t adj cell" or "dendritic adj cell" or "nk adj cell").tw.

Elsevier’s Scopus

329: KEY("transplantation tolerance") AND NOT INDEX(medline)
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188: (KEY("immunological tolerance") AND KEY("organ transplantation")) AND NOT INDEX(medline)

30846: ((TITLE-ABS-KEY(transpl*) OR TITLE-ABS-KEY(operat*))) AND (TITLE-ABS-KEY(tolerance)) AND NOT

INDEX(medline)

23516: (KEY("regulatory t cell") OR KEY("regulatory b cell") OR KEY("gamma delta t cell") OR

KEY("dendritic cell") OR KEY("natural killer cell")) AND NOT INDEX(medline)

27888: (TITLE-ABS-KEY(treg) OR TITLE-ABS-KEY(breg) OR TITLE-ABS-KEY("gamma delta t cell") OR TITLE-

ABS-KEY("dendritic cell") OR TITLE-ABS-KEY("nk cell")) AND NOT INDEX(medline)

Web of Science
Web of Science Core Collection, Current Contents Connect, Derwent Innovations Index, KCl-Korean
Journal Database, Medline, Russian Science Citation Index, SciELO Citation Index

TOPIC: (transpl*) OR TOPIC: (operat*) (q)

TOPIC: (tolerance) (r)

77647:(q) and (r)

266360: TOPIC: (treg) OR TOPIC: (breg) OR TOPIC: (gamma delta t cell) OR TOPIC: (dendritic cell) OR

TOPIC: (nk cell)

The Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL)

18: MeSH descriptor: [Transplantation Tolerance] explode all trees in Trials

36: MeSH descriptor: [Immune Tolerance] and MeSH descriptor: [Organ Transplantation] explode all trees

in Trials
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"transplantation":ti,ab,kw or "transplant":ti,ab,kw or "operational":ti,ab,kw in Trials (Word variations
have been searched) (s)
"tolerance":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched) (t)

4902: (s) and (t)

1240: MeSH descriptor: [T-Lymphocytes, Regulatory] or MeSH descriptor: [B-Lymphocytes, Regulatory] or
MeSH descriptor: [Intraepithelial Lymphocytes] or MeSH descriptor: [Dendritic Cells] or MeSH descriptor:

[Killer Cells, Natural] explode all trees in Trials

2679: treg:ti,ab,kw or breg:ti,ab,kw or "gamma delta T cell":ti,ab,kw or "dendritic cell":ti,ab,kw or "NK

cell":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

ClinicalTrials.gov, the EU Clinical Trials Register, the United Kingdoms' ISRCTN registry, and the India's

Clinical Trial Registry

11: "transplantation tolerance"

6: "transplant tolerance"

4: "operational tolerance"

802: treg

Also searched for Regulatory T cell and T-regulatory cell in ClinicalTrials.gov

22: breg

Also searched for Regulatory B Cells in ClinicalTrials.gov

50: "gamma delta t cell"

Also searched for Intraepithelial Lymphocytes and Gd T Cells in ClinicalTrials.gov
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886: "dendritic cell"

Also searched for Antigen presenting cell in ClinicalTrials.gov

902: "nk cell"

Also searched for Killer Cells in ClinicalTrials.gov

DART Europe E-Theses

11: "transplantation tolerance"

6: "transplant tolerance"

4: "operational tolerance"

341: treg

12: breg

10: "gamma delta t cell"

305: "dendritic cell"

327: "nk cell"

Open Access Theses and Dissertations

54: "transplantation tolerance"

31: "transplant tolerance"
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17: "operational tolerance'

1146: treg

33: breg

31: "gamma delta t cell"

1071: "dendritic cell"

880: "nk cell"

Archivos de comunicaciones de reuniones internacionales:

The American Association of Immunologists Annual Meeting 2006 to 2017, the European Congress of
Immunology 2006, 2009, 2012 and 2015, the American Transplant Congress 2002-2005, 2007-2013,
2015-2017, the World Transplant Congress 2006 and 2014, the European Society for Organ
Transplantation (ESOT) Congress 1997, 1999, 2001, 2005, 2007, 2009, 2011, 2013, 2015 and 2017, the
Transplantation Society (TTS) International Congress 1998, 2000, 2002, 2004, 2006, 2008, 2010, 2012,
2014 and 2016

14: manual searches.

Revision sistematica de apoyo para la revision sistematica “en profundidad “ de la revisidn sistematica

core (PROSPERO registration ID: CRD42018085186)

PubMed

90052: "kidney transplantation"[MeSH Terms]

133516: ((("kidney"[Text Word]) OR "renal"[Text Word])) AND "transplantation"[Text Word]
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28459: "t lymphocytes, regulatory"[MeSH Terms]

13418: "treg"[Text Word]

18052: "sirolimus"[MeSH Terms]

3988: "everolimus"[MeSH Terms]

22810: "tacrolimus"[Text Word]

28396: "cyclosporine"[MeSH Terms]

94497: (((("sirolimus"[Text Word]) OR "rapamycin"[Text Word]) OR "everolimus"[Text Word]) OR

"tacrolimus"[Text Word]) OR "cyclosporine"[Text Word]

402: "belatacept"[Text Word]

74200: "kidney function tests"[MeSH Terms]

40239: "glomerular filtration rate"[MeSH Terms]

122674: "creatinine"[Text Word]

57034: "graft rejection"[MeSH Terms]

14386: "acute rejection"[Text Word]
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OvidMedline(R)

Journals@Ovid (Sumarios y Resiimenes todas las Revistas Ovid), Revistas Subscritas a Texto Completo

por Sacyl, OvidMEDLINE(R) Epub Ahead of Print, In-Process & Other Non-Indexed Citantions, Ovid

MEDLINE(R) Daily, Ovid MEDLINE and Versions(R)

90018: exp Kidney Transplantation/

252747: ((kidney or renal) and transplantation).tw.

28460: exp T-Lymphocytes, Regulatory/

38067: treg.tw.

18052: exp Sirolimus/

3988: exp Everolimus/

14916: exp Tacrolimus/

28398: exp Cyclosporine/

212585: (sirolimus or rapamycin or everolimus or tacrolimus or cyclosporine).tw.

2127: belatacept.tw.

74209: exp Kidney Function Tests/

40243: exp Glomerular Filtration Rate/
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338764: creatinine.tw.

57037: exp Graft Rejection/

76980: (acute adj10 rejection).tw.

Elsevier’s Scopus

18266: KEY("kidney transplantation") AND NOT INDEX(medline)

30357: ((TITLE-ABS-KEY(kidney) OR TITLE-ABS-KEY(renal))) AND (TITLE-ABS-KEY(transplantation)) AND

NOT INDEX(medline)

1913: KEY("regulatory t cell") AND NOT INDEX(medline)

4275: TITLE-ABS-KEY(treg) AND NOT INDEX(medline)

13484: KEY(rapamycin) AND NOT INDEX(medline)

4291: KEY(everolimus) AND NOT INDEX(medline)

11062: KEY(tacrolimus) AND NOT INDEX(medline)

3382: KEY(cyclosporine) AND NOT INDEX(medline)

12169: KEY("cyclosporin A") AND NOT INDEX(medline)

34778: (TITLE-ABS-KEY(sirolimus) OR TITLE-ABS-KEY(rapamycin) OR TITLE-ABS-KEY(everolimus) OR TITLE-

ABS-KEY(tacrolimus) OR TITLE-ABS-KEY(cyclosporine)) AND NOT INDEX(medline)
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297: TITLE-ABS-KEY(belatacept) AND NOT INDEX(medline)

21469: KEY("kidney function") AND NOT INDEX(medline)

10443: KEY("glomerulus filtration rate") AND NOT INDEX(medline)

49366: TITLE-ABS-KEY(creatinine) AND NOT INDEX(medline)

13144: KEY("graft rejection") AND NOT INDEX(medline)

5086: TITLE-ABS-KEY(acute W/10 rejection) AND NOT INDEX(medline)

Web of Science

Web of Science Core Collection, Current Contents Connect, Derwent Innovations Index, KCl-Korean

Journal Database, Medline, Russian Science Citation Index, SciELO Citation Index

TOPIC: (kidney) OR TOPIC: (renal) (u)

TOPIC: (transplantation) (v)

191179: (u) and (v)

18984: TOPIC: (treg)

163089: TOPIC: (sirolimus) OR TOPIC: (rapamycin) OR TOPIC: (everolimus) OR TOPIC: (tacrolimus) OR

TOPIC: (cyclosporine)

970: TOPIC: (belatacept)

180900: TOPIC: (creatinine)
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31310: TOPIC: (acute near/10 rejection)

The Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL)

3377: MeSH descriptor: [Kidney Transplantation] explode all trees in Trials

"kidney":ti,ab,kw or "renal":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched) (w)

"transplantation":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched) (x)

10212: (w) and (x)

265: MeSH descriptor: [T-Lymphocytes, Regulatory] explode all trees in Trials

623: treg:ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

1982: MeSH descriptor: [Sirolimus] explode all trees in Trials

1103: MeSH descriptor: [Everolimus] explode all trees in Trials

1750: MeSH descriptor: [Tacrolimus] explode all trees in Trials

730: MeSH descriptor: [Cyclosporine] explode all trees in Trials

12860: "sirolimus":ti,ab,kw or "rapamycin":ti,ab,kw or "everolimus":ti,ab,kw or "tacrolimus":ti,ab,kw or

cyclosporine:ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

172: belatacept:ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

3887: MeSH descriptor: [Kidney Function Tests] explode all trees in Trials
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2475: MeSH descriptor: [Glomerular Filtration Rate] explode all trees in Trials

17543: "creatinine":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

2136: MeSH descriptor: [Graft Rejection] explode all trees in Trials

2187: "acute rejection":ti,ab,kw in Trials (Word variations have been searched)

ClinicalTrials.gov, the EU Clinical Trials Register, the United Kingdoms' ISRCTN registry, and the India's
Clinical Trial Registry
1821: "kidney transplantation"

Also searched for Kidney Transplants, Renal transplant, and Renal Transplantation in ClinicalTrials.gov

802: treg

Also searched for Regulatory T cell and T-regulatory cell in ClinicalTrials.gov

1638: sirolimus or rapamycin
Also searched for Everolimus, Sirolimus, RAD 001, Temsirolimus, mTOR inhibitor, cci779, Rapamune,

Afinitor, Torisen, Certican, Zortess in ClinicalTrials.gov

1342: tacrolimus

Also searched for Prograf and FK 506 in ClinicalTrials.gov

1160: cyclosporine

Also searched for Restasis and Neoral in ClinicalTrials.gov

56: belatacept

Also searched for Nulojix and Bms-224818 in ClinicalTrials.gov
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5638: creatinine

694: "acute rejection"

DART Europe E-Theses

215: "kidney transplantation

176: "renal transplantation”

341: treg

80: sirolimus or rampamycin

76: everolimus

171: tacrolimus

156: cyclosporine

5: belatacept

428: creatinine

99: "acute rejection”

Open Access Theses and Dissertations

609: "kidney transplantation"
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447: "renal transplantation”

1146: treg

1399: sirolimus or rapamycin

140: everolimus

410: tacrolimus

508: cyclosporine

14: belatacept

1788: creatinine

242: "acute rejection”

Archivos de comunicaciones de reuniones internacionales:

The American Association of Immunologists Annual Meeting 2006 to 2017, the European Congress of

Immunology 2006, 2009, 2012 and 2015, the American Transplant Congress 2002-2005, 2007-2013,

2015-2017, the World Transplant Congress 2006 and 2014, the European Society for Organ

Transplantation (ESOT) Congress 1997, 1999, 2001, 2005, 2007, 2009, 2011, 2013, 2015 and 2017, the

Transplantation Society (TTS) International Congress 1998, 2000, 2002, 2004, 2006, 2008, 2010, 2012,

2014 and 2016

12: manual searches.
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