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RESUMEN

El diagnostico actual del rechazo agudo es tardio (cuan-
do ha dado lugar a disfuncién renal) o invasivo (biop-
sia renal que confirma la sospecha clinica o biopsias de
protocolo que diagnostican el rechazo agudo subcli-
nico). Seria deseable disponer de biomarcadores que
permitieran la monitorizacién y diagnéstico precoz no
invasivo del rechazo agudo. Estos biomarcadores po-
drian representar la respuesta inmune frente al injerto
o la inflamacién renal que caracteriza histologicamente
al rechazo. Estudios recientes han evaluado la cuanti-
ficacién en orina de mRNA que codifica proteinas im-
plicadas en el rechazo renal o quimioquinas inducidas
por interferébn como biomarcadores no invasivos de re-
chazo agudo. La evaluacién de mRNA urinario es cara,
compleja y la muestra es evaluable en una proporciéon
insuficiente de casos para uso rutinario. Sin embargo,
la determinacion en orina de quimioquinas activadoras
de CXCR3, como CXCL9 y CXCL10, es prometedora para
el diagnéstico temprano del rechazo agudo humoral,
celular o mixto. Los niveles urinarios de CXCL9 y CXCL10
aumentan en orina antes de que se diagnostique el re-
chazo con la metodologia actual y pueden mejorar el
diagnéstico del rechazo humoral en conjuncién con
la determinacién de anticuerpos donante-especificos.
Sin embargo, los niveles urinarios aumentan en otras
formas de inflamacién renal, incluida la infeccién, y los
estudios disponibles hasta ahora son observacionales.
Antes de la incorporacién a la practica clinica rutinaria,
seria necesario realizar ensayos clinicos en los que se
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usaran los niveles de quimioquinas urinarias para tomar
decisiones diagnodsticas o terapéuticas y se evaluara el
impacto prondstico.

Palabras clave: Biomarcador, Inflamacién, Quimioquinas,
Trasplante renal, Rechazo agudo, Nefropatia crénica del tras-
plante

Renal inflammation in kidney transplant: Are there any
biomarkers?

ABSTRACT

Current diagnosis of acute rejection is established late
(after the development of renal dysfunction) or is inva-
sive (through renal biopsy confirming clinical suspicion
or protocol biopsies that diagnose acute subclinical
rejection). There is a need for biomarkers that would
allow monitoring and early non-invasive diagnosis of
acute renal rejection. Such biomarkers could reflect the
immune response to the kidney graft or the renal in-
flammation that histologically characterizes rejection.
Recent studies have assessed urinary quantification of
mRNA codifying the proteins involved in rejection or
interferon-induced chemokines as non-invasive bio-
markers of acute rejection. Urinary mRNA assessment
is expensive and complex and the number of patients
whose sample can be assessed is too small for its rou-
tine use. However, urinary determination of CXCR3-
activating chemokines, such as CXCL9 and CXCL10, is
promising for the early diagnosis of acute cellular, hu-
moral or mixed cellular and humoral rejection. Urinary
CXCL9 and CXCL10 levels are increased in urine before
diagnosis of rejection with current methods and can
improve the diagnosis of humoral rejection when used
in conjunction with donor-specific antibodies. However,
urinary levels are increased in other forms of renal
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inflammation, including infection, and the available
studies to date are observational. Before the inclusion
of these biomarkers in routine clinical practice, clinical
trials are needed that use urinary chemokine levels for
clinical or therapeutic decision-making and that evalu-
ate their prognostic impact.

Key words: Biomarker, Inflammation, Chemokines, Acute
renal, Transplant rejection, Chronic renal transplant nephro-
pathy

INTRODUCCION

El trasplante es la terapia renal sustitutiva que ofrece ma-
yor supervivencia y mejor calidad de vida en pacientes
con enfermedad renal crénica avanzada'. Los avances en
inmunosupresién y monitorizacién han mejorado la mor-
bilidad a medio y largo plazo. No obstante, durante el
primer afio postrasplante, entre el 9 y el 14% de los re-
ceptores sufren un rechazo agudo?® que puede tener, a
largo plazo, un impacto negativo sobre la supervivencia
del injerto y conducir a una disfuncién crénica del mis-
mo’. El rechazo agudo es el mayor predictor de disfun-
cién crénica del injerto. Es esencial para el manejo del
trasplantado renal evitar o retrasar la progresién hacia
disfuncién crénica del injerto mediante el diagndstico
precoz de rechazos agudos. Los marcadores validados
disponibles actualmente para monitorizar el rechazo,
como el incremento de la creatinina o el aumento de la
proteinuria, son tardios e inespecificos. Por tanto, el pa-
trén oro actual para el diagnéstico del rechazo del injerto
es la biopsia renal®. Este es, sin embargo, un método in-
vasivo, costoso y con posibilidad de complicaciones (he-
maturia, anuria, hematoma perirrenal, hemorragia y
shock, fistula arteriovenosa e incluso pérdida del injerto).
Ademds, la interpretacion de la biopsia es subjetiva y de-
pendiente del observador.

El rechazo agudo se clasifica, segun criterios analiticos, en
clésico, si se acompaiia de un incremento de la creatinina,
y subclinico, si la creatinina no cambia. El rechazo agudo
subclinico se diagnostica mediante biopsias de protocolo,
realizadas en fechas prefijadas, y no sobre la base de ha-
llazgos clinicos o analiticos. Ambas formas de rechazo
pueden ser, segtin criterios histolégicos, humorales o celu-
lares’. La gravedad del rechazo se define segtin la intensi-
dad de la glomerulitis, la endotelitis/arteritis y la inflama-
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Figura 1. Situacién de los marcadores de inflamacion re-
nal dentro de la secuencia de acontecimientos que lleva
al diagnostico del rechazo agudo. Los numeros hacen
referencia a la secuencia temporal de acontecimientosy,
por lo tanto, a la precocidad tedrica con la que la deter-
minacion de parametros representativos de ese fenome-
no puede permitir el diagndstico de rechazo.

cioén tubulointersticial en la clasificacion de Banff.
Observamos que estos términos hacen referencia a la in-
flamacién de diferentes nichos renales, por lo que se pue-
de hipotetizar que el uso de métodos no invasivos para
monitorizar el grado de inflamacién renal podria ser titil
para detectar el rechazo.

Con estas premisas, es necesario desarrollar pruebas diag-
nésticas incruentas y biomarcadores con alta sensibilidad
y especificidad que se modifiquen de forma precoz ante el
inicio del rechazo, que sean capaces de evaluar el riesgo
inmunoldgico y de orientar la toma de decisiones, y que
disminuyan la necesidad de realizar biopsias renales*®. En
este articulo, revisaremos el estado actual de los biomarca-
dores de inflamacidn para predecir y diagnosticar el riesgo
inmunoldgico del injerto o guiar las decisiones terapéuti-
cas tras el trasplante renal, y su posible aplicacién a la
préctica clinica diaria (figura 1).
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INFLAMACION DEL INJERTO RENAL

De entre los diversos componentes de la respuesta infla-
matoria, las quimioquinas son moléculas particularmente
atractivas cuando se quiere evaluar la inflamacién de for-
ma precoz o el grado de actividad de la respuesta inflama-
toria. En efecto, las quimioquinas son citoquinas quimio-
tacticas secretadas por las células parenquimatosas y del
sistema inmune, en respuesta al estrés celular o a los am-
plificadores de la inflamacién. Asi pues, pueden ser la pri-
mera evidencia de que una célula renal estd expuesta a un
estrés y preceden a la infiltracién masiva de leucocitos en
respuesta a las propias quimioquinas, al dafio tisular con-
secuencia de esta infiltracién y a la disfuncién del érgano
como consecuencia de la lesion tisular. Asimismo, el cese
de la respuesta inflamatoria implica que se dejan de pro-
ducir quimioquinas y, por lo tanto, de atraer nuevos leuco-
citos al foco infamatorio.

Los interferones estdn implicados en el rechazo, por lo
que se ha prestado especial atencién a las quimioquinas
producidas por células renales en respuesta a interfero-
nes y que, ademds, atraen linfocitos T, células clave del
rechazo. Sin embargo, las quimioquinas son promiscuas
desde todos los puntos de vista: numerosos tipos celula-
res diferentes pueden secretar multiples quimioquinas,
cada una de ellas en respuesta a miultiples estimulos po-
sibles, y, a su vez, las quimioquinas pueden con frecuen-
cia activar varios receptores, que comparten con otras
quimioquinas, y asi atraer diversos tipos celulares’. De
hecho, diversas moléculas proinflamatorias, ademads de
los interferones, estimulan la produccién de quimioqui-
nas por las células renales, incluyendo citoquinas de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF, por sus
siglas en inglés, tumour necrosis factor) y productos bac-
terianos, asi como nefrotéxicos’” . Por lo tanto, a priori,
se esperaria que el hallazgo de niveles elevados de qui-
mioquinas fuera inespecifico desde el punto de vista de
la etiologia (infecciosa o inflamacién estéril) y que la
magnitud del cambio estuviera mds relacionada con la
intensidad de la inflamacién que con la etiologia. Asi,
por ejemplo, hace mds de 20 afios ya se observo que toxi-
cos podocitarios que causan proteinuria elevaban la pro-
duccién renal de la proteina inducible por interferén
gamma 10 (IP-10, por sus siglas en inglés, interferon
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Figura 2. Situacién de los principales marcadores de in-
flamacion renal mencionados dentro de la ruta inmuno-
l6gica del rechazo agudo.

gamma-inducible protein 10) en ratas y que el TNF era
un potente inductor de la produccién de IP-10 por parte
de las células renales!!. Las quimioquinas atraen leucoci-
tos durante la respuesta inmune y la inflamacién'? me-
diante la activacién de receptores transmembrana especi-
ficos acoplados a proteinas G'3.

El CXCR3 es un receptor de quimioquinas expresado en
los linfocitos T y B, y en las células natural killer (NK)
que es activado por las quimioquinas CXCL11, CXCL10
y CXCL9, que atraen principalmente a linfocitos T acti-
vados, que tienen una alta expresion del CXCR3!'*!¢ (fi-
gura 2). Dos de las quimioquinas que activan el receptor
CXCR3 (CXCL9 y CXCLI10) se han relacionado con el
desarrollo del rechazo agudo!'’8. Sin embargo, tenemos
que destacar que los estudios que han relacionado estas
quimioquinas con el rechazo estaban disefiados sobre la
base de hipdtesis prestablecidas. Si bien esta es una forma
ortodoxa de hacer ciencia, existe la posibilidad de que,
debido al conocimiento limitado de la biologia humana,
no se hayan estudiado moléculas que podrian dar infor-
macién mds sensible y especifica. Este tipo de aproxima-
cién, no sesgada, es caracteristica de las aproximaciones
6micas, como la transcriptémica o la proteémica'®-?2.

La inflamacién del injerto renal puede tener diversas
etiologias, ademds del rechazo, incluyendo la isquemia
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de reperfusion, la recidiva de la enfermedad de base, las
infecciones bacterianas o virales, o los nefrotéxicos. En
el injerto renal de donante caddver, la inflamacién prece-
de a la implantacién del 6rgano, como se ha podido de-
mostrar en estudios transcriptdmicos, como los recogidos
en la base de datos Nephromine (www.nephromine.org).
Se piensa que estos cambios son consecuencia de la
muerte cerebral. Asi, por ejemplo, en comparacién con
los rifiones de donantes vivos o de pacientes con sindro-
me nefréotico de cambios minimos, en el rifién de donante
caddver estd aumentada la expresion génica de las qui-
mioquinas CXCL9 y CXCL10, de la interleucina 18 (IL-
18), de la quimiocina CCL2, de la quinasa apical de la via
no canodnica del factor de transcripcién proinflamatorio
nuclear kappa B (NF-kB por sus siglas en inglés, nuclear
factor kappa B), MAP3K14 y del receptor de la citoquina
TWEAK (por sus siglas en inglés, TNF-like weak indu-
ced of apoptosis) de la superfamilia del TNF, TNFRS-
F12A. Sin embargo, estd disminuida la expresién de KL,
el gen que codifica el factor antienvejecimiento de origen
renal Klotho. Estos resultados son interesantes porque
ponen en contexto aquellos obtenidos en el trasplante re-
nal humano que discutiremos a continuacién: no solo el
interferén, sino también citoquinas como el TWEAK, au-
mentan la expresién de quimioquinas en células tubulares
y disminuyen la expresioén de Klotho, que, a su vez, tam-
bién tiene propiedades antinflamatorias y antifibroti-

Ca523—27.

ACIDO RIBONUCLEICO MENSAJERO URINARIO

El 4cido ribonucleico mensajero (mRNA por sus siglas en
inglés, messenger ribonucleic acid) en orina de pacientes
trasplantados renales podria resultar informativo como
biomarcador de rechazo agudo. Ya en el afio 2001 se estu-
diaron 151 muestras de orina de 85 receptores de trasplan-
te renal y se desarrollaron y describieron técnicas de cuan-
tificacion de mRNA de proteinas citotoxicas en las células
urinarias, abriendo asi una larga y compleja linea de inves-
tigacion cientifica en ese dmbito®™. De los 85 pacientes
evaluados en este estudio, 38 fueron sometidos a biopsia
renal, de los que se obtuvieron 44 muestras. Los niveles
altos de mRNA de perforina y granzima B (proteinas de
linfocitos T citotéxicos) y de CD3 (marcador de linfocitos
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T) en las células urinarias se asociaron al desarrollo de
rechazo agudo de trasplante.

En 2013, se publicé el mayor estudio de mRNA urinario y
rechazo de trasplante renal, que expuso tanto la promesa
como las debilidades de esta aproximacién. En 4.300
muestras de orina de 485 receptores de trasplante renal re-
cogidas desde el tercer dia de la intervencién hasta los 12
meses posteriores (dias postrasplante 3, 7, 15 y 30; y me-
ses2,3,4,5,6,9,y 12; y en el momento de la biopsia 'y 2
semanas después) se evaluaron los niveles de mRNA de
ocho marcadores asociados previamente al rechazo y se
observé que tres estaban claramente relacionados con el
rechazo agudo®. Los tipos de mRNA identificados fueron
18S ribosomal (rRNA), y el mRNA de CXCL10 y de
CD3g, estos ultimos normalizados por 18S mRNA. Los
autores integraron los tres biomarcadores en un solo pard-
metro, una huella molecular estimada mediante una for-
mula matematica (-6,1487 + 0,8534 log10[CD3¢/18S] +
0,6376 1og10[1P-10/18S] + 1,6464 log10[18S]), que per-
miti6 establecer un valor de corte de —1,213. Este pardme-
tro no aumenté con infecciones del tracto urinario, con
bacteriemia ni con infecciones por citomegalovirus
(CMV), pero si se asocié con infeccion por virus BK (p =
0,03). Los autores concluyen que la determinacién urina-
ria de estos tipos de mRNA podria tener valor diagndstico
y pronéstico del rechazo agudo celular sin biopsia renal,
una vez descartada la infeccién por BK mediante métodos
no invasivos. El estudio tenfa ciertas limitaciones, como la
imposibilidad de recoger todas las muestras de orina pre-
vias a las biopsias y, en algunos casos, el hecho de no cum-
plir los controles de calidad exigidos. Los pacientes selec-
cionados presentaron un bajo porcentaje de rechazo
mediado por anticuerpos, por lo que no se puede validar
para diagnéstico de rechazo humoral. Una desventaja de
esta metodologia es que solo el 83% de las muestras son
vélidas. En este sentido, las técnicas analiticas implicadas
son caras y complejas, y aplicarlas para no disponer de un
resultado vélido en uno de cada seis pacientes es a priori
cuestionable. Finalmente, el area bajo la curva (AUC por
sus siglas en inglés, area under the curve) para el diagn6s-
tico de rechazo se redujo desde 0,85 (intervalo de confian-
za [IC] del 95%, 0,78-0,91) en el estudio inicial a 0,74 (IC
del 95%, 0,61-0,86) en la fase de validacién externa, con
un limite del intervalo de confianza muy cercano a 0,50.
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QUIMIOQUINAS URINARIAS

Hay varios trabajos publicados que abordan la utilidad de
la determinacién de las quimioquinas urinarias, funda-
mentalmente la CXCL9 y la CXCLI10, para el diagndstico
del rechazo agudo*¢. Comentaremos aqui los mas destaca-
dos e ilustrativos del valor de estas quimioquinas.

Un estudio observacional, prospectivo y multicéntrico,
con 280 receptores de injerto renal, estudid seis tipos de
mRNA (CCR1, CXCR3, granzima B, IL-8, CXCL9 y
CXCL10) y dos quimioquinas (la CXCL9 y la CXCL10)
en orina. Los niveles de la CXCL9 o la CXCL10 urinarias
fueron més altos en el rechazo agudo que en pacientes sin
rechazo (otros diagnésticos), pero los niveles de la
CXCLI10 urinaria no diferenciaron el rechazo de infec-
cién'. La CXCL9 urinaria permitié diagnosticar el recha-
zo agudo con un drea bajo la curva de 0,86, un valor pre-
dictivo positivo de 68% y un valor predictivo negativo de
92%, con lo que se podrian, idealmente, evitar biopsias
renales en pacientes con sospecha clinica de rechazo y ni-
veles bajos de la CXCL9' urinaria. La combinacién de la
proteina CXCL9 y el mRNA CXCL9 aporté resultados
marginalmente mejores, con valor predictivo positivo de
71% y valor predictivo negativo de 92%, lo que no parece
justificar la determinacién afiadida del mRNA". Los nive-
les urinarios de la CXCL9 aumentaron un mes antes de la
realizacién de una biopsia renal por sospecha clinica de
rechazo agudo con diagndstico de rechazo agudo. En este
sentido, la CXCL9 en orina podria predecir el rechazo
agudo y contribuir a realizar una biopsia renal antes, lo
que facilitaria el tratamiento precoz del rechazo. Ademas,
la monitorizacién de los niveles de la CXCL9 urinaria po-
dria ayudar a la identificacién de una adecuada resolucién
del rechazo agudo, si se tiene en cuenta que los niveles de
dicho biomarcador disminuyeron tras 30 dias de trata-
miento con éxito del rechazo. Es mas, existid una relacion
entre los niveles urinarios de la CXCL9 y los datos de in-
flamacién del injerto (categorias i [inflamacidén intersti-
cial] y t [tubulitis] de Banff) en biopsias de protocolo a los
6 meses. Finalmente, la mediciéon de los niveles de la
CXCLO urinaria al sexto mes postrasplante renal permiti-
ria estratificar los receptores en bajo y alto riesgo de re-
chazo renal, ya que existié una relacién entre la CXCL9
urinaria elevada en el sexto mes y la aparicién de rechazo

18

clinico entre el sexto y el 24 mes postrasplante renal (odds
ratio, 4,7; sensibilidad, 83%; especificidad, 84% [p =
0,005]). E1 AUC fue de 0,88; el valor predictivo negativo,
de 99%, y el valor predictivo positivo, de 15%, lo que per-
mitiria identificar receptores con bajo riesgo de rechazo.
En este sentido, los niveles indetectables de la CXCL9 en
orina predijeron una funcién estable del injerto a largo
plazo con valor predictivo negativo para deterioro de la
funcién renal por encima del 99%, independientemente de
diversas caracteristicas clinicas del paciente. En resumen,
en este estudio, la CXCL9 urinaria global fue el parametro
con mejor comportamiento prondstico y diagndstico de
rechazo agudo.

En otra cohorte de 244 receptores de trasplante renal
muy sensibilizados (27% con anticuerpos antidonante)
en los que se practicaron 281 biopsias renales, se observo
una asociacidn significativa entre los niveles urinarios de
la CXCL9 y de la CXCL10, sin normalizar o normaliza-
dos por la creatinina urinaria (CXCL9/CrU y CXCL10/
CrU), y la inflamacidn renal categorizada por la clasifi-
cacion de Banff, tanto tubulointersticial (categorias iy t),
como microvascular (categorias g [glomerulitis] y ptc
[capilaritis peritubular])!®. Sin embargo, no se evidenci6
relacion de estas quimioquinas con los criterios de recha-
zo crénico de la clasificacion de Banff's. Los niveles uri-
narios de la CXCL10 y del cociente CXCL10/CrU fue-
ron mads altos en el rechazo agudo y el cociente CXCL10/
CrU diagnostic6 el rechazo agudo celular (AUC, 0,80;
1C, 95%; 0,68 a 0,92), humoral (AUC, 0,76; IC, 95%;
0,69 a 0,82) y mixto (AUC, 0,82; IC, 95%; 0,74 a 0,90).
El cociente CXCL10/CrU permitié estimar el riesgo de
pérdida del injerto después de un rechazo humoral agu-
do. Ademas, la combinacion del cociente CXCL10/CrU
con los anticuerpos donante especificos inmunodomi-
nantes permitié6 mejorar el AUC para el diagndstico de
rechazo agudo humoral (sube de 0,75; IC, 95%; 0,68-
0,82 hasta 0,83; IC, 95%; 0,77-0,89). La CXCL9 y el
cociente CXCL9/CrU, sin embargo, se incrementaron de
forma significativa en los rechazos mixtos y los rechazos
celulares puros, pero no en los rechazos humorales pu-
ros. Las curvas caracteristicas de operacion del receptor
(ROC por sus siglas en inglés, receiver operating cha-
racteristic) mostraron superioridad de la CXCL9 y del
cociente CXCL9/CrU (AUC, 0,86; IC, 95%; 0,74-0,98 y
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0,90; IC, 95%; 0,84-0,97) respectivamente respecto a la
CXCL10 y al cociente CXCL10/CrU en la prediccién
del rechazo agudo celular. En general, los valores predic-
tivos positivos de la determinacién de quimioquinas uri-
narias fueron menores (12 a 59%) que los valores predic-
tivos negativos (84 a > 99% para el diagndstico de
rechazo agudo o sus modalidades). En resumen, el co-
ciente CXCL10/Cr urinario tuvo el mejor comporta-
miento global en este estudio respecto a su asociacion
con el grado histolégico de inflamacién tubulointersti-
cial y microvascular en el trasplante renal y la discrimi-
nacién del rechazo, y su combinacién con los niveles
séricos de anticuerpos donante especificos mejor6 el
diagnéstico no invasivo del rechazo agudo humoral, aun-
que el cociente CXCL9/CrU tuvo mejor comportamiento
para el diagnéstico del rechazo celular.

CONCLUSIONES

En resumen, diversas publicaciones han expuesto que la
determinacién en orina mediante un andlisis de inmu-
noabsorcién ligada a enzimas (ELISA por sus siglas en
inglés, enzyme linked immunosorbent assay) técnica-
mente simple de quimioquinas activadoras del CXCR3
(la CXCL9 y la CXCL10) permite detectar inflamacién
renal diagndstica de rechazo agudo incluso cuando esta
es subclinica, ya que aumentan hasta un mes antes de un
episodio diagnosticado por biopsia de rechazo agudo,
disminuyen en respuesta al tratamiento antirrrechazo y
pueden llegar a predecir la disfuncién posterior del injer-
to. Sin embargo, pueden aumentar en otras condiciones
asociadas a inflamacion renal, como infeccion viral o
bacteriana, y no existen puntos de corte bien definidos ni
ensayos validados para su uso clinico. La otra aproxima-
cion, la determinacion de niveles urinarios del mRNA,
resulta mas compleja, no ofrece ventajas frente a la de-
terminacion de quimioquinas y presenta una tasa inacep-
table de estudios no validos para la practica de la medici-
na en el siglo XXI. En general, los estudios disponibles
sobre el potencial biomarcador de la determinacién uri-
naria de las quimioquinas o del mRNA de moléculas in-
flamatorias son observacionales. Por lo tanto, no han
podido demostrar la utilidad clinica de estas determina-
ciones. Para ello se necesitarian ensayos clinicos en los
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que se evaluara si los resultados del estudio de las qui-
mioquinas urinarias permiten tomar decisiones clinicas
(por ejemplo, biopsiar o no biopsiar, modificar el trata-
miento o no modificarlo) que mejoren el prondstico de
los pacientes. Por otra parte, la forma de seleccionar los
marcadores que se han estudiado hasta ahora (derivada
de hipétesis) no garantiza que estos sean los mejores bio-
marcadores posibles. Seria necesario realizar estudios no
sesgados de tipo émico para identificar posibles biomar-
cadores urinarios de inflamacién que en estos momentos
no se puedan proponer basdndose en hipdtesis debido al
conocimiento insuficiente de la biologia humana® . Fi-
nalmente, es muy posible que en el trasplante renal, al
igual que ocurre en otros campos de la medicina e inclu-
so de la nefrologia, el uso simultdneo de varios biomar-
cadores (un panel de biomarcadores) proporcione infor-
macion mds sensible y especifica que el estudio de un
solo biomarcador'*?2.

En conclusién, los biomarcadores urinarios de inflama-
cién no estan listos para su uso clinico en 2016.
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