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TITULO:AnálisisprospectivodelascélulasTreguladorasimplicadasen

latoleranciaoperacionalenpacientescontrasplantehepático.

RESUMEN:

Enestetrabajonosproponemosunestudioprospectivoderetiradadelos

fármacosinmunosupresoresenpacientescontrasplantehepáticodelarga

evolución,siguiendouncontrolcontinuodelafunciónhepática.Elobjetivo

principalesdeterminardeformaprospectiva,parámetrosinmunológicosy

genéticosquenospermitandiferenciarentrelospacientesquealcanzanla

"toleranciaoperacional"vspacientesquesufrenunepisodioderechazo

(notolerantes).Duranteesteprocesopretendemosestudiardeforma

protocolizadayexhaustiva,mediantelatomademuestrasperiódicas,

múltiplesparámetrosanivelinmunológico ygenético queincluyan:

inmunofenotipado en sangre periférica de distintas subpoblaciones

celularesincluyendocélulasTreguladoras,NK,B,dendríticasyotros

marcadoresespecíficos;Determinacióndelniveldecitoquinasensuero;

DeterminacióndelniveldemetilacióndelgenFOXP3ensangreperiféricay

tejido;Determinacióndelaconcentracióndeferritina,hepcidina-25,ATPy

adenosinaensuero.Conestosestudiossepretendecomprobarelvalor

pronósticodeunoovariosdeestosparámetroscombinados,ademásde

intentardilucidarlasecuenciafisiológicadeunprocesodetolerancia

operacionalenpacientescontrasplantehepático.

PALABRASCLAVE:célulasTreguladoras,inmunosupresión,metilación,

tolerancia,trasplantehepático.

TITLE:Prospective analysis ofimmunologicalfactors and genetic

expressionimplicatedinoperationaltoleranceinlivertransplantpatients.

SUMMARY:

Inthisworkweproposeaprospectivestudyofwithdrawalinliver

transplantpatientswithlongevolution,usingacontinuousmonitoringof

theparametersofliverfunction.Theaim ofthisprojectistoidentify

patientswhomeetthe"operationaltolerance"vspatientswhosufferan

episodeofrejection(non-tolerant).Duringthisprocessweintendtostudy



TFM.MásterUniversitarioenInvestigaciónyMedicinaClínica.6

inathoroughmanner,bytakingperiodicsamples,severalimmunological

andgeneticparametersincluding:immunophenotypingofdifferentcellular

subpopulationsofperipheralbloodasTreg,NK,B,dendriticcellsandother

specific markers;quantification of the levelof serum cytokines;

determinationofthemethylationstatusofFOXP3inperipheralbloodand

tissue;determinationoftheconcentrationofserum ferritin,hepcidin-25,

ATPandadenosine.Theaim ofthisprojectistodetecttheprognostic

valueofoneorseveralparameters,aswellastrytoelucidatethe

physiologicalsequenceoftheoperationaltoleranceinlivertransplant

patients.

KEYWORDS: immunosupression, liver transplantation, metilation,

regulatoryTcells,tolerance.
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1.INTRODUCCIÓN.

Losavanceseneltratamientoinmunosupresorhantenidoungranimpacto

enlaevoluciónyeneléxitodelostrasplantesdeórganosyenparticular

deltrasplante hepático.Con la introducción de nuevos fármacos

inmunosupresores,laincidenciaderechazoagudohadisminuidodeforma

considerable,ylasupervivenciadelospacientescontrasplantehepático

esdel83%alañoydel70%alos5años[1].Sinembargo,latoxicidad

asociadaconelusodeestosfármacosesimportante,condicionandola

aparicióndehipertensiónarterial,hiperlipemia,diabetes,insuficienciarenal

ytumoresdenovoenlospacientestrasplantados[2,3].Portodoello,y

para mejorar la eficacia y la especificidad de los tratamientos

inmunosupresores,esimprescindibleprofundizarenelconocimientode

losmecanismosdelarespuestaalogénicaprimariacontraantígenos

extrañosyenlosmecanismosdetoleranciaespecíficadeantígeno,conel

fin de evitaro disminuiralmáximo posible eluso de fármacos

inmunosupresores.

a.ToleranciaOperacionaleneltrasplantehepático.

Esunhechoconocido,queeltrasplantehepáticoentreespeciesanimales

comoelcerdoyentreciertascombinacionesderatasyratones,puede

realizarsesininmunosupresión[4–6].Estaobservaciónenanimalesyla

posibilidadderetirarcompletamentelosfármacosinmunosupresoresen

pacientesseleccionadoscontrasplantehepático,nospermiteafirmarque

elhígadoesunórganoinmunológicamenteprivilegiado[7,8],quepuede

tolerarsetraseltrasplanteconmenorinmunosupresiónyenocasioneses

posibleretirarcompletamentelosfármacosinmunosupresores(tolerancia
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operacional)[9].Además,recientementesehademostradoqueenlos

pacientescontoleranciaoperacionalmejoralafunciónrenalydiversos

parámetrosderiesgocardiovascular[10].

Datosexperimentalesapoyaríanlaideadepoderinducirtoleranciaen

humanossometidosatrasplantedeórganos.Aunquelatoleranciaseríael

objetivoideal,laheterogeneidaddecombinacionesposiblesentredonante

yreceptor,elestadoinmunedelreceptor,laenfermedaddebasedel

paciente trasplantado,y las consecuencias imprevisibles de las

infeccioneshacenqueunatoleranciaestableseaextremadamentedifícil

entodoslospacientes[11].Aúnasí,laimportanciadeestehechoha

llevadoalacreacióndeunconsorcioeuropeo(RISET)yotroenUSA(ITN)

paraintentartrasladarlosestudiossobretoleranciaalaclínica.

b.Inmunologíadelprocesodetoleranciaoperacional.

i. Papeldelasdistintaspoblacionescelulares.

Latoleranciaaantígenospropios,aligualquelatoleranciaalos

aloantígenosesuna función delsistema inmune.Losmecanismos

implicadosenlatoleranciaalosórganostrasplantadossoncomplejosyno

totalmenteconocidos,aunqueelpapeldelascélulasTreguladoras(Treg)

enesteprocesoparececadavezmásdecisivo.Afinalesdelos90,

Sakaguchiy colaboradores fueron capaces de demostrarque una

poblacióncelularminoritariacomprendidaentreel5yel10%delos

linfocitosperiféricos,queseformaneneltimoycoexpresanCD4yCD25,

jueganunpapelcrucialenlaprevencióndeenfermedadesautoinmunes

organoespecíficas,determinandolarespuestainmuneaautoantígenosy

aloantígenosypudiendoestarenvueltasenlaprevencióndelrechazoe

induccióndelatoleranciaaltrasplante[12].Estascélulasejercenuna

supresióndelaactivacióndelascélulasThyTcitotóxicas,bienpor

contactooporsecrecióndecitoquinastipoTGF-b1,IL-2eIL-10[13].Seha

definidofenotípicamenteaestapoblacióndeTregimplicadasenla

inducción de tolerancia como CD4+CD25high+FoxP3+, aunque

actualmentesepuedenidentificarmássencillamente

comoCD4+CD25+CD127-.FoxP3esunfactordetrascripciónimplicadoen

lageneraciónymantenimientodelfenotipoTregytieneunaaltaexpresión
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prácticamenteenexclusivaenlascélulasTCD4+CD25+.Interesantemente,

hayestudiosclínicosrecientesdondeseobservaunaumentodela

población de células Treg CD4+CD25high periféricas en pacientes

trasplantadosdehígadoquehanalcanzadolatoleranciaoperacional

[14,15].Sinembargo,estosestudiosfueronllevadosacabodeforma

retrospectiva donde pacientes que habían alcanzado la tolerancia

operacionalhacíamásdedosañoserancomparadosconpacientes

inmunosuprimidos.Enestesentido,nuestrogrupodesdeelaño2008dio

unpasomásyestudiódeformaprospectivaunprocesoderetiradadelaIS

en pacientes con trasplante hepático,midiendo varios parámetros

inmunológicosalolargodetodoelprocesoderetirada[16].Eneste

estudioseobservóunincrementodelapoblaciónCD4+CD25highcuando

laISfueretiradacompletamenteyunincrementosuperiora3vecesenla

expresiónrelativademRNAdeFoxP3encélulasmononuclearesdesangre

periféricaantesdelaretiradacompletadelaIS.Algunosgrupos,han

alcanzadoresultadossimilaresalosnuestrosperoanalizandomuestras

debiopsiasdepacientestrasplantadosderiñónohígadotolerantesvs

inmunosuprimidos,observandomáscélulasFoxP3+eneláreaportalenel

grupotolerante[17,18].Actualmente,lascélulasTregsedividenendos

poblaciones;naturales(nTreg)einducidas(iTreg).Laprimerassurgenen

eltimoylasiTregderivande célulasTCD4+CD25-FoxP3-ensangre

periférica.Inclusoestaspoblacionessepuedensubdividirutilizandootros

marcadorescomoICOS,quedefineunapoblacióndenTregproductorasde

IL-10yTGF-beta(ICOS+)yotrassolamentedeTGF-beta(ICOS-)[19].Porel

contrario,esdifícilhacerunadistinciónentrelascélulasnTregylasiTreg,

comotampocoseconoceconexactitudcuáldelasdospoblacionesaporta

másalosprocesosdesupresiónytolerancia[20].Porunlado,mientras

quelasnTregpuedenserinducidasacélulasTh17enpresenciadeIL6,las

iTregparecentenerinhibidalaexpresióndelreceptordelaIL6(CD126),

obteniendociertogradoderesistenciaalaconversiónacélulasdetipopro-

inflamatorio[21].Igualmente,un70%deTregperiféricasexpresanHelios

[22],queseríannTreg,yaqueTreginducidasinvitronoexpresaneste

marcador.Porotrolado,unadelasprincipalesdiferenciasencontradas
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hastaelmomento,esquelasiTregssonparticularmenteinestablesy

tiendenaperdermásfácilmentelaexpresióndeFoxP3quelasnTreg,lo

cualprobablementeestárelacionadoconlasdiferenciasepigenéticasenel

genFOXP3enambassubpoblaciones,demodoquesehademostradoque

ciertasregionesnocodificantesdelgenFOXP3(Regióndesmetilada

específica de Treg - TSDR) en las células nTreg permanecen

completamentedesmetiladasmientrasqueenlasiTregtalesregiones

aparecenmetiladas[23,24].ParececlaroquelaestabilidaddeFoxP3es

muyimportanteenelfenotipoTreg,yaquesehademostradoqueincluso

algunascélulasnTreg(Ex-Treg)ylasiTregpuedenperderlaexpresiónde

FoxP3yadquirirunfenotipoproinflamatorio,porloqueelreconocimiento

deunapoblacióndecélulasTregFoxP3establespodríaseresencialenel

complicadoentramadodelatolerancia[20–24].

Sinembargo,notodaslaspoblacionesdecélulasTdescritascomo

reguladorassonFoxP3+,aunquepocoseconoceactualmentesobresu

función[20].EntreestaspoblacionesseencuentranlascélulasTr1CD4+,

inducidasprincipalmenteporIL-27,productorasdegrancantidaddeIL10

comoúnicacitoquina,conunaposiblefuncióndescritaenautoinmunidad

[25];lascélulasTr35CD4+congranproduccióndeIL35(26)ylas

CD3+CD4-CD8-(célulasDN T)[27].MásalládelascélulasTcomo

reguladoras,hayactualmentetrabajosmuyrecientessobrelacapacidad

reguladoradelascélulasB,demodoqueigualquelascélulasTreg,la

supresión mediada porestascélulasB reguladoras(Breg)esmuy

importanteenelmantenimientodelatolerancia[28].Lamayoríadeestos

estudiossehanrealizadoenmodelosanimalesdeenfermedadescomo

autoinmunidad,infecciónycáncer[28],peroactualmentesehapublicado

untrabajosobrelaimportanciadelascélulasBperiféricasentoleranciaal

trasplanteenpacientestrasplantadosderiñón[29],encontrandoun

incrementoenelnúmeroabsolutodecélulasBprincipalmentecélulasB

activadas,de memoria y tempranas de memoria en los pacientes

tolerantesrespectoalosquemanteníanlainmunosupresión.

Otrapoblaciónquejuegaunpapelactivoenlatoleranciasonlascélulas

dendríticas(DCs),queatravésdevariosmecanismossoncapacesde
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inducirlaformacióndecélulasTreguladoresTr1,nTregsoiTregs.Parece

queciertassubpoblacionesdeDCstienenunfenotipotolerogénicoyestán

especializadaseninducirladiferenciacióndeTregs.Laexpresióndela

enzimadelcatabolismodeltriptófanoIDOenDCspuedejugarunpapel

críticoenlatoleranciainmunepromoviendolainduccióndeTregs[30].

TambiénlaseñalizacióndeestasDCsatravésdeCTLA-4pareceaumentar

lainduccióndeiTregsdependientedeTGF-beta[21].Noobstante,estudios

llevadosacaboporelgrupodeldoctorSanchez-Fueyoencolaboración

connuestrogrupo[31],hanpuestodemanifiestoelcomportamiento

diferencialdelaspoblacionesdecélulasNKyγδTCR+,oinclusoelratio

Vδ1/2TCR+,entrepacientescontrasplantehepáticotolerantesyno

tolerantesenunestudioretrospectivo,poniendodemanifiestoquenosólo

las células reguladoras forman parte de este amplio entramado

inmunológico.

ii. Papeldelascitoquinas

Dependiendodelascitoquinaspresentesenelambientedeuntrasplante

cuandoseproducelaactivaciónporantígeno,lascélulasCD4+vírgenes

pueden adquirir una variedad de fenotipos citopáticos y/o

inmunoreguladores[32].Cuandoestascélulasseactivanenpresenciade

IL-12,puedenllegarasercélulasTh1productorasdeIFN-γ.Encambio,en

presenciadeIL-4puedendiferenciarseacélulasTh2,productorasdeIL-4e

IL-5.En ausencia de citoquinas proinflamatorias,TGF-β induce la

formacióndeTregsFoxP3+.Encambio,lapresenciadeIL-6oIL-21junto

conTFG-binhibeeldesarrollodeestasTregs,formándoseenestecaso

célulasTh17 productorasdeIL-17,lascuálesson citopáticas[33].

RecientesestudioshanreveladoqueTregsyTh17tienenplasticidady

están interrelacionadas.Así,Tregspueden diferenciarsea Th17 en

presenciadeIL-2eIL-1b,mientrasqueenpresenciadeIL-27,lascélulas

Th17puedenproducirIL-10ytenerunefectoinmunosupresor[34].Deeste

modo,secreequeelrechazoolaaceptacióndeuntrasplanteestaría

determinadoporelbalanceentrecélulascitopáticasTh1-Th17vscélulas

citoprotectorasTreg,yestebalancedependeríadelniveldeinflamacióndel

microambientedondelaactivacióndelascélulasTtienelugar[35].



TFM.MásterUniversitarioenInvestigaciónyMedicinaClínica.13

iii. MetabolismodelATPextracelularyseñalizaciónpurinérgica

ElATPliberadoalespacioextracelularporcélulasnecróticasesun

indicadordedañocelularyelcualatravésdereceptorespurinérgicos

(P2X7)demacrófagosyDCsactivaelinflamasomayprovocalaliberación

delacitoquinaproinflamatoriaIL-1b[36].InclusoATP liberadopor

linfocitosTactivados,señalizasobreellosmismos,jugandounpapel

esencialenelinflujodecalciomediadoporelTCRylaproduccióndeIL-2

[37].CD39eslaectoenzimadominanteenelsistemainmunequehidroliza

ATPaADPoAMP,yesexpresadaenel50%delasTreghumanas[38].Al

hidrolizarelATPatravésdeCD39,lasTregCD39+puedensuprimirla

liberacióndeIL-1byfavorecerla

síntesis de metabolitos inmunomoduladores como la adenosina en

conciertoconlaecto-nucleotidasaCD73,quedesfosforilaelAMP.Esta

adenosinapuedeseñalizaratravésdereceptorespurinérgicosP1delas

célulasTefectoras,comoADORA2AoADORA3,ejerciendounefecto

inhibidordelaactivación[39].Losnivelesdeadenosinaenelmedio

extracelularseríancontroladosporlaadenosinadesaminasa(ADA),que

degradaríaestaadenosinaainosina.

iv. Perfilgenéticodelospacientestolerantes.

Algunosestudiosenpacientestrasplantados,principalmentehepáticos,se

hancentradoenestudiarelperfilgenéticodelospacientestolerantesvsno

tolerantes.Yanuestrogrupoenel2008[16]estableciólaevolucióndela

expresióndeFoxP3enlaretiradadelaIScomounposiblemarcador

diferencialentrelosdosgruposdepacientes.Enestesentido,unodelos

estudiosmásexhaustivosfuellevadoacaboporelgrupodelDr.Sanchez-

Fueyo[31],dondesedescribiódeformaretrospectiva,unacohortede26

genesqueseexpresabandeformadiferencialentreambosgrupos,yque

teníanunaaltacapacidadpredictiva.Igualmente,estegrupoen2012[40],

describióotronúmeropequeñodegenes,enestecasoanivelintra-injerto,

relacionadosconlahomeostasisdelhierro,quetambiénseexpresande

formadiferencial.Ademássecomprobóquelospacientestolerantes

teníanmayoresnivelesdehepcidina-25yferritinaensueroquelos

pacientesnotolerantes.
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2.HIPÓTESIS.

Elestudioyanálisisconjuntodemúltiplesparámetrosinmunológicos

descritos hasta ahora en la literatura de forma individualizada y

mayoritariamenteretrospectiva,enungrupodepacientescontrasplante

hepáticoestablesometidosaretiradaprogresivadelaIS,nospermitirá,

trasunexhaustivoanálisisestadístico,determinarunacombinaciónde

marcadoresespecíficosquenosindiquenconlamayorfiabilidadposible

quepacientescontrasplantehepáticopodríansertolerantestrasun

procesoderetiradaprogresivadelaIS.Además,elestudiodeestos

marcadoresenvariospuntosalolargodelprocesoderetiradadelaIS,

podráarrojaralgomásdeluzsobrequefenómenossonmásimportantes

paralaconsecucióndeunestadoinmunológicamentefavorableala

toleranciadelinjerto.

3.OBJETIVOS.

1.Evaluar la posibilidad de retirar completamente los fármacos

inmunosupresoresenpacientescontrasplantehepáticoquetengan

complicacionesderivadasdelainmunosupresiónanalizandodiversos

parámetrosinmunológicosimplicadoseneldesarrollodetolerancia.

2.Conocer la evolución de diferentes parámetros inmunológicos

implicadosenelprocesodetoleranciadurantelaretiradaprogresivade

laIS.Losparámetrosaestudiarincluirán:inmunofenotipadoensangre

periféricadedistintassubpoblacionescelularesincluyendocélulasT

reguladoras,NK,B,dendríticas y otros marcadores específicos;

Determinacióndelniveldecitoquinasensuero;Determinacióndelnivel

demetilacióndelazonaTSDRdelgenFOXP3ensangreperiférica;

Determinacióndelaconcentracióndeferritina,hepcidina-25,ATPy

adenosinaensuero.

3.Determinarla precisión diagnóstica de uno o varios de estos

biomarcadoresdetoleranciaensangreotejidohepático,juntosopor

separado,alahoradepredecirconlamayorprecisiónposible,el
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resultado de la retirada protocolizada de la medicación

inmunosupresora.

4.METODOLOGIA.

a.Sujetosdeestudiosometidosaretiradadeinmunosupresióndeforma

prospectiva.Seincluirán50pacientescontrasplantehepáticorealizadoen

elHospitalUniversitarioVirgendelaArrixacadeMurcia.Elgrupocontrol

estaráformadopor16individuossanos.Serácondiciónindispensablela

firmadeconsentimientoinformadoantesdeiniciarelprotocoloencada

paciente.

Criteriosdeinclusión:

a.Habersidotrasplantadodehígadohacemásdedosaños;b.

Tratamiento con inmunosupresión que incluya ciclosporina o

tacrolimus.c.Tenerunafunciónhepáticanormalenelúltimoaño;d.No

habersufridorechazoagudoenelúltimoañoynotenerrechazo

crónico;e.Presentaralgúnefectosecundariosignificativoporla

medicacióninmunosupresora(hipertensión,creatininasuperiora1.7

mg/dL,diabetes,obesidad mórbida,osteoporosis,hiperlipemia,

hirsutismosevero,neurotoxicidad,neoplasiadenovo,etc);f.Etiologia

de la enfermedad de base: cirrosis alcohólica con o sin

hepatocarcinoma, enfermedades metabólicas, polineuropatía

amiloidóticafamiliar;atresiadevíasbiliares,hepatitisfulminantenoA,

noB,noC,cirrosiscriptogenéticayengeneral,causasnoautoinmunes

nivíricas.g.Pacientesqueofrezcangarantíassuficientesdeadhesión

alprotocolo;h.Pacientesqueotorguensuconsentimientoinformado

porescritoparaparticiparenelestudio.

Criteriosdeexclusión:

a.Enfermedaddebasedecarácterautoinmune(Colangitisesclerosante

primaria, cirrosis autoinmune, Cirrosis biliar primaria) o

hepatocarcinomasobrecirrosisdeorigenvíricooautoinmune;b.

Pacientesconrechazocrónico,orechazoagudoenelúltimoaño;c.

Pacientesconretrasplantehepático;d.Incapacidaddecomprenderel

consentimientoinformado.
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b.Protocoloderetiradadelainmunosupresión.Secomenzaráporla

retiradadelosfármacosanticalcineurínicos(ciclosporinaotacrolimus),

disminuyendoladosisun10%cadameshastasuretiradatotalenaquellos

pacientesquenosufranalteracionesdelosparámetrosbioquímicos

hepáticos.Posteriormentetrasunmesdeobservaciónseretiraránlos

corticoidesy/olaazatioprinay/omicofenolatomofetilduranteunmesen

loscasosqueseestuvierantomandodichosfármacos.Cuandoexistauna

elevacióndetransaminasas(U/L)obilirrubina(mg/dl)porencimadetres

veceslanormalidad,odeFosfatasaalcalina(U/L)porencimade1.5la

normalidadserealizarábiopsiahepática(conagujadeTru-Cutbajocontrol

ecográfico)paracomprobarsiexisterechazoagudo,encuyocasoel

pacientenoreducirámaslasdosisdeinmunosupresoresysevolveráala

dosisdemedicacióninmunosupresorainicial,administrandobolosde

metilprednisolonaenloscasosquenosenormalicenlosparámetros

bioquímicosdefunciónhepática.Enlospacientesqueesténtomando

ciclosporina,secambiaráéstaportacrolimusenloscasosdenorespuesta

ocuandoelrechazoseamoderadoosevero.Cuandoexistanalteraciones

histológicasdedifícilinterpretacióntambiénsesuspenderálaretiradade

inmunosupresión.Enloscasossinrechazoquenormalicenlosparámetros

bioquímicoshepáticostrasunperiododeobservacióndeunmes,se

continuaráelprotocolodedisminucióndeinmunosupresores.

c.-Tomademuestras.Mensualmenteycuandolascondicionesclínicaslo

exijan,serealizaráunaextracciónsanguíneaendiferentestubos(según

laspruebasarealizar)alospacientessometidosaestudioparaelanálisis

delasdiversasvariables.Delmismo modo,serealizarán biopsias

hepáticasantesdecomenzarelestudio,2mesesdespuésdeterminarel

estudio ycuando las indicaciones médicas asílo determinen (ver

consentimientoinformado),queseránrecogidasenformalinaal4%para

utilizarlasenanálisishistológicosrutinarios,ultracongeladasparaestudios

deinmunohistoquímicaoextraccióndeDNA,oembebidasenRNAlater

(SIGMA-ALDRICH)paraunaposteriorextraccióndeRNAtotal.
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d.-Divisióndelasdiferentesmuestrasenestadios.

MuestraBasal.-ObtenidapreviamentealcomienzodelaretiradadelaIS;

Muestras PreTolerancia o PreRechazo.-Formarán parte todas las

muestrastomadaslosmesesanterioresalaretiradatotalyeficazdelaIS

o anteriora un episodio derechazo durantela retirada dela IS,

respectivamente;MuestrasPostToleranciao PostRechazo.-Formarán

parte todas las muestras tomadas los meses posteriores a haber

alcanzadolatoleranciaoperacionalotrashabersufridounepisodiode

rechazoyhaberserestablecidoelrégimennormaldeIS,respectivamente,

hastafinalizarelperiododeestudio.

e.Estudiosanalíticosrutinarios.

-Evaluaciónclínica.

Seanalizarándeformamensualycuandoclínicamenteseconsidere

oportunolossiguientesparámetros:

Función hepática:proteinastotales,albúmina,bilirrubina,GOT,GPT,

Fosfatasaalcalina,GGT,índicedeQuick.

Nivelesdeinmunosupresores:Ciclosporinemia,nivelesdetacrolimus.

Parámetroshematológicosbásicos:Hemoglobina,hematocrito,plaquetas

yleucocitos.

Parámetros metabólicos:ferritina,glucosa,ácido úrico,triglicéridos,

colesterol,colesterol-HDLycolesterol-LDL.

Parámetrosdefunciónrenal:creatinina,urea,filtradoglomerular(MDRD),

aclaramientodecreatinina.

f.-Estudiodelaevolucióndesubpoblacionesdecélulasmononucleares

ensangreperiféricaalolargodelaretiradadelaIS.Laspoblaciones

leucocitariasendiferentesetapasdedesarrollodelproyectoseestudiarán

mediante inmunofluorescencia,utilizando anticuerpos monoclonales

adecuados,desangrecompletaextraídaentubosconEDTAyposterior

análisisenuncitómetrodeflujoBDFacsCanto.Laspoblacionesadefinir

constaránde:
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LinfocitosTCD4naive:CD3+CD4+CD197+CD45RA+

LinfocitosTCD4memoria:CD3+CD4+CD197+CD45RALinfocitos

TCD4efectores:CD3+CD4+CD197-CD45RACélulas

Treguladoras:CD3+CD4+CD25+CD127low/-(Helios/ICOS/CD126/CD39)

LinfocitosTCD8naive:CD3+CD8+CD27+CD45RA+

LinfocitosTCD8memoria:CD3+CD8+CD27-CD45RALinfocitos

TCD8reguladores:CD3+CD8+CD28-

LinfocitosTdoblenegativos:CD3+CD4-CD8-

LinfocitosTγδTCR:CD3+γδTCR+

RatioLinfocitosTVδ1/2TCR:CD3+Vδ1/Vδ2TCR+

CélulasNK:CD3-CD16/56+

CélulasNKT:CD3+Vα24-JαQ/TCR+

LinfocitosBnaive:CD3-CD19+IgD+CD27-CD150+

LinfocitosBmemoria:CD3-CD19+IgD-CD27+CD150-

LinfocitosBtransición:CD3-CD19+IgM-CD27-CD38+

LinfocitosBactivadosmaduros:CD3-CD19+IgM-CD27+CD38+

LinfocitosBreguladores:CD3-CD19highCD1dhighCD5+

Célulasdendríticasplasmocitoides:HLA-DR+Lin-CD11c-CD123+

Célulasdendríticasmieloides:HLA-DR+LiN-CD11c+CD123-

Célulasdendríticasinmaduras:HLA-DRlowCD1ahighCD83-CD197+

Ectonucleotidasas/receptoradenosina:

CD39+/CD73+/CD26+/ADORA2A+/ADORA3+(LinfT/B)

Cuando los marcadores sean de origen intracelular(Helios,ICOS,

ADORA2A),traselmarcajeextracelularyposteriorlisisdeeritrocitoscon

PharmLyseTM (BD), los leucocitos se permeabilizarán con BD

Cytofix/Cytoperm™Fixation/PermeabilizationSolutionyseteñiránconel

anticuerpo indicado siguiendo elprotocolo de tinción intracelular

recomendadoporlacasacomercial.

g.-Estudiosepigenéticos.Análisisdelgradodedesmetilacióndelaregión

TSDRdelgenFOXP3aniveldesangreperiféricaytejido.ElDNAgenómico
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seráextraídoconelDNAeasybloodandtissuekit(Quiagen)utilizando100

µldesangrecompletaobiopsiadehígado.ElDNAextraídoserásometido

areaccióndebisulfito(EpiTectBisulfitekit)yelanálisisdelgradode

metilacióndelaregiónTSDR delgenFOXP3sellevaráacabopor

pirosecuanciacióndeesteDNAmodificado,utilizandoloskitsespecíficos

paraCpGpirosecuenciacióndeQiagen,elpirosecuanciadorPyroMarkQ24

ysusoftwarepropiodeanálisis.Losprimersparaestatécnicase

diseñaránutilizandoelprogramadediseñodeprimersPyroMarkAssay

DesignSoftware2.0(Qiagen).

h.-Estudiodelaevolucióndecitoquinasensangreperiféricaalolargode

laretiradadelaIS.LascitoquinasIFN-g,IL-1beta,IL-2,IL-4,IL-5,IL-6,IL-10,

IL-12,IL-17a,IL-27yTGF-beta1seránanalizadasporcitometríadeflujoen

un citometro FacsCanto utilizando la técnica multiplexFlowCytomix

(eBioscience).Porsuparte,IL-35seráanalizadamedianteELISA(Cusabio).

Paraelloseutilizarásuerodelospacientesdecadaunadelasmuestras

extraídas,queseráalmacenadoenalícuotasa

-80ºChastasuuso.

i.-Análisisdelaconcentraciónséricadeferritinayhepcidina-25.La

ferritinasemediráenloslaboratoriosdeanálisisclínicosdelHospital

VirgendelaArrixacaenlosestudiosanalíticosrutinarios(verapartado6).

Porsuparte,lahepcidina-25sevalorarámedianteensayodeELISA

(Cusabio).Seutilizaránmuestrasdesueroscomoenelapartado10.

j.-AnálisisdelaconcentraciónséricadeATPyadenosina.Seobtendrán

muestrasdesangreenunmedioformuladoparaprotegerlalisisdelos

eritrocitosylasplaquetassiguiendoelprotocolodeGormanetal(Clinical

Chem.53:318-25.2007).Apartirdeestasmuestrasseobtendráelplasma

queseráalmacenadoa-80ºChastasuutilización.Muestrasdeplasma

sometidasaextracciónácida(Harknessetal.-ClinChimActa143:91-8.

1984)serán utilizadas para determinarla concentración de ATP y

adenosinamediantegases-masa.
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k.-Análisisestadístico.Inicialmenteserealizaráanálisisdescriptivode

todaslasvariablesenestudio,tantodelascondicionesbasalesdecada

unadeellascomodesuevolución.Esteanálisisserealizaráparaelgrupo

totaldeindividuosqueparticipenenelestudioyparacadaunodelos

subgruposqueseformenenfuncióndelaapariciónderechazodurantela

inmunosupresión.Lasvariablescuantitativassedescribiránmediantela

media,mediana,ladesviacióntípica,elintervalodeconfianzaal95%,el

rango intercuartílico ylosvaloresmínimo ymáximo.Lasvariables

cualitativassepresentaránenformadetablaincluyendolasfrecuencias

relativasyabsolutas,tantoparalossubgruposformados,comoparala

poblaciónglobal.Posteriormenteserealizaráunanálisiscomparativo.Las

condicionesdeaplicacióndelosanálisisestadísticosseverificarán

previamentealosmismos.Lanormalidadfuecontrastadamedianteeltest

deKolmogorov-Smirnoffylahomocedasticidadmediantelapruebade

Levene.Encasodeincumplimientodealgunadelascondicionesse

procederáalanálisismediantepruebasnoparamétricas.Esteseconsidera

unestudiodeevaluacióndefactorespronósticosdelprocesodeaparición

derechazoenpacientestrasplantadosdehígadoalosqueselesretirala

inmunosupresión farmacológica (variable dependiente).Las variables

pronósticas(variablesindependientes)serán:recuentodesubpoblaciones

demononucleares,nivelesdecitocinas,nivelesdeexpresióngénica,

variablesinmunohistoquímicasyvariablesepigenéticas.Inicialmentese

realizaráanálisiscomparativodelaevolucióndelasdistintasvariablesen

ambossubgrupos.ParaelloseefectuarátestparamétricocomoANOVA

paramedidasrepetidasconunfactorintrasujeto(tiempo)yunfactor

intersujeto(subgrupoderechazo)onoparamétricas(WilcoxonoFriedman)

segúncaracterísticaspropiasdelasvariablesenestudio.Lasvariables

cualitativasseránanalizadasmediantetestdehomogeneidadbasadasen

ladistribuciónχ2,cuandolosvaloresesperadoslohaganposibley

mediantetestexactosdeFisherencasocontrario.Posteriormentese

realizaráanálisisderegresiónlogísticaparaaveriguarelniveldeinfluencia

decadaunadelasvariablesenlaapariciónderechazo.Lavariable
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dependientesedefinecomorechazodeltrasplantetrasretiradade

inmunosupresiónSI/NOyseincluiráncomovariablesindependientesa

aquellasvariablesquehayandemostradodiferenciasbasalesensus

medicioneso diferenciasen su evolución trasanálisiscomparativo

anteriorentrelossubgruposaestudio.Esteanálisisderegresiónlogística

serealizaráparadossituacionesdistintasenfuncióndelosfactores

pronósticosconsiderados:medidabasaldelasvariablesindependientes

(antesderetiradadeinmunosupresión)oanálisisevolutivodelasdistintas

variables.

Enelconjuntodepruebasestadísticaselniveldesignificaciónutilizado

seráalfa=0,05.Losanálisisestadísticosserealizaránconelprograma

SPSSv18.0.

5.PLANDETRABAJO.

Todoslospacientesincluidosenelestudiosonrevisadoshabitualmente

enconsultaexternadelHospitalVirgendelaArrixacaporelserviciode

aparatodigestivoyhepatología(Dr.Pons).Antesdecomenzarlaretirada

paulatinadelainmunosupresiónlospacientesseráninformadosdelas

razones de talactitud y posteriormente será necesario firmarun

consentimientoinformado,dondeseespecificaránlosriesgosybeneficios

deretirarlosfármacosinmunosupresores,asícomolavoluntariedadde

participar,permaneceroretirarsedelestudio(Incluidocomoanexo).Todo

elProyectopropuestoserállevadoacaboenlosdistintosServiciosy

Laboratorios delHospitalUniversitario “Virgen de la Arrixaca”,con

excepcióndelatécnicadegases-masaqueserállevadaacaboenel

ServicioCEBAS(CSIC)delaUniversidaddeMurcia.

Año1.-Evaluacióndelospacientes.Organizacióndelgrupodeestudio

prospectivo.Responsables:Dr.Pons.Comienzodelprocesocontroladode

retiradadelaIS.Obtencióndebiopsiashepáticas.Responsable:Dr.Ponsy

Dr.DelaPeña.Tomademuestrasdesangre.Responsables:Dra.Martínez-

Alarcon.Duranteesteprimerañoserealizaráprincipalmenteelanálisisde
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lasdiferentessubpoblacionesleucocitariasmediantecitometríadeflujoy

lasdeterminacionesbioquímicasquesellevanacabodeformarutinaria.

Responsables:Dra.Revilla-Nuin,Dr.Baroja,ÁfricadeBéjar.

Año2.-SeguimientodelospacientessometidosaretiradadelaIS.

Responsables:Dr.Pons.Obtencióndebiopsiashepáticas.Responsable:Dr.

PonsyDr.DelaPeña.Tomademuestrasdesangre.Responsables:Dra.

Martínez-Alarcon.ELISASdehepcidina-25eIL-35.Análisisdelestadode

metilacióndelaregióndeTSDRdeFOXP3.Determinacióndeadenosinay

ATPensuero.Responsables:Dra.Revilla-Nuin,Dr.Baroja,ÁfricadeBéjar.

Año3.-Seguimientodelospacientes.Análisisdelosdatosclínicos.

Responsables:Dr.Pons,Dra.Martínez-Alarcon,Dr.DelaPeña.Análisis

estadísticos.Responsables:Dra.Revilla-Nuin,Dr.Baroja,Dra.Martínez-

Alarcón,Dr.Martínez-Cáceres,ServiciodeApoyodelaFFIS.Valoración

globaldelosresultados.Responsables:Todoelequipoinvestigador.

7.EXPERIENCIADELEQUIPOINVESTIGADORSOBREELTEMA.

Elpersonaldelequipotieneampliaexperienciaenelcampodeltrasplante

hepático,habiendoparticipadosusmiembrosenelproyectoqueseviene

desarrollandoennuestrohospitaldesde1988.ElDr.Ponsesmiembro

activodelequipodetrasplantehepáticoenlaRegióndeMurcia,dirigido

porelProfesorPascualParrillaParicio,desdesucomienzo,yactualmente

formapartedelCIBERhd.LosDrs.Revilla-NuinyBaroja-Mazotienen

ampliaexperienciacomoinvestigadoresenelcampodelabiología

molecular,bioquímicaeinmunología,comoreflejasuCV,mientrasquela

Dra.Martínez-AlarcóntieneunamplioCurrículum enelmundodela

investigaciónclínicayhaestadomuchosañosllevandoacabotrabajos

comoenfermeradeinvestigación.Frutodeestaexperiencia,enlosúltimos

añossehan realizado numerosastesisdoctoralessobretrasplante

hepáticoeneldepartamentodeCirugíadelaUniversidaddeMurcia,

dirigido porelProfesorDr.PascualParrilla Paricio.Además,los

profesionalesdenuestrohospitalhanrealizadomásde100publicaciones
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sobretrasplantehepático,enrevistasinternacionales.Porotrolado,el

equipoyatieneexperienciaenelestudiodetoleranciaalargoplazoen

pacientescontrasplantehepático,habiendoobtenidofinanciaciónenel

año2003atravésdelFondodeInvestigacionesSanitariasparaelproyecto

titulado"ESTUDIODELPERFILCLINICOEINMUNOLOGICOENPACIENTES

CON TRASPLANTE HEPATICO TRAS RETIRADA COMPLETA DE LA

INMUNOSUPRESION"(FISPI021403).Nuestrogrupohasidoelprimer

grupoespañolquepublicóunartículosobretoleranciaoperacionalenuna

revistadeimpacto(PonsJA,YelamosJ,RamirezP,etal.Endothelialcell

chimerism doesnotinfluenceallografttoleranceinlivertransplant

patients after withdrawalof immunosuppression. Transplantation

2003;75:1045-1047),habiendopublicadotrasesteprimero,otrostrabajos

originalesyrevisionesenrevistasdeprestigio:PonsJA,Revilla-NuinB,

Baroja-Mazo,A etal.FoxP3inperipheralbloodisassociatedwith

operational tolerance in liver transplant patients during

immunosuppressionwithdrawal.Transplantation200886:1370-1378.

Martínez-LlordellaM,LozanoJJetal.Usingtranscriptionalprofilingto

developadiagnostictestofoperationaltoleranceinlivertransplant

recipients.JClinInvest2008.118:2845-2857PonsJA,RamírezP,Revilla-

Nuin B,Baroja-Mazo A et al.Reversalof long-term metabolic,

cardiovascular and renal complications after immunosuppression

withdrawalin liver-transplantpatients.ClinicalTransplantation 2009.

23:329-336.

Developmentofimmunetoleranceinlivertransplantation.Gastroenterol.

Hepatol.2011;34:154-169(Revisión)PonsJA,Revilla-NuinB,Baroja-Mazo

Aetal.RegulatroyTcellsintransplantation.Capítulo22.SecciónII:

Immunology issues in transplantation. Título:Experimentalorgan

transplantation.NovaSciencePublishers,Inc.,NewYork,USA.March31,

2012(CapítuloLibro-Aceptado).

Además,actualmenteelgrupoestáparticipandoenunensayoclínico

dirigido porelDr.Pons titulado:"Fotoaferesis extracorpórea en el

trasplantehepático.EnsayoclínicoenfaseI/IIdeseguridadyeficaciaen

pacientesconretiradaprogresivadelainmunosupresión",delprogramade



TFM.MásterUniversitarioenInvestigaciónyMedicinaClínica.24

Ayudas para elfomento de la investigación clínica independiente-

DIRECCIÓNGENERALDEFARMACIAYPRODUCTOSSANITARIOS(2012)

Granpartedelosinvestigadorestienencursosacreditadosparaelmanejo

delpaquete estadístico SPSS y cursos de estadística básica en

investigación,pero además,serán asesorados por la plataforma

estadísticadelaFundaciónparalaFormaciónylasInvestigaciones

SanitariasdelaRegióndeMurcia(FFIS).

8.MEDIOSDISPONIBLESPARALAREALIZACIÓNDELPROYECTO.

En elhospitalUniversitario Virgen de la Arrixaca,se dispone del

instrumentalytecnologíasuficienteparatodotipodeseguimientoclínico,

intervenciónquirúrgica,einmunológicorelacionadosconeltrasplante

hepático.ActualmentesedisponedeunaUnidadespecíficaconcamas,

personaldeenfermeríaymédico,parapacientescontrasplantesde

órganosymédulaóseaasícomodosconsultassemanalesespecíficasde

trasplantehepático.Ademássedisponede:

Usethe"InsertCitation"buttontoaddcitationstothisdocument.
LaboratoriodeBiologíaMoleculartotalmenteequipadoparalaextracción

deADN,ARN,PCRentiemporeal,pirosecuenciador,etc.

Arconesde-80ºCparaelalmacenamientodemuestrasdesuero.

Laboratorio de Biología celulartotalmente equipado con citómetro

FACScalibur,lectordeplacas...

LaboratoriodeinstrumentacióncientíficaconHPLC enelSAIdela

UniversidaddeMurcia.

9.JUSTIFICACIÓNDETALLADADELASPARTIDASPRESUPUESTARIAS

DETALLADAS.

Nosesolicitamaterialinventariable,puesdisponemosdelasinstalaciones

einstrumentaciónsuficientesparadesarrollarlosobjetivospropuestos.El

ServiciodeApoyoalaInvestigación(SA)ofreceunastarifasparala

utilizacióndelHPLCporhoras.Seránnecesariasunas100hparallevara

caboelestudiodeconcentracióndeATPyadenosinaensuero.Deigual

forma,losgastosenanticuerpos,kitsdebiologíamolecular,productos
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químicos,etc.son necesarios para la obtención de los objetivos

propuestos.

Losgastosdeviajesonnecesariosparalapresentacióndelosresultados

obtenidosencongresosnacionalesy/ointernacionales.

Gastosderivadosdelapublicacióndelosresultados,puestoqueen

algunoscasospuedesernecesarioincluirenlapublicaciónderesultados

fotosdeinmunohistoquímicaencolor,loquesuponeungastoadicional

importante.

10.PRESUPUESTOSOLICITADO.

1.GastosdePersonalEuros

2.GastosdeEjecución

A)Adquisicióndebienesycontratacióndeservicios:(Bienesinventariable,

materialfungibleyotrosgastos)

Anticuerposyreactivosparacitometríadeflujo:35.000euros.

Reactivosdebiologíamolecular(KitsextracciónRNA,DNA,bisulfito,

primers..,):20.000euros.

PCRarrays(RNAymiRNA):40.000euros.

ColumnayreactivosHPLC:2.000euros.

KitsdeELISA:10.000euros.

ServiciodeHPLC(SAI-Univ.Murcia):100h600euros.

Reactivosgenerales(productosquímicos,tubossangre,etc...):10.000

euros.

Gastosdepublicación:2.000euros.

Inscripcionescongresosnacionaleseinternacionales:3.000euros.

SubtotalGastosBienesyServicios:122.600euros.

B)GastosdeViajes

AsistenciaaCongresosNacionalescadaañodelProyecto(3Congresos):
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3.000euros.

AsistenciaaCongresosInternacionalesalfinaldelProyecto(2Congresos):

5.000euros.

SubtotalGastosViajes:8.000.

SubtotalGastosEjecución:130.600.

TotalPresupuesto:130.600.

11.RESULTADOS.

Característicasdemográficasdelospacientes.

Variables Healthy Non-Tol Tol

Número de pacientes

(n)
16 23 24

Edad [Media ± SE;

mediana(rango)]

[48.75±

1.995;46(40

-62)]

[63.87±

1.815;66(45

-76)]b***

[69.08±

1.777;70(52

-83)]b***

Edad de trasplante

[Media±SE;mediana

(rango)]

[54.22±

2.234;57(32

-66)]

[53.58±

1.672;54(40

-65)]

Años desde el

trasplante[Media±SE;

mediana(rango)]

[6.13±0.594;

5(4-14)]

[10.79±

0.878;12(4-

18)]a***

Sexo(n;%)

Hombre (11;70) (19;83) (22;92)

Mujer (5;30) (4;17) (2;8)

Comorbilidades(n;%)

Diabetes (9;40) (15;63)

Hipertensión (19;83) (20;84)

Hiperlipidemia (10;47) (14;58)

Disfunciónrenal (4;18) (8;31)

Enfermedad(n;%)
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Cirrosisalcohólica (18;78.4) (12;50)

VHB (2;8.7) (7;29.1)

VHC (3;12.5)

Enfermedad de

Wilson
(1;4.2)

Cirrosis biliar

secundaria
(1;4.3)

Cirrosis

criptogénicahepática
(1;4.3)

Fibrosis hepática

congénita
(1;4.3)

Fármaco

inmuosupresor(n;%)

CiclosporinaA (1;4.5) (3;12)

Tacrolimus (21;91) (10;42)

Mycofenolato

mofetil
(7;29)

Sirolimus,

Everolimus
(1;4.5) (4;17)

VHB:HepatitisBvirus;VHC:HepatitisCvirus.arepresentadiferenciasestadísticamente

significativas entrelosgruposTolerantesvsNoTolerantes,mientrasquebrepresenta

diferenciasestadísticamentesignificativasrespectoalgruposano.***p≤0.001.

Encuantoalanálisisdelasdiferentessubpoblacionesleucocitarias

obtuvimoslossiguientesresultados:

a) RespectoalosmarcadoresdecélulasTreganalizadosporcitometríade

flujo,observamosquelaexpresióndeLAPfuemayorenelgrupotoleranteque

enelnotolerante,peronoencontramosdiferenciasconrespectoalgrupo

sano.EnelcasodeICOS,cuyaexpresiónresultómenorentolerantesqueen

notolerantes,siseobservarondiferenciasalcompararloconelgrupocontrol.

AlanalizarlosresultadosobtenidosparaCD31yHELIOS,noencontramos
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diferenciasestadísticamentesignificativasentrelostresgrupos.(arepresenta

diferenciasestadísticamentesignificativas entrelosgruposTolerantesvsNoTolerantes,

mientrasquebrepresentadiferenciasestadísticamentesignificativasrespectoalgruposano.

***p≤0.001),

b)IdentificamosTregsnaïve(CD45RA+)ycélulasefectorasdememoria

(CD45RA-).Enestecaso,noseencontrarondiferenciasentrelos

grupos.

c)Sinembargo,cuandolaactivacióndelascélulasTregsmemoria

efectorasseanalizómedianteelusodeHLA-DR comomarcador

superficial,observamosquelospacientesnotolerantespresentanen

circulación menos células Tregs efectoras memoria activas en
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comparación con los otros dos grupos (a representa diferencias

estadísticamentesignificativas entrelosgruposTolerantesvsNoTolerantes,

mientrasquebrepresentadiferenciasestadísticamentesignificativasrespectoal

gruposano.***p≤0.001).
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