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TITULO: Andlisis prospectivo de las células T reguladoras implicadas en
la tolerancia operacional en pacientes con trasplante hepatico.

RESUMEN:

En este trabajo nos proponemos un estudio prospectivo de retirada de los
farmacos inmunosupresores en pacientes con trasplante hepatico de larga
evolucion, siguiendo un control continuo de la funcion hepatica. El objetivo
principal es determinar de forma prospectiva, parametros inmunolégicos y
genéticos que nos permitan diferenciar entre los pacientes que alcanzan la
"tolerancia operacional" vs pacientes que sufren un episodio de rechazo
(no tolerantes). Durante este proceso pretendemos estudiar de forma
protocolizada y exhaustiva, mediante la toma de muestras periodicas,
multiples pardmetros a nivel inmunoldgico y genético que incluyan:
inmunofenotipado en sangre periférica de distintas subpoblaciones
celulares incluyendo células T reguladoras, NK, B, dendriticas y otros
marcadores especificos; Determinacion del nivel de citoquinas en suero;
Determinacion del nivel de metilacion del gen FOXP3 en sangre periférica y
tejido; Determinacion de la concentracion de ferritina, hepcidina-25, ATP y
adenosina en suero. Con estos estudios se pretende comprobar el valor
prondstico de uno o varios de estos parametros combinados, ademas de
intentar dilucidar la secuencia fisiologica de un proceso de tolerancia

operacional en pacientes con trasplante hepatico.

PALABRAS CLAVE: células T reguladoras, inmunosupresion, metilacion,

tolerancia, trasplante hepatico.

TITLE: Prospective analysis of immunological factors and genetic
expression implicated in operational tolerance in liver trans plant patients.

SUMMARY:

In this work we propose a prospective study of withdrawal in liver
transplant patients with long evolution, using a continuous monitoring of
the parameters of liver function. The aim of this project is to identify
patients who meet the "operational tolerance" vs patients who suffer an

episode of rejection (non-tolerant). During this process we intend to study
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in a thorough manner, by taking periodic samples, several immunological
and genetic parameters including: immunophenotyping of different cellular
subpopulations of peripheral blood as Treg, NK, B, dendritic cells and other
specific markers; quantification of the level of serum cytokines;
determination of the methylation status of FOXP3 in peripheral blood and
tissue; determination of the concentration of serum ferritin, hepcidin-25,
ATP and adenosine. The aim of this project is to detect the prognostic
value of one or several parameters, as well as try to elucidate the
physiological sequence of the operational tolerance in liver transplant

patients.

KEYWORDS: immunosupression, liver transplantation, metilation,
regulatory T cells, tolerance.
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1. INTRODUCCION.

Los avances en el tratamiento inmunosupresor han tenido un gran impacto
en la evolucion y en el éxito de los trasplantes de Organos y en particular
del trasplante hepatico. Con la introduccién de nuevos farmacos
Inmunosupresores, la incidencia de rechazo agudo ha disminuido de forma
considerable, y la supervivencia de los pacientes con trasplante hepatico
es del 83% al afio y del 70% a los 5 afios [1]. Sin embargo, la toxicidad
asociada con el uso de estos farmacos es importante, condicionando la
aparicion de hipertension arterial, hiperipemia, diabetes, insuficiencia renal
y tumores de novo en los pacientes trasplantados [2,3]. Por todo ello, y
para mejorar la eficacia y la especificidad de los tratamientos
Inmunosupresores, es imprescindible profundizar en el conocimiento de
los mecanismos de la respuesta alogénica primaria contra antigenos
extrafios y en los mecanismos de tolerancia especifica de antigeno, con el
fin de evitar o disminuir al maximo posible el uso de farmacos
Inmunosupresores.
a. Tolerancia Operacional en el trasplante hepéatico.

Es un hecho conocido, que el trasplante hepatico entre especies animales
como el cerdo y entre ciertas combinaciones de ratas y ratones, puede
realizarse sin inmunosupresion [4-6]. Esta observacion en animales y la
posibilidad de retirar completamente los farmacos inmunosupresores en
pacientes seleccionados con trasplante hepatico, nos permite afirmar que
el higado es un drgano inmunolégicamente privilegiado [7,8], que puede
tolerarse tras el trasplante con menor inmunosupresion y en ocasiones es

posible retirar completamente los farmacos inmunosupresores (tolerancia
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operacional) [9]. Ademas, recientemente se ha demostrado que en los
pacientes con tolerancia operacional mejora la funciéon renal y diversos
parametros de riesgo cardiovascular [10].
Datos experimentales apoyarian la idea de poder inducir tolerancia en
humanos sometidos a trasplante de 6rganos. Aunque la tolerancia seria el
objetivo ideal, la heterogeneidad de combinaciones posibles entre donante
y receptor, el estado inmune del receptor, la enfermedad de base del
paciente trasplantado, y las consecuencias imprevisibles de las
infecciones hacen que una tolerancia estable sea extremadamente dificil
en todos los pacientes [11]. Aun asi, la importancia de este hecho ha
llevado a la creacion de un consorcio europeo (RISET) y otro en USA (ITN)
para intentar trasladar los estudios sobre tolerancia a la clinica.
b. Inmunologia del proceso de tolerancia operacional

i Papelde las distintas poblaciones celulares.
La tolerancia a antigenos propios, al igual que la tolerancia a los
aloantigenos es una funcion del sisterna inmune. Los mecanismos
implicados en la tolerancia a los organos trasplantados son complejos y no
totalmente conocidos, aunque el papel de las células T reguladoras (Treg)
en este proceso parece cada vez mas decisivo. A finales de los 90,
Sakaguchi y colaboradores fueron capaces de demostrar que una
poblacion celular minoritaria comprendida entre el 5 y el 10 % de los
linfocitos periféricos, que se forman en el timo y coexpresan CD4 y CD25,
juegan un papel crucial en la prevencion de enfermedades autoinmunes
organoespecificas, determinando la respuesta inmune a autoantigenos y
aloantigenos y pudiendo estar envueltas en la prevencion del rechazo e
induccion de la tolerancia al trasplante [12]. Estas células ejercen una
supresion de la activacion de las células Th y T citotdxicas, bien por
contacto o por secrecion de citoquinas tipo TGF-b1, IL-2 e IL-10 [13]. Se ha
definido fenotipicamente a esta poblacion de Treg implicadas en la
induccion de tolerancia como CD4+CD25high+FoxP3+, aunque
actualmente se pueden identificar mas sencillamente
como CD4+CD25+CD127-. FoxP3 es un factor de trascripcion implicado en

la generacion y mantenimiento del fenotipo Treg y tiene una alta expresion
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practicamente en exclusiva en las células T CD4+CD25+. Interesantemente,
hay estudios clinicos recientes donde se observa un aumento de la
poblacion de células Treg CD4+CD25high periféricas en pacientes
trasplantados de higado que han alcanzado la tolerancia operacional
[14,15]. Sin embargo, estos estudios fueron llevados a cabo de forma
retrospectiva donde pacientes que habian alcanzado la tolerancia
operacional hacia mas de dos afios eran comparados con pacientes
mmmunosuprimidos. En este sentido, nuestro grupo desde el afio 2008 dio
un paso mas y estudio de forma prospectiva un proceso de retirada de la IS
en pacientes con trasplante hepatico, midiendo varios parametros
inmunoldgicos a lo largo de todo el proceso de retirada [16]. En este
estudio se observo un incremento de la poblacion CD4+CD25high cuando
la IS fue retirada completamente y un incremento superior a 3 veces en la
expresion relativa de mRNA de FoxP3 en células mononucleares de sangre
periférica antes de la retirada completa de la IS. Algunos grupos, han
alcanzado resultados similares a los nuestros pero analizando muestras
de biopsias de pacientes trasplantados de rifion o higado tolerantes vs
Inmunosuprimidos, observando mds células FoxP3+ en el drea portal en el
grupo tolerante [17,18]. Actualmente, las células Treg se dividen en dos
poblaciones; naturales (nTreg) e inducidas (iTreg). La primeras surgen en
el timo y las iTreg derivan de células T CD4+CD25-FoxP3- en sangre
periférica. Incluso estas poblaciones se pueden subdividir utilizando otros
marcadores como ICOS, que define una poblacion de nTreg productoras de
IL-10 y TGF-beta (ICOS+) y otras solamente de TGF-beta (ICOS-) [19]. Por el
contrario, es dificil hacer una distincion entre las células nTreg y las iTreg,
como tampoco se conoce con exactitud cual de las dos poblaciones aporta
mas a los procesos de supresion y tolerancia [20]. Por un lado, mientras
que las nTreg pueden ser inducidas a células Th17 en presencia de IL6, las
iTreg parecen tener inhibida la expresion del receptor de la IL6 (CD126),
obteniendo cierto grado de resistencia a la conversion a células de tipo pro-
inflamatorio [21]. Igualmente, un 70% de Treg periféricas expresan Helios
[22], que serian nTreg, ya que Treg inducidas in vitro no expresan este

marcador. Por otro lado, una de las principales diferencias encontradas
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hasta el momento, es que las iTregs son particularmente inestables y
tienden a perder mas facilmente la expresion de FoxP3 que las nTreg, lo
cual probablemente esta relacionado con las diferencias epigenéticas en el
gen FOXP3 en ambas subpoblaciones, de modo que se ha demostrado que
ciertas regiones no codificantes del gen FOXP3 (Region desmetilada
especifica de Treg - TSDR) en las ceélulas nTreg permanecen
completamente desmetiladas mientras que en las iTreg tales regiones
aparecen metiladas [23,24]. Parece claro que la estabilidad de FoxP3 es
muy importante en el fenotipo Treg, ya que se ha demostrado que incluso
algunas células nTreg (Ex-Treg) y las iTreg pueden perder la expresion de
FoxP3 y adquirir un fenotipo proinflamatorio, por lo que el reconocimiento
de una poblacion de células Treg FoxP3 estables podria ser esencial en el
complicado entramado de la tolerancia [20-24].

Sin embargo, no todas las poblaciones de células T descritas como
reguladoras son FoxP3+, aunque poco se conoce actualmente sobre su
funcion [20]. Entre estas poblaciones se encuentran las células Trl CD4+,
inducidas principalmente por IL-27, productoras de gran cantidad de IL10
como Unica citoquina, con una posible funcion descrita en autoinmunidad
[25]; las células Tr35 CD4+ con gran produccion de IL35 (26) y las
CD3+CD4-CD8- (células DN T) [27]. Mas alld de las células T como
reguladoras, hay actualmente trabajos muy recientes sobre la capacidad
reguladora de las células B, de modo que igual que las células Treg, la
supresion mediada por estas células B reguladoras (Breg) es muy
importante en el mantenimiento de la tolerancia [28]. La mayoria de estos
estudios se han realizado en modelos animales de enfermedades como
autoinmunidad, infeccién y cancer [28], pero actualmente se ha publicado
un trabajo sobre la importancia de las células B periféricas en tolerancia al
trasplante en pacientes trasplantados de rifion [29], encontrando un
incremento en el numero absoluto de células B principalmente células B
activadas, de memoria y tempranas de memoria en los pacientes
tolerantes respecto a los que mantenian la inmunosupresion.

Otra poblacion que juega un papel activo en la tolerancia son las células

dendriticas (DCs), que a través de varios mecanismos son capaces de
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inducir la formacion de células T reguladores Trl, nTregs o iTregs. Parece
que ciertas subpoblaciones de DCs tienen un fenotipo tolerogénico y estan
especializadas en inducir la diferenciacion de Tregs. La expresion de la
enzima del catabolismo del triptofano IDO en DCs puede jugar un papel
critico en la tolerancia inmune promoviendo la induccion de Tregs [30].
También la sefializacion de estas DCs a través de CTLA-4 parece aumentar
la induccion de iTregs dependiente de TGF-beta [21]. No obstante, estudios
llevados a cabo por el grupo del doctor Sanchez-Fueyo en colaboracion
con nuestro grupo [31], han puesto de manifiesto el comportamiento
diferencial de las poblaciones de células NK y y6TCR+, o incluso el ratio
V81/2 TCR+, entre pacientes con trasplante hepatico tolerantes y no
tolerantes en un estudio retrospectivo, poniendo de manifiesto que no sdlo
las células reguladoras forman parte de este amplio entramado
Inmunologico.
ii. ~Papelde las citoquinas

Dependiendo de las citoquinas presentes en el ambiente de un trasplante
cuando se produce la activacion por antigeno, las células CD4+ virgenes
pueden adquirir una variedad de fenotipos citopaticos y/o
mmmunoreguladores [32]. Cuando estas células se activan en presencia de
I1-12, pueden llegar a ser células Thl productoras de IFN-y. En cambio, en
presencia de IL-4 pueden diferenciarse a células Th2, productoras de I1-4 e
I[-5. En ausencia de citoquinas proinflamatorias, TGF-f induce la
formacion de Tregs FoxP3+. En cambio, la presencia de IL-6 o IL-21 junto
con TFG-b inhibe el desarrollo de estas Tregs, formandose en este caso
células Thl7 productoras de IL-17, las cudles son citopaticas [33].
Recientes estudios han revelado que Tregs y Thl7 tienen plasticidad y
estan interrelacionadas. Asi, Tregs pueden diferenciarse a Thl7 en
presencia de IL-2 e IL-1b, mientras que en presencia de IL-27, las células
Th17 pueden producir IL-10 y tener un efecto inmunosupresor [34]. De este
modo, se cree que el rechazo o la aceptacion de un trasplante estaria
determinado por el balance entre células citopaticas Th1-Th17 vs células
citoprotectoras Treg, y este balance dependeria del nivel de inflamacion del

microambiente donde la activacion de las células T tiene lugar [35].
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iii. ~Metabolismo del ATP extracelulary sefializacion purinérgica

El ATP liberado al espacio extracelular por células necrdticas es un
indicador de dafio celular y el cual a través de receptores purinérgicos
(P2X7) de macrofagos y DCs activa el inflamasoma y provoca la liberacion
de la citoquina proinflamatoria II-1b [36]. Incluso ATP liberado por
linfocitos T activados, sefaliza sobre ellos mismos, jugando un papel
esencial en el influjo de calcio mediado por el TCR y la produccion de IL-2
[37]. CD39 es la ectoenzima dominante en el sistema inmune que hidroliza
ATP a ADP o0 AMP, y es expresada en el 50% de las Treg humanas [38]. Al
hidrolizar el ATP a través de CD39, las Treg CD39+ pueden suprimir la
liberacion de IL-1b y favorecerla

sintesis de metabolitos inmunomoduladores como la adenosina en
concierto con la ecto-nucleotidasa CD73, que desfosforila el AMP. Esta
adenosina puede sefalizar a través de receptores purinérgicos P1 de las
células T efectoras, como ADORA2A o ADORA3, ejerciendo un efecto
inhibidor de la activacion [39]. Los niveles de adenosina en el medio
extracelular serian controlados por la adenosina desaminasa (ADA), que
degradaria esta adenosina a inosina.

iv.  Perfil genético de los pacientes tolerantes.

Algunos estudios en pacientes trasplantados, principalmente hepaticos, se
han centrado en estudiar el perfil genético de los pacientes tolerantes vs no
tolerantes. Ya nuestro grupo en el 2008 [16] estableci6 la evolucion de la
expresion de FoxP3 en la retirada de la IS como un posible marcador
diferencial entre los dos grupos de pacientes. En este sentido, uno de los
estudios mas exhaustivos fue llevado a cabo por el grupo del Dr. Sanchez-
Fueyo [31], donde se describié de forma retrospectiva, una cohorte de 26
genes (ue se expresaban de forma diferencial entre ambos grupos, y que
tenian una alta capacidad predictiva. Igualmente, este grupo en 2012 [40],
describié otro nimero pequefio de genes, en este caso a nivel intra-injerto,
relacionados con la homeostasis del hierro, que también se expresan de
forma diferencial. Ademas se comprobd que los pacientes tolerantes
tenlan mayores niveles de hepcidina-25 y ferritina en suero que los

pacientes no tolerantes.
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2. HIPOTESIS.

El estudio y analisis conjunto de multiples parametros inmunoldgicos
descritos hasta ahora en la literatura de forma individualizada y
mayoritariamente retrospectiva, en un grupo de pacientes con trasplante
hepatico estable sometidos a retirada progresiva de la IS, nos permitir,
tras un exhaustivo analisis estadistico, determinar una combinacién de
marcadores especificos que nos indiquen con la mayor fiabilidad posible
que pacientes con trasplante hepatico podrian ser tolerantes tras un
proceso de retirada progresiva de la IS. Ademas, el estudio de estos
marcadores en varios puntos a lo largo del proceso de retirada de la IS,
podra arrojar algo mas de luz sobre que fendmenos son mas importantes
para la consecucion de un estado inmunolégicamente favorable a la

tolerancia del injerto.

3. OBJ ETIVOS.

1. Evaluar la posibilidad de retirar completamente los farmacos
Inmunosupresores en pacientes con trasplante hepatico que tengan
complicaciones derivadas de la inmunosupresion analizando diversos
parametros inmunologicos implicados en el desarrollo de tolerancia.

2. Conocer la evolucion de diferentes parametros inmunoldgicos
implicados en el proceso de tolerancia durante la retirada progresiva de
la IS. Los parametros a estudiar incluiran: inmunofenotipado en sangre
periférica de distintas subpoblaciones celulares incluyendo células T
reguladoras, NK, B, dendriticas y otros marcadores especificos;
Determinacion del nivel de citoquinas en suero; Determinacion del nivel
de metilacion de la zona TSDR del gen FOXP3 en sangre periférica;
Determinacion de la concentracion de ferritina, hepcidina-25, ATP y
adenosina en suero.

3. Determinar la precision diagndstica de uno o varios de estos
biomarcadores de tolerancia en sangre o tejido hepatico, juntos o por

separado, a la hora de predecir con la mayor precision posible, el
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resultado de la retirada protocolizada de la medicacion

Inmunos upres ora.

4. METODOLOGIA.
a. Sujetos de estudio sometidos a retirada de inmunosupresién de forma
prospectiva. Se incluirdn 50 pacientes con trasplante hepatico realizado en
el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia. El grupo control
estara formado por 16 individuos sanos. Sera condicion indispensable la
firma de consentimiento informado antes de iniciar el protocolo en cada
paciente.
Cntenos de inclusion.
a. Haber sido trasplantado de higado hace mdas de dos afios; b.
Tratamiento con inmunosupresion que incluya ciclosporina o
tacrolimus. ¢. Tener una funcién hepatica normal en el dltimo afio; d. No
haber sufrido rechazo agudo en el ultimo afio y no tener rechazo
cronico; e. Presentar algun efecto secundario significativo por la
medicacion imnmunosupresora (hipertension, creatinina superior a 1.7
mg/dl, diabetes, obesidad mdrbida, osteoporosis, hiperipemia,
hirsutismo severo, neurotoxicidad, neoplasia de novo, etc); f. Etiologia
de la enfermedad de base: cirrosis alcoholica con o sin
hepatocarcinoma,  enfermedades metabolicas,  polineuropatia
amiloiddtica familiar; atresia de vias biliares, hepatitis fulminante no A,
no B, no C, cirrosis criptogenética y en general, causas no autoinmunes
ni viricas. g. Pacientes que ofrezcan garantias suficientes de adhesion
al protocolo; h. Pacientes que otorguen su consentimiento informado
por escrito para participar en el estudio.
Crterios de exclusion.
a. Enfermedad de base de caracter autoinmune (Colangitis esclerosante
primaria, cirrosis autoinmune, Cirrosis biliar primaria) o
hepatocarcinoma sobre cirrosis de origen virico o autoinmune; b.
Pacientes con rechazo cronico, o rechazo agudo en el ultimo afio; c.
Pacientes con retrasplante hepatico; d. Incapacidad de comprender el

consentimiento informado.
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b. Protocolo de retirada de la inmunosupresién. Se comenzard por la
retirada de los farmacos anticalcineurinicos (ciclosporina o tacrolimus),
disminuyendo la dosis un 10% cada mes hasta su retirada total en aquellos
pacientes que no sufran alteraciones de los parametros bioquimicos
hepaticos. Posteriormente tras un mes de observacion se retirardn los
corticoides y/o la azatioprina y/o micofenolato mofetil durante un mes en
los casos que se estuvieran tomando dichos farmacos. Cuando exista una
elevacion de transaminasas (U/L) o bilirrubina (mg/dl) por encima de tres
veces la normalidad, o de Fosfatasa alcalina (U/L) por encima de 1.5 la
normalidad se realizara biopsia hepatica (con aguja de Tru-Cut bajo control
ecografico) para comprobar si existe rechazo agudo, en cuyo caso el
paciente no reducird mas las dosis de inmunosupresores y se volvera a la
dosis de medicacion inmunosupresora inicial, administrando bolos de
metilprednisolona en los casos que no se normalicen los parametros
bioquimicos de funcion hepatica. En los pacientes que estén tomando
ciclosporina, se cambiara ésta por tacrolimus enlos casos de no respuesta
0 cuando el rechazo sea moderado o severo. Cuando existan alteraciones
histolégicas de dificil interpretacion también se suspendera la retirada de
Immunosupresion. Enlos casos sin rechazo que normalicen los parametros
bioquimicos hepaticos tras un periodo de observacion de un mes, se

continuara el protocolo de disminucién de inmunosupresores.

c.- Toma de muestras. Mensualmente y cuando las condiciones clinicas lo
exijan, se realizard una extraccion sanguinea en diferentes tubos (segun
las pruebas a realizar) a los pacientes sometidos a estudio para el analisis
de las diversas variables. Del mismo modo, se realizaran biopsias
hepaticas antes de comenzar el estudio, 2 meses después de terminar el
estudio y cuando las indicaciones médicas asi lo determinen (ver
consentimiento informado), que seran recogidas en formalina al 4% para
utilizarlas en andlisis histoldgicos rutinarios, ultracongeladas para estudios
de inmunohistoquimica o extraccion de DNA, o embebidas en RNAlater
(SIGMA-ALDRICH) para una posterior extraccion de RNA total.
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d.- Divisién de las diferentes muestras en estadios.

Muestra Basal.- Obtenida previamente al comienzo de la retirada de la IS;
Muestras PreTolerancia o PreRechazo.- Formardn parte todas las
muestras tomadas los meses anteriores a la retirada total y eficaz de la IS
0 anterior a un episodio de rechazo durante la retirada de la IS,
respectivamente; Muestras PostTolerancia o PostRechazo.- Formaran
parte todas las muestras tomadas los meses posteriores a haber
alcanzado la tolerancia operacional o tras haber sufrido un episodio de
rechazo y haberse restablecido el régimen normal de IS, respectivamente,

hasta finalizar el periodo de estudio.

e. Estudios analiticos rutinarios.

-Evaluacion clinica.

Se analizardn de forma mensual y cuando clinicamente se considere
oportuno los siguientes parametros:

Funcion hepatica: proteinas totales, albumina, bilirrubina, GOT, GPT,
Fosfatasa alcalina, GGT, indice de Quick.

Niveles de inmunosupresores: Ciclosporinemia, niveles de tacrolimus.
Parametros hematologicos basicos: Hemoglobina, hematocrito, plaquetas
y leucocitos.

Parametros metabdlicos: ferritina, glucosa, acido urico, triglicéridos,
colesterol, colesterol-HDL y colesterol-LDL.

Parametros de funcion renal: creatinina, urea, filtrado glomerular (MDRD),

aclaramiento de creatinina.

f.- Estudio de la evolucién de subpoblaciones de células mononucleares
en sangre periférica a lo largo de la retirada de la IS. Las poblaciones
leucocitarias en diferentes etapas de desarrollo del proyecto se estudiaran
mediante inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos monoclonales
adecuados, de sangre completa extraida en tubos con EDTA y posterior
analisis en un citometro de flujo BD FacsCanto. Las poblaciones a definir

constaran de:
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Linfocitos T CD4 naive: CD3+CD4+CD197+CD45RA+

Linfocitos T CD4 memoria: CD3+CD4+CD197+CD45RALinfocitos
T CD4 efectores: CD3+CD4+CD197-CD45RACélulas

T reguladoras: CD3+CD4+CD25+CD127low/- (Helios/ICOS/CD126/CD39)
Linfocitos T CD8 naive: CD3+CD8+CD27+CD45RA+

Linfocitos T CD8 memoria: CD3+CD8+CD27-CD45RALinfocitos
T CD8 reguladores: CD3+CD8+CD28-

Linfocitos T doble negativos: CD3+CD4-CD8-

Linfocitos T y6TCR: CD3+y8TCR+

Ratio Linfocitos T V61/2 TCR: CD3+V§1/VS82 TCR+

Células NK: CD3-CD16/56+

Células NKT: CD3+Va24-] aQ/TCR+

Linfocitos B naive: CD3-CD19+IgD+CD27-CD150+

Linfocitos B memoria: CD3-CD19+IgD-CD27+CD150-

Linfocitos B transicion: CD3-CD19+IgM-CD27-CD38+

Linfocitos B activados maduros: CD3-CD19+IgM-CD27+CD38+
Linfocitos B reguladores: CD3-CD19highCD1dhighCD5+

Células dendriticas plasmocitoides: HLA-DR+Lin-CD11c-CD123+
Células dendriticas mieloides: HLA-DR+LIN-CD11c+CD123-
Células dendriticas inmaduras: HLA-DRlowCD1ahighCD83-CD197+
Ectonucleotidasas/receptoradenosina:

CD39+/CD73+/CD26+/ ADORA2A+/ ADORA3+ (Linf T/ B)

Cuando los marcadores sean de origen intracelular (Helios, ICOS,
ADORAZ2A), tras el marcaje extracelular y posterior lisis de eritrocitos con
PharmLyseTM (BD), los leucocitos se permeabilizaran con BD
Cytofix/ Cytoperm™ Fixation/ Permeabilization Solution y se tefiirdn con el
anticuerpo indicado siguiendo el protocolo de tincion intracelular

recomendado porla casa comercial.

g.- Estudios epigenéticos. Andlisis del grado de desmetilacion de la region
TSDR del gen FOXP3 a nivel de sangre periférica y tejido. El DNA gendmico
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sera extraido con el DNAeasy blood and tissue kit (Quiagen) utilizando 100
ul de sangre completa o biopsia de higado. El DNA extraido sera sometido
a reaccion de bisulfito (EpiTect Bisulfite kit) y el analisis del grado de
metilacion de la region TSDR del gen FOXP3 se llevara a cabo por
pirosecuanciacion de este DNA modificado, utilizando los kits especificos
para CpG pirosecuenciacion de Qiagen, el pirosecuanciador PyroMark Q24
y su software propio de andlisis. Los primers para esta técnica se
disefiaran utilizando el programa de disefio de primers PyroMark Assay
Design Software 2.0 (Qiagen).

h.- Estudio de la evolucién de citoquinas en sangre periférica a lo largo de
la retirada de 1a IS. Las citoquinas IFN-g, IL-1beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
I[-12, I-17a, II-27 y TGF-betal seran analizadas por citometria de flujo en
un citometro FacsCanto utilizando la técnica multiplex FlowCytomix
(eBioscience). Porsu parte, IL-35 sera analizada mediante ELISA (Cusabio).
Para ello se utilizard suero de los pacientes de cada una de las muestras
extraidas, que sera almacenado en alicuotas a

-80°C hasta su uso.

i- Andlisis de la concentracion sérica de femritina y hepcidina-25. La
ferritina se medird en los laboratorios de analisis clinicos del Hospital
Virgen de la Arrixaca en los estudios analiticos rutinarios (ver apartado 6).
Por su parte, la hepcidina-25 se valorara mediante ensayo de ELISA

(Cusabio). Se utilizaran muestras de sueros como en el apartado 10.

j- Analisis de la concentracién sérica de ATP y adenosina. Se obtendran
muestras de sangre en un medio formulado para proteger la lisis de los
eritrocitos y las plaquetas siguiendo el protocolo de Gorman et al (Clinical
Chem. 53: 318-25. 2007). A partir de estas muestras se obtendra el plasma
que sera almacenado a -80°C hasta su utilizacion. Muestras de plasma
sometidas a extraccion acida (Harkness et al. - Clin Chim Acta 143: 91-8.
1984) seran utilizadas para determinar la concentracion de ATP vy

adenosina mediante gases-masa.



TFM. Master Universitario en Investigacion y Medicina Clinica. 20

k- Anilisis estadistico. Inicialmente se realizard andlisis descriptivo de
todas las variables en estudio, tanto de las condiciones basales de cada
una de ellas como de su evolucion. Este analisis se realizara para el grupo
total de individuos que participen en el estudio y para cada uno de los
subgrupos que se formen en funcion de la aparicion de rechazo durante la
Inmunosupresion. Las variables cuantitativas se describirdn mediante la
media, mediana, la desviacion tipica, el intervalo de confianza al 95% el
rango intercuartilico y los valores minimo y mdaximo. Las variables
cualitativas se presentaran en forma de tabla incluyendo las frecuencias
relativas y absolutas, tanto para los subgrupos formados, como para la
poblacion global. Posteriormente se realizard un andlisis comparativo. Las
condiciones de aplicacion de los andlisis estadisticos se verificaran
previamente a los mismos. La normalidad fue contrastada mediante el test
de Kolmogorov - Smimoff y la homocedasticidad mediante la prueba de
Levene. En caso de incumplimiento de alguna de las condiciones se
procedera al analisis mediante pruebas no parametricas. Este se considera
un estudio de evaluacion de factores prondsticos del proceso de aparicion
de rechazo en pacientes trasplantados de higado a los que se les retira la
mmmunosupresion farmacologica (variable dependiente). Las variables
pronosticas (variables independientes) seran: recuento de subpoblaciones
de mononucleares, niveles de citocinas, niveles de expresion génica,
variables inmunohistoquimicas y variables epigenéticas. Inicialmente se
realizard analisis comparativo de la evolucion de las distintas variables en
ambos subgrupos. Para ello se efectuara test paramétrico como ANOVA
para medidas repetidas con un factor intrasujeto (tiempo) y un factor
intersujeto (subgrupo de rechazo) o no paramétricas (Wilcoxon o Friedman)
segun caracteristicas propias de las variables en estudio. Las variables
cualitativas seran analizadas mediante test de homogeneidad basadas en
la distribucién x2, cuando los valores esperados lo hagan posible y
mediante test exactos de Fisher en caso contrario. Posteriormente se
realizard andlisis de regresion logistica para averiguar el nivel de influencia

de cada una de las variables en la aparicion de rechazo. La variable
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dependiente se define como rechazo del trasplante tras retirada de
mmmunosupresion SI/NO y se incluirAn como variables independientes a
aquellas variables que hayan demostrado diferencias basales en sus
mediciones o diferencias en su evolucion tras analisis comparativo
anterior entre los subgrupos a estudio. Este andlisis de regresion logistica
se realizara para dos situaciones distintas en funcion de los factores
prondsticos considerados: medida basal de las variables independientes
(antes de retirada de iInmunosupresion) o andlisis evolutivo de las distintas

variables.

En el conjunto de pruebas estadisticas el nivel de significacion utilizado
sera alfa = 0,05. Los andlisis estadisticos se realizardn con el programa
SPSS v18.0.

5. PLAN DE TRABAJ O.

Todos los pacientes incluidos en el estudio son revisados habitualmente
en consulta externa del Hospital Virgen de la Arrixaca por el servicio de
aparato digestivo y hepatologia (Dr. Pons). Antes de comenzar la retirada
paulatina de la inmunosupresion los pacientes serdn informados de las
razones de tal actitud y posteriormente sera necesario firmar un
consentimiento informado, donde se especificaran los riesgos y beneficios
de retirar los farmacos inmunosupresores, asi como la voluntariedad de
participar, permanecer o retirarse del estudio (Incluido como anexo). Todo
el Proyecto propuesto sera llevado a cabo en los distintos Servicios y
Laboratorios del Hospital Universitario “Virgen de la Armixaca”, con
excepcion de la técnica de gases-masa que serd llevada a cabo en el
Servicio CEBAS (CSIC) de la Universidad de Murcia.

Afo 1.- Evaluacion de los pacientes. Organizacion del grupo de estudio
prospectivo. Responsables: Dr. Pons. Comienzo del proceso controlado de
retirada de la IS. Obtencion de biopsias hepaticas. Responsable: Dr. Pons y
Dr. De la Pefia. Toma de muestras de sangre. Responsables: Dra. Martinez-

Alarcon. Durante este primer afio se realizara principalmente el andlisis de
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las diferentes subpoblaciones leucocitarias mediante citometria de flujo y
las determinaciones bioquimicas que se llevan a cabo de forma rutinaria.

Responsables: Dra. Revilla-Nuin, Dr. Baroja, Africa de Béjar.

Afo 2.- Seguimiento de los pacientes sometidos a retirada de la IS.
Responsables: Dr. Pons. Obtencion de biopsias hepaticas. Responsable: Dr.
Pons y Dr. De la Pefia. Toma de muestras de sangre. Responsables: Dra.
Martinez- Alarcon. ELISAS de hepcidina-25 e IL-35. Andlisis del estado de
metilacion de la region de TSDR de FOXP3. Determinacion de adenosina y

ATP en suero. Responsables: Dra. Revilla-Nuin, Dr. Baroja, Africa de Béjar.

Afo 3.-Seguimiento de los pacientes. Analisis de los datos clinicos.
Responsables: Dr. Pons, Dra. Martinez-Alarcon, Dr. De la Pefia. Andlisis
estadisticos. Responsables: Dra. Revilla-Nuin, Dr. Baroja, Dra. Martinez-
Alarcon, Dr. Martinez-Caceres, Servicio de Apoyo de la FFIS. Valoracion

global de los resultados. Responsables: Todo el equipo investigador.

7. EXPERIENCIA DEL EQUIPO INVESTIGADOR SOBRE EL TEMA.

El personal del equipo tiene amplia experiencia en el campo del trasplante
hepatico, habiendo participado sus miembros en el proyecto que se viene
desarrollando en nuestro hospital desde 1988. El Dr. Pons es miembro
activo del equipo de trasplante hepatico en la Region de Murcia, dirigido
por el Profesor Pascual Parrilla Paricio, desde su comienzo, y actualmente
forma parte del CIBERhd. Los Drs. Revilla-Nuin y Baroja-Mazo tienen
amplia experiencia como investigadores en el campo de la biologia
molecular, bioquimica e inmunologia, como refleja su CV, mientras que la
Dra. Martinez-Alarcon tiene un amplio Curriculum en el mundo de la
investigacion clinica y ha estado muchos afios llevando a cabo trabajos
como enfermera de investigacion. Fruto de esta experiencia, en los ultimos
afios se han realizado numerosas tesis doctorales sobre trasplante
hepatico en el departamento de Cirugia de la Universidad de Murcia,
dirigido por el Profesor Dr. Pascual Parrlla Paricio. Ademads, los

profesionales de nuestro hospital han realizado mas de 100 publicaciones
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sobre trasplante hepdtico, en revistas internacionales. Por otro lado, el
equipo ya tiene experiencia en el estudio de tolerancia a largo plazo en
pacientes con trasplante hepatico, habiendo obtenido financiaciéon en el
afno 2003 a través del Fondo de Investigaciones Sanitarias para el proyecto
titulado "ESTUDIO DEL PERFIL CLINICO E INMUNOLOGICO EN PACIENTES
CON TRASPLANTE HEPATICO TRAS RETIRADA COMPLETA DE LA
INMUNOSUPRESION"(FIS PI021403). Nuestro grupo ha sido el primer
grupo espariol que publico un articulo sobre tolerancia operacional en una
revista de impacto (Pons J A, Yelamos J, Ramirez P, et al. Endothelial cell
chimerism does not influence allograft tolerance in liver transplant
patients after withdrawal of immunosuppression. Transplantation
2003;75:1045-1047), habiendo publicado tras este primero, otros trabajos
originales y revisiones en revistas de prestigio: Pons ] A, Revilla-Nuin B,
Baroja-Mazo, A et al. FoxP3 in peripheral blood is associated with
operational  tolerance in  liver transplant patients  during
immunos uppression withdrawal. Trans plantation 2008 86: 1370-1378.
Martinez-Llordella M, Lozano J] et al. Using transcriptional profiling to
develop a diagnostic test of operational tolerance in liver transplant
recipients. J Clin Invest 2008. 118: 2845-2857 Pons | A, Ramirez P, Revilla-
Nuin B, Baroja-Mazo A et al Reversal of long-term metabolic,
cardiovascular and renal complications after immunosuppression
withdrawal in liver-transplant patients. Clinical Transplantation 2009.
23:329-336.

Development of immune tolerance in liver transplantation. Gastroenterol
Hepatol. 2011; 34:154-169 (Revision) Pons | A, Revilla-Nuin B, Baroja-Mazo
A et al. Regulatroy T cells in transplantation. Capitulo 22. Seccion II:
Immunology issues in transplantation. Titulo: Experimental organ
trans plantation. Nova Science Publishers, Inc., New York, USA. March 31,
2012 (Capitulo Libro - Aceptado).

Ademas, actualmente el grupo estd participando en un ensayo clinico
dirigido por el Dr. Pons titulado: "Fotoaferesis extracorporea en el
trasplante hepatico. Ensayo clinico en fase I/II de seguridad y eficacia en

pacientes con retirada progresiva de la inmunosupresion", del programa de
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Ayudas para el fomento de la investigacion clinica independiente-
DIRECCION GENERAL DE FARMACIA Y PRODUCTOS SANITARIOS (2012)
Gran parte de los investigadores tienen cursos acreditados para el manejo
del paquete estadistico SPSS y cursos de estadistica bdasica en
investigacion, pero ademds, seran asesorados por la plataforma
estadistica de la Fundacion para la Formacion y las Investigaciones

Sanitarias de la Region de Murcia (FFIS).

8. MEDIOS DISPONIBLES PARA LA REALIZACION DEL PROYECTO.

En el hospital Universitario Virgen de la Armixaca, se dispone del
instrumental y tecnologia suficiente para todo tipo de seguimiento clinico,
intervencion quirdrgica, e inmunologico relacionados con el trasplante
hepatico. Actualmente se dispone de una Unidad especifica con camas,
personal de enfermeria y médico, para pacientes con trasplantes de
organos y médula 6sea asi como dos consultas semanales especificas de
trasplante hepatico. Ademas se dispone de:

Use the "Insert Citation" button to add citations to this document.
Laboratorio de Biologia Molecular totalmente equipado para la extraccion

de ADN, ARN, PCR en tiempo real, pirosecuenciador, etc.

Arcones de -80°C para el almacenamiento de muestras de suero.
Laboratorio de Biologia celular totalmente equipado con -citometro
FACScalibur, lector de placas...

Laboratorio de instrumentacion cientifica con HPLC en el SAI de la

Universidad de Murcia.

9. JUSTIFICACION DETALLADA DE LAS PARTIDAS PRESUPUESTARIAS
DETALLADAS.

No se solicita material inventariable, pues disponemos de las instalaciones
e instrumentacion suficientes para desarrollar los objetivos propuestos. El
Servicio de Apoyo a la Investigacion (SA) ofrece unas tarifas para la
utilizacion del HPLC por horas. Seran necesarias unas 100 h para llevar a
cabo el estudio de concentracion de ATP y adenosina en suero. De igual

forma, los gastos en anticuerpos, kits de biologia molecular, productos
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quimicos, etc. son necesarios para la obtencion de los objetivos
propuestos.

Los gastos de viaje son necesarios para la presentacion de los resultados
obtenidos en congresos nacionales y/ o internacionales.

Gastos derivados de la publicacion de los resultados, puesto que en
algunos casos puede ser necesario incluir en la publicacion de resultados
fotos de inmunohistoquimica en color, lo que supone un gasto adicional

Importante.

10. PRESUPUESTO SOLICITADO.
1. Gastos de Personal Euros

2. Gastos de Ejecucion

A) Adquisicién de bienes y contratacién de servicios: (Bienes inventariable,
material fungible y otros gastos)

Anticuerpos y reactivos para citometria de flujo: 35.000 euros.

Reactivos de biologia molecular (Kits extraccion RNA, DNA, bisulfito,
primers..,): 20.000 euros.

PCR arrays (RNA y miRNA): 40.000 euros.

Columna y reactivos HPLC: 2.000 euros.

Kits de ELISA: 10.000 euros.

Servicio de HPLC (SAI-Univ. Murcia): 100 h 600 euros.

Reactivos generales (productos quimicos, tubos sangre, etc...): 10.000
euros.

Gastos de publicacion: 2.000 euros.

Inscripciones congresos nacionales e internacionales: 3.000 euros.

Subtotal Gastos Bienes y Servicios: 122.600 euros.

B) Gastos de Viajes
Asistencia a Congresos Nacionales cada afio del Proyecto ( 3 Congresos):
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3.000 euros.

Asistencia a Congresos Internacionales al final del Proyecto (2 Congresos):

5.000 euros.

Subtotal Gastos Viajes: 8.000.
Subtotal Gastos Ejecucién: 130.600.
Total Presupuesto: 130.600.

11. RESULTADOS.
Caracteristicas demograficas de los pacientes.
Variables Healthy Non-Tol Tol
Numero de pacientes 16 93 94
(n)
. . [48.75 + [63.87 + [69.08 +
f{iﬁangv([fadlao)]i SE 1.995; 46 (40 1.815; 66 (45 1.777; 70 (52
e 62)] 76) 83
Edad de trasplante [54.22 + [53.58 +
[Media + SE; mediana 2.234; 57 (32 1.672; 54 (40
(rango)] -66)] -65)]
Afios desde el ; [10.79 =
trasplante [Media + SE; [6}__)3(:;)45)]9 4 0.878;12 (4-
mediana (rango)] 18)F
Sexo (n; %)
Hombre (11;70) (19; 83) (22;92)
Mujer (5; 30) 4;17) (2;8)
Comorbilidades (1n;%)
Diabetes (9;40) (15;63)
Hipertension (19; 83) (20; 84)
Hiperlipidemia (10;47) (14; 58)
Disfuncién renal (4;18) (8;31)

Enfermedad (n; %)
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Cirrosis alcohdlica (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

. . " 1;4.3)
criptogénica hepatica

Fibrosis  hepatica

. 1; 4.
congenita ( 3)

Farmaco

muosupresor (n; %)
Ciclosporina A (1;4.5) (3;12)
Tacrolimus (21;91) (10; 42)

Mycofenolato

mofetil (7:29)

Sirolimus,

Everolimus 1;4.5) 4;17)

VHB: Hepatitis B virus; VHC: Hepatitis C virus. & representa diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos Tolerantes rs No Tolerantes, mientras que 4 representa

diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo sano. **p<0.001.

En cuanto al andlisis de las diferentes subpoblaciones leucocitarias

obtuvimos los siguientes resultados:

a) Respecto a los marcadores de células Treg analizados por citometria de
flujo, observamos que la expresion de LAP fue mayor en el grupo tolerante que
en el no tolerante, pero no encontramos diferencias con respecto al grupo
sano. En el caso de ICOS, cuya expresion resultdo menor en tolerantes que en
no tolerantes, si se observaron diferencias al compararo con el grupo control.

Al analizar los resultados obtenidos para CD31 y HELIOS, no encontramos
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diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos.( & representa

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos Tolerantes vs No Tolerantes,
mientras que O representa diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo sano.

*%p < 0.001),

LAP ICOS
1004 100+
a b

- &0 w80
iz 8 %

o m B0 = g0
F3 T . 2

s m 40 + m 404
oo % &

nla 204 =) 204

; = ;

CD31 HELIOS
100+ 100+
7 o 5 _ o0
S 8%
T T
3 i 8E é [] Healthy
8 a £ = ; ! [ non-Tol
. 0 [] Tol

b) Identificamos Tregs naive (CD45RA +) y células efectoras de memoria

(CD45RA-). En este caso, no se encontraron diferencias entre los

grupos.

Naive Treg cells

CD45RA+ Treg cells/
Treg cels (%)

Jel o L

[ ] Heatthy non-Tol [_]Tol

¢) Sin embargo, cuando la activacion de las células Tregs memoria
efectoras se analiz6 mediante el uso de HLA-DR como marcador
superficial, observamos que los pacientes no tolerantes presentan en

circulacion menos células Tregs efectoras memoria activas en
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comparacion con los otros dos grupos (& representa diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos Tolerantes vs No Tolerantes,

mientras que & representa diferencias estadisticamente significativas respecto al

grupo sano. **p<0.001 .

Activated effector/memory
Treg cells

53 L

=y

(=3

[=]
N

0
(=]

[=2]
(=]

F
=}
1

[
(=]
i

HLA-DR+CD45RA- Treg cells/
CD45RA- Treg cells (%)

o

[ ] Heatthy non-Tol [_|Tol
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