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1.1 GENERALIDADES DE LA INMUNOLOGIA

Parte de la introducciéon se basa en el CURSO DE INMUNOLOGIA GENERAL. Profesor

Enrique lafiez Pareja. Departamento de Microbiologia. Universidad de Granada. Espafa.

1.1.1 REFERENCIAS HISTORICAS DE LA INMUNOLOGIA

Las primeras referencias histéricas a la Imnunologia se encontraron ya en el
papiro de Ebers, escrito en 1550 a.c. y que fue descubierto entre los restos de una
momia en la tumba de Assasif, en Luxor, por Edwin Smith en 1862, fue comprado a
continuacién por el egiptdlogo aleman Georg Ebers, al que debe su nombre y su
traduccion. Alli se puede leer un relato en el que habla del 4cido salicilico, contenido
en las hojas de sauce, como antiinflamatorio. La actual aspirina (acido acetil salicilico)
no es nada mas que una modificacion quimica de aquella molécula.

Tucidides (siglo V a.C) ya hablaba en sus escritos de la “inmunidad contra la

plaga” si bien no sabemos si entonces se entendia la palabra plaga tal como lo
hacemos hoy.
En el afio 10 (a.C.) Celsus describié los signos capitales de la inflamacién: rubor et
tumor cum calore et dolore (enrojecimiento, aumento del tamafio, aumento de la
temperatura y dolor). Unos 140 afios mas tarde le agregd Galeno el 5° signo: “functio
laesa” (alteracion de la funcién).

Los senadores romanos disfrutaron durante 6 siglos (3° a.C a 3° d.C) de
proteccién parlamentaria, llamada entonces “Inmunitas”.

Los chinos, 200 afios a. C. ya intentaban proteger a los nifios de la viruela
administrandoles por via nasal polvo obtenido triturando costras de viruela obtenidas
de las lesiones de los enfermos.

El primer abordaje cientifico a la vacunacién lo hizo un médico general inglés,
Edward Jenner (1796), tras observar que las ordefiadoras de vacas padecian unas
lesiones en las manos pero nunca padecian la viruela. Tomé material de dichas
lesiones y se lo inyecté a un nifio que posteriormente no padecié la viruela humana
incluso inyectandole el virus.

Asi, el tratado sobre vacunacion escrito por Jenner en 1798 tuvo gran impacto

y permitié que la OMS considerara a la viruela erradicada en 1979.
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Sorprendentemente los trabajos iniciales de vacunacion se hicieron incluso sin
saber que las enfermedades de las que se pretendia proteger eran causadas por
microorganismos.

Fue Robert Koch, a finales del siglo XIX, el que descubrié que las infecciones
eran causadas por microorganismos. Hoy es tan obvio que apenas le damos
importancia a estos descubrimientos tan fantasticos.

Louis Pasteur descubri6 la vacuna contra la rabia en 1880 y Emil von Behring &
Shibasaburu Kitasato descubrieron que los individuos vacunados desarrollaban algo
en el suero que les protegia. Resultaron ser anticuerpos.

Elie Metchnicoff, uno de los mas grandes inmundlogos de la antigiiedad,
descubrié la fagocitosis y acufié los términos macrofago y micréfago (probablemente
los conocidos hoy como neutréfilos).

El desarrollo de la inmunologia se ha desarrollado en una época relativamente
reciente en relacién con otras ciencias. Uno de los mayores obstaculos a este
desarrollo ha sido la inercia de la mente humana, resistente a abrirse a concentos
nuevos y revolucionarios. Baste como ejemplo que el médico Miguel Servet fue
guemado en la hoguera por decir que la sangre no es un liquido estatico sino que
circula por nuestro cuerpo.

La historia de la inmunologia esta llena de personajes ilustres y cientificos muy
brillantes. Muchos de ellos fueron galardonados con el premio Nobel. Quizas también

lo merecieron otros que trabajaron en la sombra en sus proyectos.

1.1.2 CONCEPTOS GENERALES DE INMUNOLOGIA

La Inmunologia es la ciencia encargada del estudio del Sistema Inmune y las
patologias con él relacionadas. El sistema inmune es el encargado de proteger al
individuo de las agresiones de otros seres vivos procedentes del medio ambiente
exterior (microorganismos, helmintos, etc.), o del propio medio interno (células
neoplasicas).

El sistema inmune, en vez de ser una estructura integrada por 6rganos y
aparatos, es mas bien, una red de células distribuidas por todo el organismo,
intercomunicadas y perfectamente coordinadas.

Estas células tienen una gran movilidad y pueden localizarse en la sangre o
situarse en Grganos, como el ganglio, en tejidos, como la pulpa blanca del bazo, o bien
encontrarse dispersas en el seno de tejidos pertenecientes a otros 6rganos o

aparatos, como los linfocitos localizados en el tejido conjuntivo.
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Funcionalmente, el sistema inmune esta integrado por dos grandes sistemas o
mecanismos defensivos frente a los agentes extrafios virtualmente patdégenos: la

inmunidad natural y la adaptativa

Inmunidad natural o inespecifica

Sus componentes estdn siempre presentes y dispuestos para actuar
inmediatamente sin requerir tiempo de latencia para el desencadenamiento de las
acciones defensivas. La inmunidad natural carece de especificidad y de memoria. En
otras palabras, sus respuestas son estereotipadas, con independencia de la
naturaleza del antigeno, y no registran un aumento de eficacia en sucesivas

exposiciones al mismo. La inmunidad natural esta constituida por:

Las barreras epiteliales.
* Inmunidad natural celular: fagocitos (monocitos-macréfagos y leucocitos
PMN) y células agresoras naturales (células Natural Killer ).

*Inmunidad natural humoral: lisozima, complemento e interferén.

Inmunidad adaptativa

Es mucho mas compleja que la inespecifica, se caracteriza por: adaptabilidad

al antigeno, especificidad y memoria.

Tras la entrada de un germen, por primera vez, en el organismo se desarrolla
una respuesta inmune primaria. Dicha respuesta se puede estructurar en tres etapas:

*Reconocimiento del antigeno.

*Periodo de latencia: dura varios dias, en los que los linfocitos especificos
amplifican su namero (expansion clonal), a la vez que se diferencian en células

efectoras.

* Respuesta efectora, consistente en:
- Secrecién de anticuerpos especificos.
- Desarrollo de actividad citolitica especifica.
- Liberacién de factores que activan las células fagociticas.

- Adquisicion de memoria inmunitaria.
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ORGANOS DEL SISTEMA INMUNE

Los linfocitos son las principales células responsables de la respuesta
inmunitaria, estan distribuidos por todo el organismo en érganos bien delimitados, o en
forma de acumulaciones difusas; al conjunto de estas estructuras se le denomina
sistema linfatico y estan en intercomunicacién continua gracias al transito, desde unas
a otras, de los linfocitos a través de las circulaciones sanguinea y linfatica.

Los érganos linfoides se dividen en dos grandes categorias:

Organos linfoides primarios (centrales)

Se consideran drganos linfoides primarios aquellos en los que se originan y

maduran las células del sistema inmune

MEDULA OSEA

Los linfocitos proceden de la célula hematopoyética pluripotencial (CHP), las
CHP son de origen mesodérmico y aparecen inicialmente en el saco vitelino del
embrién para luego trasladarse al higado (6% semana) y mas tarde (a partir del 5° mes)
a la médula 6sea, 6rgano hematopoyético fundamental para el resto de la vida.

Los linfocitos que maduran (se diferencian) en la médula 6sea se denominan
en linfocitos B y estan especializados en la produccion de anticuerpos.

El microambiente de la médula 6sea que determina la maduracién de los
linfocitos B no se conoce con precision, consiste en la liberacion de factores solubles
(como la IL-17) y estimulaciones yuxtacrinas que llevan a cabo las células del estroma
medular. También es muy importante la interaccion de las células inmaduras con

proteinas de la matriz extracelular.

TIMO

Es un drgano linfoepitelial, de forma bilobulada, imprescindible para la
adquisicion de la inmunocompetencia de los linfocitos T durante los primeros afios de
la vida. El periodo clave de este proceso lo constituiria el desarrollo ontogénico, ya que
la extirpacién del timo a un adulto (o al final de la adolescencia, con el desarrollo del
sistema inmunitario completo) no implica un déficit inmunitario.

El 6rgano deriva de un esbozo epitelial formado a partir de la 32 y 42 bolsas
faringeas, y es el primer 6rgano linfoide que aparece. El tamafo del timo aumenta a lo

largo de la vida fetal y postnatal hasta alrededor de la pubertad, momento a partir del
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cual empieza a involucionar En el adulto la produccién y maduracion de los linfocitos T

tiene lugar en la médula.

Organos linfoides secundarios

Son los 6rganos donde los linfocitos ya maduros, e inmunoldégicamente
competentes, toman contacto con los antigenos y donde se producen las respuestas
inmunitarias frente a los estimulos antigénicos. Basicamente, existen tres tipos de
organos linfoides secundarios, los ganglios linfaticos, el bazo y el tejido linfoide
asociado a mucosas (MALT). El funcionamiento de los tres es similar distinguiéndose
basicamente por la procedencia de los antigenos que penetran en ellos y que
provienen, respectivamente de:

Linfa (medio extracelular de los tejidos) en el caso de los ganglios linfaticos

Sangre en el caso del bazo

Luz intestinal en el caso de las placas de Peyer (tejido MALT del intestino).

GANGLIO LINFATICO

Tienen una forma similar a la del rifibn, con una longitud y grosor,
respectivamente, inferiores a 1 y 0.5 cm en condiciones fisiolégicas. Cuando se
desencadena una respuesta, el tamafio aumenta. Histoldgicamente, se distinguen tres
zonas.

* Corteza, donde se localizan los linfocitos B formando los foliculos linfoides
primarios y secundarios (son los que tienen centro germinal)

* Paracorteza, poblada por linfocitos T dispuestos de manera difusa.

* Médula. Contiene linfocitos B y T. Los cordones medulares, que parten de la
paracorteza como prolongaciones de tejido linfoide en la médula, contienen la mayor
parte de las células plasmaticas que existen en el ganglio.

Los linfocitos T son la poblacion linfocitaria mayoritaria en el ganglio,

considerado en conjunto.

TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A LAS MUCOSAS (MALT)

En la submucosa de los principales puntos de posible entrada de
microorganismos, se sitian agregados de tejido linfoide, difusos en la lamina propia y
0 en nédulos como las amigdalas y adenoides (en la nasofaringe) o en las placas de

Peyer (en el intestino).
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También existen linfocitos intraepiteliales, situados entre las células del epitelio,
por encima de la membrana basal.
El MALT desempefia un papel importante en la respuesta inmunitaria local de

la superficie de las mucosas.

BAZO

El bazo es donde se eliminan los hematies envejecidos (pulpa roja), pero
ademas es un organo linfoide secundario (pulpa blanca), y en situaciones extremas
puede producir hematopoyesis extramedular. El tejido linfoide se organiza alrededor
de las arteriolas a modo de manguitos (tejido linfoide periarteriolar), contiene areas de
linfocitos T y B, siendo los linfocitos B los mayoritarios. Ademas de linfocitos, en el
bazo existen células de estirpe macrofagica que fagocitan los hematies viejos vy las
bacterias que pudieran llegan por la circulacion. El bazo carece de vasos linfaticos, por
lo que los linfocitos que circulen por él sélo pueden entrar por la arteria y salir por la

vena del mismo a la circulacion portal.
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1.2 INMUNIDAD CELULAR

En la actualidad se considera como “inmunidad mediada por células” cualquier
respuesta contra microorganismos o tumores a la que los anticuerpos juegan un papel
subordinado o secundario.

En la respuesta inmune humoral se activan células al principio de dicha
respuesta.

En muchas respuestas celulares los anticuerpos juegan papeles esenciales como
“puentes” entre células.

Ademas, cualquier respuesta celular se acompafia a la vez de produccion de
anticuerpos, que a su vez pudiendo modificar las respuestas celulares de distintas
maneras: p. €j., la formacién de complejos Ag-Ac activa el complemento, liberando
péptidos que funcionan como factores quimiotacticos que inducen la acumulacién de
mayor namero de células inmunes y aumentado la respuesta inflamatoria.

Por otro lado, no todas las respuestas celulares dependen de linfocitos T: de
hecho las primeras lineas defensivas contra microorganismos son inespecificas, y se
centran en la identificacion de componentes microbianos comunes por parte de células
del sistema de inmunidad natural (macréfagos, granulocitos, neutréfilos, etc...).

Una de las posibles clasificaciones de la inmunidad mediada por células seria
la siguiente:

1. Reacciones dependientes de fagocitos del sistema natural:

* Fagocitosis

* Produccion de citokinas.

2. El papel central de las células Th en la determinacion del tipo de mecanismo

efector puesto en marcha.

3. La citotoxicidad directa que produce la lisis de la célula diana enferma es
realizada por varios tipos celulares:

* Dentro del sistema especifico: linfocitos T citotdéxicos, que se denominan
linfocitos T citoliticos (CTL) en su fase efectora.

* Dentro del sistema natural: células agresoras naturales (NK) y macréfagos.

* Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)

* Células T CD4+ que median reacciones de hipersensibilidad tipo retardado.
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1.2.1 INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS FAGOCITICAS

La actuacion de estas células se puede dividir en varias fases:

* Quimiotaxis.

* Unién del microorganismo al fagocito.

* Desencadenamiento de la captacién del microorganismo.

* Fagocitosis y mecanismos matadores.

La quimiotaxis se define como la atraccién de los fagocitos del sistema de
inmunidad natural hacia el foco de infeccién. Esto se debe a varios factores:

* Por sustancias de origen propiamente microbiano. Tal es el caso de péptidos
cortos derivados de los extremos amino-terminales de proteinas bacterianas.

* Ciertos componentes microbianos (como la endotoxina de bacterias gram-
negativas) activan la ruta alternativa del complemento, liberando los péptidos C3a y

Cb5a, que son muy quimiotacticos sobre los fagocitos.

La union del microorganismo al fagocito es una fase importante, ya que de
su éxito depende que ocurra la internalizacion ulterior y el desencadenamiento de los
mecanismos matadores. La unién inespecifica entre bacteria y fagocito se realiza por
interaccion entre moléculas de superficie del microorganismo y receptores de leucocito
(oligosacaridos de superficie, lectinas, CR3 y LFA-1...).

La captacién del microorganismo se ve facilitada si esta recubierto por el
componente C3b del complemento y/o por anticuerpos: esta opsonizacion potencia
poderosamente el mecanismo amebiano del fagocito. EI microorganismo, englobado
en el fagosoma recibe la descarga de los granulos (lisosomas) del fagocito. El
contenido preformado de estos granulos, junto con sustancias producidas de novo,
constituyen una bateria de mecanismos encaminados a la muerte del patégeno. Se

pueden clasificar en dos grandes tipos: dependientes e independientes de oxigeno.

1. Mecanismos dependientes de oxigeno: se pueden dividir en dos categorias:
los que se basan en intermediarios reactivos de oxigeno, y los intermediarios reactivos
de nitrégeno:

* Intermediarios reactivos de oxigeno (ROI): La unién de particulas a los
receptores de la membrana del fagosoma del macréfago provoca el denominado
estallido respiratorio (por activacion de la ruta de la hexosa monofosfato), produciendo
mucho NADH
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* Intermediarios reactivos de nitrégeno (NRI)

2. Mecanismos independientes de oxigeno: estos mecanismos dependen de

proteinas antimicrobianas preformadas y acumuladas en los granulos:

- Proteinas catiénicas, con actividades de tipo antibiotico: defensinas, catepsina

G, azurozidina.

- Lisozima, que actla rompiendo el peptidoglucano de bacterias (sobre todo

Gram negativas).

- Lactoferrina (producida por los neutrdéfilos): secuestra hierro, indispensable

para las bacterias.

1.2.2. ACTIVACION DE LOS MACROFAGOS

Los macréfagos en reposo pueden matar, pero sus capacidades microbicidas

mejoran por medio de su activacion:

* Productos antimicrobianos que causan activacién directa de monocitos y

macroéfagos.

* Productos antimicrobianos que provocan
activacion indirecta de macrofagos sin activar y las
células NK liberando citokinas que a su vez activan a los
macroéfagos.

. Posterior activacion por citokinas
producidas por Th, sobre todo por IFN-
gamma. Esto provoca la atraccion
guimiotactica de fagocitos y/o activacion
de los mecanismos dependientes e

independientes de oxigeno.

Es importante prestar atencién a las diferentes
fases de la respuesta inmune en las que participan los
macroéfagos:

1. En la defensa inicial frente al patégeno: el

A. Alorreconocimiento directo

T 3
Célula
dendritica

del donante

Linfocito
receptor

\
kY
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8. Alorreconocimiento indirecto

MHC donante es procesado

Célula ¥ por células del receptor

dendritica =<
del donante

i Linfocito
N 4 receptor
. ®
(o \
Célula .

presentadora
antigeno del
receptor

Y
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Figural: En el
alorreconocimiento, las
células presentadoras de HLA
extrafio pede ser  del
dolanante o del receptor.
Inmunologia clinica. Bases
moleculares y celulares. Jose
Pefia Martinez. Ed. Aran.

patdgeno sin activar tiene su capacidad fagocitica basal. Al mismo tiempo secreta

citokinas que ayudan a otras células (p. ej., recordar la IL-1 que participa en la

activacion de los linfocitos B).
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2. En la presentacién del antigeno: actia como célula presentadora para
linfocitos Th, que a su vez se activan secretando citokina

3. En la fase efectora el macrofago se activa por citokinas (como el IFN-gamma
secretado por los linfocitos Th), lo cual va a potenciar sus actividades antimicrobianas,
antitumorales y de secrecion de citokinas.

Las citokinas secretadas por macrofagos en respuesta a componentes
microbianos cumplen importantes papeles: la IL-12 y el TNF-alfa, en sinergia con otros
mediadores, mejoran la actividad antimicrobiana inespecifica:

* El TNF- alfa mejora la capacidad microbicida de PMN neutréfilos y de los
propios macréfagos.

* El TNF-alfa junto con la IL-12 provocan que las células NK liberen IFN-
gamma, el cual aumenta la actividad de los macréfagos.

* El TNF-alfa induce cambios en las superficies de células endoteliales y de
fagocitos, que pueden interaccionar de modo que los fagocitos se extravasan para

acceder al lugar de la inflamacién, donde se localiza el foco de infeccion.

1.2.3 PAPEL DE LAS CELULAS T COADYUVANTES (Th)

Las células Th desempefian papeles esenciales en la inmunidad celular:

1. Determinan la especificidad de la respuesta inmune (qué antigenos y qué
epitopos son reconocidos)

2. Intervienen en la seleccion de los mecanismos efectores destinados a
eliminar al patégeno.

3. Ayudan a la proliferacién de las células efectoras adecuadas.

4. Mejoran las funciones de fagocitos y otras células efectoras.

La interaccion del conjunto de receptores TCR-CD3-CD4 con los epitopos en el
MHC-II de células presentadoras condiciona la especificidad de la respuesta.

Pero el sistema inmune efectla una segunda decisibn esencial: qué
mecanismos efectores se ponen en marcha, que sean los adecuados para la
naturaleza de cada infeccion en particular. Dentro de la inmunidad mediada por

células, existen varios mecanismos:

1. Citotoxicidad directa especifica, por medio de linfocitos T citotoxicos CD8+
(CTL)
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2. Degranulacion de eosindfilos y mastocitos una vez que han contactado con
la célula a eliminar a través de anticuerpos, que sirven de “puentes” moleculares
(ADCC).

3. Activacién de macréfagos y reaccién de hipersensibilidad de tipo retardado.

Entonces, ¢como se determina el tipo de accion para cada tipo de situacion?.
La respuesta radica en buena parte en el patron local de citokinas producidas al inicio
de la respuesta inmune, desencadenada ante cada tipo de patégeno asi como en la
concentracién local de metabolitos esteroideos y de vitamina D3 en el tejido linfoide:
estos factores determinan que predomine uno de dos subtipos de células Th, lo que
finalmente condicionard el desencadenamiento de uno y otro de los mecanismos
efectores

Asi pues, los linfocitos Th presentan dos subpoblaciones, denominadas Thl y
Th2. Dichas subpoblaciones se desarrollan a través de una ruta que se bifurca:

* Th virgenes: ThP

* Estimulacion inicial: ThO

* Estimulacion crénica: Th1/Th2

* Memoria largo plazo: ThM
Cada uno de esos tipos de linfocitos Th secreta un patrén caracteristico de citokinas:

*ThP: IL-2

* ThO: IFN- gamma, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10

* Thl: IFN-gamma, IL-2, IL-3, TNF- alfa, GM-CSF

* Th2: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-3, TNF-alfa, GM-CSF

* ThM: IL-2
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Figura 2

La respuesta inmunitaria contra bacterias intracelulares esta coordinada por células

Thlactivadas. Inmunobiologia. El sistema inmunitario en condiciones de salud y enfermedad. Charles A.
Janeway. Ed. Masson.
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La diferencia funcional entre las dos subpoblaciones de linfocitos es:

* Las células Thl tienden a activar los macréfagos y responden bien a
estimulos

* Las células Th2 tienden a incrementar la produccién de mastocitos y
eosindfilos, y mejoran la produccién de ciertos isotipos de imunoglobulinas, incluyendo

IgE. Las células Th2 responden bien a antigenos presentados por linfocitos B.

1.2.4. CITOTOXICIDAD MEDIADA POR CELULAS

Se puede dividir en tres tipos:

1. Citotoxicidad directa especifica: es la llevada a cabo por los linfocitos
citotéxicos (Tc), que estan restringidos por el haplotipo propio MHC-I, y que poseen
CD8+ como moléculas correceptora, (aunque algunas son CD4+ y estan restringidas
por MHC-II).

2.Citotoxicidad directa inespecifica: las células agresoras naturales (NK)
reconocen determinantes inespecificos de células tumorales o infectadas con ciertos
virus.

3. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos: es un mecanismo indirecto
por el que células matadoras como NK, eosindéfilos, etc, interaccionan con el antigeno
por medio de puentes de anticuerpos previamente unidos a receptores para Fc de la

célula

Citotoxicidad directa especifica

El papel mas importante de este mecanismo es el de eliminar células propias
infectadas por virus. Los linfocitos Tc en reposo, al activarse apropiadamente terminan
diferenciandose a los llamados linfocitos T citoliticos (CTL), que son los efectores de la
inmunidad celular especifica.

El 90% de estos linfocitos son CD8+, y estan restringidos por el MHC-I propio.
Son capaces de reconocer a la mayoria de las células nucleadas. Pero existe un 10%

de linfocitos Tc que fenotipicamente son CD4+ y estan restringidos por MHC-II.
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La actuacion de estas células la podemos considerar en dos fases:

1. Activacion y diferenciacién de los precursores Tc hasta CTL.

2. Fase efectora: destruccion de la célula diana, a su vez diferenciable en:
- Adhesién y formacién del conjugado entre CTL y la célula diana

- Golpe letal

- Disociacion del CTL

- Destruccién de la célula diana

Los linfocitos Tc virgenes parece que se activan solamente en los 6érganos
linfoides secundarios, Unicos sitios en los que reciben las sefales necesarias.

Requieren 3 sefiales:

* La sefal especifica suministrada por la interaccién entre su complejo TCR-
CD3-CD8 con el MHC-I de una célula presentadora profesional infectada (por ejemplo
una célula dendritica).

* La sefial coestimulatoria suministrada por la misma célula (unién entre B7 y
CD28).

* La interleukina IL-2 (dato importante para nuestro estudio)

y o2 4 o l CélulaT proliferand Las células T efectoras activas matan células diana
Estimulacién de células T naive | | ¢lula T proliferando infectadas por virus

RECONOCIMIENTO > | PROLIFERACION " DIFERENCIACION ;> FUNCION EFECTORA

Figura 3: Las células T efectoras armadas responden a sus células diana sin coestimulacion.
Inmunobiologia. El sistema inmunitario en condiciones de salud y enfermedad. Charles A. Janeway et al.
Ed. Masson

Parece ser que el Tc expresa tras la interaccion inicial una pequefia cantidad
de IL-2, pero en el caso de estos Tc virgenes no suele ser suficiente para activarlos.
La aportacion clave de IL-2 procede de células Thl cercanas. De hecho, se piensa
gue tanto el Th como el Tc virgenes se activan simultaneamente al unirse a la misma

célula presentadora.
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En cambio, las células Tc de memoria tienen menos requerimientos para su
activacion. De hecho, como ya sabemos, al tener moléculas de adhesién celular
diferentes a las correspondientes Tc virgenes, pueden encontrarse el antigeno en

tejidos extralinfoides.

1. No requieren obligatoriamente la sefial coestimulatoria.

2. No requieren obligatoriamente la ayuda de Th, ya que al unirse de modo
especifico a una célula propia infectada que le suministre el péptido adecuado,
provoca que el Tc produzca no soélo receptores de IL-2, sino niveles adecuados de IL-2

capaces de auto-activarlas.

Asi, se provoca la proliferacion y diferenciacion del linfocito en reposo (virgen o
de memoria) hasta que se convierte en linfocito T citolitico (CTL). Este CTL se
caracteriza por poseer algo mas de citoplasma que el Tc, y sobre todo por poseer
granulos densos a los electrones, rodeados de unidad de membrana (llamados a
veces granulosomas) y un aparato de Golgi.

Se produce una interaccion de gran avidez entre moléculas de LFA-1 del CTL y
moléculas de ICAM-1 de la célula diana tras el reconocimiento especifico. Esta unién
dura unos 5-10 minutos, durante los cuales las sefiales de la uniéon intercelular se
trasducen al interior del CTL por medio de cascadas de protein-quinasas y protein-
fosfatasas, conduciendo a la activacion de una serie de funciones del CTL. Se dice
entonces que el linfocito queda programado para la lisis.

El citoesqueleto del CTL se reorganiza, situandose el aparato de Golgi y los
granulosomas en el polo celular que queda en contacto con la célula diana. Entonces,
los granulos se fusionan con la membrana citoplasmica, produciéndose la exocitosis
de su contenido al estrecho espacio intercelular.

Antes de que se produzca la lisis de la célula diana, el CTL se separa,
probablemente ayudado por el hecho de que la LFA-1 vuelve al estado de baja
afinidad.

Parece que la destrucciéon de la célula diana puede ocurrir por varios
mecanismos, predominando uno u otro segun la naturaleza de la superficie de la

célula diana, y del grado de activacién que haya alcanzado el linfocito CTL.
* Mondmeros de perforina contenida en los granulosomas llegan a la

membrana de la célula diana, y en presencia de Ca++ se polimerizan para formar

cilindros huecos de poliperforina, que atraviesan la bicapa lipidica. Asi se forma un
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canal que es permeable a iones, y que puede provocar la lisis osmética de la célula
diana.

* Pero no siempre el efecto de la poliperforina es la lisis. En otros casos parece
gue el papel de los canales es el de permitir la entrada de otras sustancias del
granulosoma que inducen la apoptosis de la célula diana. De hecho se ha visto que
pueden entrar fragmentinas (granzimas) que inducen la fragmentacion de los

cromosomas en multiplos de nucleosomas.

Respecto a la Granzima B, se trata de una fragmentina que induce
fragmentacion del ADN en multiplos de nucleosomas. Se piensa que la granzima B
secretada por el CTL ( y que entra a la célula diana a través de los canales de
perforina) activa a la ICE ( proteasa enddgena) o la sustituye para desencadenar el
mecanismo de esta ruta apoptdsica endogena.

Pero no es el Unico mecanismo inductor de apoptosis por parte de los CTLs (
de hecho, algunos clones de CTLs carecen de perforina y de granzimas, y sin
embargo inducen muerte celular de la célula diana). Podemos encontrar otro
mecanismo dependiente de la interaccién entre el llamado ligando Fas del CTL y el

receptor Fas de la célula diana.

* El receptor Fas (también llamado APO-1) es una proteina de membrana que
pertenece a la llamada familia TNF de receptores de citoquinas.

* Por su lado, el ligando Fas del CTL es una proteina de membrana que exige
homologias de secuencia con TNF, y se une al Fas.

La union entre el ligando de Fas con el Fas de la célula infectada o enferma
induce en ésta una sefial que dispara la ruta enddgena de apoptosis, con la
consiguiente activacion de la ICE y subsiguiente fragmentacion del ADN.

Las vesiculas del CTL pueden contener TNF-a y TNF-b (= linfotoxina), que
junto con el IFN-g producido por Tc o por otras células, desencadena efectos
citotéxicos que tarda mas tiempo que los anteriores.

En cuanto a como se protege el CTL de sus propios mecanismos matadores.
El condroitin sulfato (proteoglucano) del CTL se puede unir a la perforina,
inactivandola. Pero puede que haya otros mecanismos: por ejemplo, segun la
hipétesis de Peters dice que la perforina sale del granulosoma dentro de pequefias
vesiculas igualmente membranosas; la membrana de estas sub-vesiculas contendrian
complejos TCR-CD3-CD8, que encaminarian a las pequefas vesiculas hacia la célula

diana, pero no al CTL.
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Citotoxicidad directa inespecifica mediada por células NK

Las células NK son un tipo de linfocitos granulares grandes que suponen un
5% de las células linfoides en sangre, y que carecen de los marcadores de linfocitos T
y B. Se consideran como linfocitos “inespecificos”, pertenecientes al sistema de
inmunidad natural. EI mecanismo citotéxico de las células NK es parecido al de los
linfocitos citoliticos (CTL), pero a diferencia de ellos, carecen de especificidad y de
memoria, y no estan restringidos por el MHC clasico.

Tienen un papel importante en los primeros dias de una infeccion virasica, al
eliminar células en las que el virus se esté multiplicando. Constituyen pues un
mecanismo efector celular temprano, antes de que lleguen los linfocitos Tc, y
especialmente preparado frente a ciertos virus que usan la estrategia de inducir un
descenso del nivel de MHC-I.

Se piensa que las NK reciben sefiales de dos receptores de modo que
distinguen ente células sanas y enfermas. De esta manera, el receptor NKR-P1 se une
a oligosacaridos de glucoproteinas de superficie de la célula enferma, procedentes de
glucosilaciones anémalas. En principio, esta sefial le indica a la NK que debe
prepararse para matar a la célula con la que ha contactado. Para ello debe de ocurrir
simultdneamente una ausencia de sefial procedente de otro receptor, el Ly-49.

La actividad matadora de NK se activa por IFN-a e IFN-b (liberado por muchas
células enfermas al inicio de la infeccion), y por IL-12 (producido por macrofagos). A
su vez, la IL-12 y el TNF-a (también del macréfago) provocan que la NK secrete
grandes cantidades del IFN-g, con lo que se mantienen a raya ciertos patdgenos
intracelulares hasta que se activen las células T. De hecho rara vez las células NK
eliminan efectivamente el virus, pero lo mantienen a raya hasta que llegan las células
Tc.

Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Existen varios tipos de células potencialmente citotoxicas que poseen
receptores para Fc de anticuerpos, y que pueden por lo tanto participar en la
destruccion de células diana (enfermas) o de helmintos recubiertos en ambos casos
por anticuerpos. Los acontecimientos suelen tener lugar en las siguientes fases

* Formacién de inmunocomplejos ( la célula enferma o el helminto se recubre

de anticuerpos)
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* Una célula agresora adecuada interacciona con la célula enferma o el
parasito a través de los anticuerpos, que se engarzan con el receptor para Fc de la
célula agresora

* Finalmente, dicha célula agresora libera por exocitosis el contenido de sus
granulos, y/o secreta productos téxicos, que tienden a matar a la célula enferma o

parasito.

De este modo, células que son propiamente del sistema inmune natural, y por
lo tanto son inespecificas, pueden llegar a destruir especificamente mediante el
puente de anticuerpos. De hecho, actlian como células efectoras finales del sistema

humoral especifico.

1.2.5 HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO RETARDADO

La hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) es una reaccion inflamatoria localizada
gue se induce por citokinas secretadas por ciertas subpoblaciones de linfocitos Th
(concretamente Thl) activados previamente por contacto con ciertos tipos de
antigenos, y que se caracteriza por el reclutamiento al foco infeccioso de grandes
cantidades de células inflamatorias, sobre todo e macrofagos. Se llama retardada

porque, al contrario que la inmediata, tarda 2 o 3 dias en manifestarse.

Fases de |la hipersensibilidad de tipo retardado

En la respuesta hipersensible de tipo retardado podemos distinguir una fase inicial de
sensibilizacion en la que se produce el contacto inicial con el estimulo antigénico, y
gue no presenta sintomas, y una fase efectora, dependiente de un contacto
secundario con el antigeno, en la que se manifiestan tales sintomas y que es la
tendente a eliminar el patégeno.

La fase de sensibilizacién dura de una a dos semanas, tiempo durante el cual
los linfocitos Th se activan y expanden clonalmente tras el reconocimiento del
antigeno presentado por células presentadoras. Dichas células presentadoras pueden
ser:

* Células de Langerhans de la piel, que transportan el antigeno desde la
epidermis hasta los ganglios linfaticos regionales, donde lo muestran a los linfocitos
Th.

* Macréfagos.
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* Células del endotelio vascular.

Al final de esta fase se tiene pues una poblacién expandida de linfocitos T
CD4+ de memoria, que recirculan constantemente.

La fase efectora ocurre en tejido extralinfoide, y es la reaccién de
hipersensibilidad en sentido estricto, detectandose sus sintomas a las 24 horas del
contacto secundario con el antigeno que provocéd la sensibilizacion inicial, pero
alcanza su apogeo a las 48-72 horas. En esta fase sale fibrinégeno al tejido, y se
convierte en fibrina, que junto con la acumulacion de linfocitos T y de macrofagos hace
gue el tejido se hinche y se vuelva duro (esta es la base de los sintomas de induracion
y edema). La podemos subdividir en tres etapas: desencadenamiento, inflamacion y

resolucion.

* En el desencadenamiento el linfocito T activado , ante el contacto
secundario con el antigeno presentado por una APC, secreta ciertas citokinas, cuyas
acciones dan paso a la reaccion de inflamacion.

* La inflamacion se produce cuando las citokinas secretadas reclutan y activan
a macrofagos y otras células inflamatorias hacia el sitio de infeccion, poniéndose en
marcha una compleja serie de interacciones entre células inespecificas del sistema
inmunitario y citokinas, con amplificacién de la respuesta. Todo ello va encaminado a
destruir al agente patégeno intracelular.

* La resolucion se produce porque los macrofagos activados aumentan su
capacidad de eliminacion del patégeno. Estos macrofagos son la principal célula
efectora de la hipersensibilidad retardada, pudiendo representar el 90% de la

poblacion celular infiltrada.

Interaccion entre citokinas y célula en la DTH

La relacion de las distintas citokinas que actlan sobre los distintos tipos
celulares, responsables de diversos aspectos de esta respuesta.

* La IL-2 del linfocito Tdth funciona de modo autocrino, permitiendo la
expansion clonal, con lo que aumenta el nimero de esas células, que siguen
produciendo mas citokinas. Conforme avanza la respuesta, la IL-2 también ejerce un
efecto paracrino, estimulando a otros clones de linfocitos Tdth.

* La IL-3 y el GM-CSF inducen hematopoyesis del linaje granulocito-monocito
en la médula 6sea. Obviamente ello conlleva que mayores cantidades de PMN vy

macroéfagos puedan pasar al foco de infeccion.
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* El IFN-gamma y TNF-beta de las células T, asi como el TNF-alfa y la IL-1 de
los macréfagos actian sobre las células endoteliales vasculares cercanas al foco de
infeccion, con los siguientes efectos:

-Aumento de expresion de moléculas de adhesiéon (ICAM, ELAM, VCAM)

- Cambios de forma, tendentes a que las células endoteliales se separen entre

si, dejando paso para la extravasacion de

leucocitos.
Células T eft Subpoblacié Todas las células T
- Las Célu IaS e nd otel iales activadas de células naive
1 | [
| o I .
estimuladas secretan IL-8 y otros factores |= CJED 5 = &
[ s £ g r o =
quimiotacticos que atraen a monocitos | _ 5 . =
= = - ‘ g2
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circulantes (quimiocinas).

Endotelio activado Endotelio de mucosa APC

- Como consecuencia los PMN

Figura 4: Moléculas de adhesion en
interacciones de leucocitos. Inmunobiologia.

adhieren a las células endoteliales de las El sistema inmunitario en condiciones de
salud y enfermedad. Charles A. Janeway et

vénulas postcapilares, pasan por al Ed. Masson.

neutrofilos y los monocitos circulantes se

diapédesis y entran al tejido infectado. La entrada de los monocitos da lugar a su
diferenciacion a macréfagos.

* Los macrofagos son atraidos y activados en el foco de infecciéon debido a la
accion de IFN-g y del factor quimiotactico y activador de los monocitos (MCAF). Otro
factor secretado por Th, llamado MIF (factor inhibidor de la migracién de los
macroéfagos) evita que el macrofago “pase de largo” el foco infectivo, afinando su
guimiotaxis.

* Por lo tanto, los macrdéfagos van llegando en grandes cantidades al foco
infeccioso, y se van activando (sobre todo por el interferébn inmune), experimentando
importantes cambios:

- Aumentan su tamafio.

- Aumentan sus niveles de enzimas liticos en sus granulos.

- Aumentan su capacidad fagocitica.

- Incrementan su efectividad matadora de microorganismos intracelulares.

- Funcionan mejor como células presentadoras de antigeno, debido a que es
mayor el nimero de moléculas MHC de clase Il en su membrana, porque secretan
mayor cantidad de IL-1 y porque expresan mas moléculas de adhesion como la B7
(coestimulatoria), ICAM-1y LFA-3.

El que los macréfagos actien mejor ahora como APC supone que activan a

mas linfocitos Tdth, con los cual se cierra el ciclo, pero amplificado.
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1.3 RESPUESTA HUMORAL

La rama humoral del sistema inmune especifico esta disefiada para eliminar a
patdgenos extracelulares y evitar la diseminacion de los intracelulares aprovechando
gue estos Ultimos se transmiten de célula a célula a través de los fluidos
extracelulares. Ello se consigue mediante la produccién de grandes cantidades de

anticuerpos especificos frente a cada agente foraneo.

1. Los anticuerpos, por si mismos no suelen eliminar mas que a ciertos virus o
inactivar toxinas bacterianas.

2. En la mayor parte de los casos, la eliminacion efectiva del patégeno del
patdgeno suele deberse a la induccién de las funciones efectoras de los anticuerpos,
gue depende de la porcidn constante de las cadenas pesadas:

a. Activacién del complemento por la ruta clasica, que puede conducir a

. Lisis del patégeno
II. Quimiotaxis de fagocitos

lll. Opsonizacion de fagocitos

b. Opsonizacién de fagocitos por inmunocomplejos (Ag-Ac)

c. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC): el anticuerpo se

une a receptores para Fc en la superficie de células NK y macrofagos.

Por lo tanto, en la respuesta humoral podemos distinguir dos grandes fases: la
de induccién de la produccion de anticuerpos, y la fase efectora, en la que dichos
anticuerpos, directamente, o0 mas a meno indirectamente, eliminan al patégeno. Ahora
vamos a centrarmos en la produccion de inmunoglobulinas circulantes ante un
antigeno.

Respecto a las interacciones celulares y de las sefales quimicas implicadas en
el desencadenamiento de la produccion de anticuerpos, se puede resumir el proceso

en tres apartados interconectados:

1. El linfocito Th virgen reconoce a su péptido antigénico (procesado)
enclavado en el surco de MHC-II, en la superficie de una célula presentadora de
antigeno (APC). Ello provoca la activacion y proliferacién clonal de los linfocitos Th.

2. Por otro lado (paralelamente), la célula B reconoce el antigeno nativo por

medio de su BCR (con mlg), lo que desencadena la endocitosis y procesamiento
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endosomico de dicho antigeno. Algunos de los péptidos resultantes se “exportan” y se
muestran en el surco de moléculas MHC-II del propio linfocito B.

3. El linfocito Th activado interacciona ahora mediante su TCR con el complejo
(epitopo-MHC-II) del linfocito B. En este contacto entre ambas células tiene lugar un
intercambio de sefiales quimicas que conduce a la activacién, proliferacion clonal y
diferenciacion de las células B en dos subclones hermanos: uno de células

plasmaticas secretoras de anticuerpos, y otro de células B cebadas de memoria.

El reconocimiento del antigeno induce la expresién
de moléculas efectoras por las células T, Proliferacion de células B

que activan las células B
LN
Y

Figura 5: Las células T cooperadoras armadas estimulan la proliferacion y luego la diferenciacion de las
células B que han unido antigeno. Inmunobiologia. El sistema inmunitario en condiciones de Salud y
enfermedad Charles A. Janeway et al. Ed. Masson

Diferenciacion a células plasméticas secretoras
del anticuerpo

=

1.3.1 RESPUESTA PRIMARIA Y RESPUESTA SECUNDARIA

Fases de la respuesta:

1. Fase lag (de retardo): es el tiempo que se tarda en la seleccién de un clon
especifico de células B y en la produccion de células plasmaticas secretoras de Ac y
de células B de memoria.

2. Aumento exponencial (hasta un pico maximo).

3. Meseta.

4. Declive.

En total la respuesta puede durar desde unos dias a varias semanas,
dependiendo de a persistencia del antigeno.

En la respuesta primaria primero se produce IgM, y luego IgG, siendo en ella la
contribucién global de la IgM mas importante. En cambio, en la respuesta secundaria
se produce mucha mayor cantidad de IgG que de IgM. Las células B de memoria

guedan en reposo (G0) durante muchos afios (incluyo persisten durante toda la vida).
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La respuesta secundaria posee una serie de importantes diferencias

cualitativas y cuantitativas con respecto a la respuesta primaria.

Diferencias cuantitativas:

* Se inicia mas rapidamente (mayor fase lag)
* Alcanza mas intensidad (100 a 1000 veces mayor)
* Dura mas tiempo, como se comprueba por la fase de meseta mas prolongada

y su declive mas lento.

Diferencias cualitativas:

* Qcurre cambio de clase, produciéndose preferentemente IgG, aunque
también IgA e IgE.
* Tiene lugar la maduracién de afinidad por hipermutacién somatica y

seleccion “darwiniana” de los linfocitos con receptores de mayor afinidad.

1.3.2 FASES DE LA INDUCCION DE LA RESPUESTA HUMORAL

Antes de entrar en detalles de como se activan y proliferan y diferencian los
linfocitos B hasta que producen y secretan anticuerpos, dando una idea general de
proceso:

1. Un linfocito Th virgen o de memoria entra en contacto con una APC, que le
presenta un péptido antigénico enclavado en su MHC-II; ello provoca la activacion y
proliferaciéon clonal del linfocito Th.

2. Por otro lado, la célula B (virgen o de memoria) reconoce al antigeno nativo,
pero interaccionando con otro epitopo diferente al que reconocié el Th. Acto seguido
internaliza este Ag y lo procesa, presentando algunos de los péptidos resultantes en
las moléculas MHC-II.

3. El linfocito Th cebado del paso #1 reconoce por su TCR a la combinacién
especifica péptido-MHC-II en la superficie del linfocito B del paso #2, formandose el
llamado conjuntado Th-B. En dicho conjugado, el linfocito coadyuvante suministra dos
tipos de sefiales quimicas al linfocito B:

* El Th expresa en su membrana la molécula CD40L (CD154)

* Secreta citokinas

4, Cambios en el patrén de expresién génica. Las proteinas producidas por

estos genes inducidos provocan la proliferaciéon clonal del linfocito, y finalmente la
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diferenciacion hasta células plasmaticas secretoras de anticuerpos y células B de
memoria. (La célula B que no reciba estas sefiales del Th quedara anérgica)

En este apretado resumen se pueden ya apreciar algunas de las caracteristicas clave
del proceso:

* La célula B puede funcionar como célula presentadora de antigeno (APC)
parala Th.

* El linfocito Th y el linfocito B, por medio de sus respectivos receptores
especificos, reconocen determinantes (epitopos) diferentes del mismo antigeno o
complejo antigénico original. (Cada linfocito B reconoce una parte de una proteina, o la
porcion lipidica o hidrocarbonada de un conjunto con proteina).

* La inmunoglobulina de membrana (mlg) del linfocito B cumple dos papeles:
como parte del complejo BCR (junto con Ig alfa/lg beta) transmite sefiales al interior
celular, y como receptor especifico implicado en la endocitosis, para llevar al Ag nativo

a la ruta endocitica para su degradacion y procesamiento.

Fase 12 Activacion y proliferacion del linfocitos Th

El antigeno nativo puede viajar por si solo a un érgano linfoide secundario, o
bien puede ser transportado (y eventualmente procesado) por una célula presentadora
de antigeno (APC)

* Células de Langerhans de la piel captan el antigeno, viajan por los vasos
linfaticos como células “a vela”, y al llegar al ganglio se convierten en células
dendriticas interdigitantes.

* Células dendriticas intersticiales de los tejidos.

* Macréfagos/monocitos.

En el érgano linfoide secundario la APC presenta algun epitopo a un linfocito
Th en reposo, interaccionando ambas células de la forma estudiada en el tema

anterior:
* Sefial #1: union del TCR al epitopo enclavado en MHC-II de la APC.

* Sefial #2: (coestimulatoria): unién del CD28 del Th a la B7 de la APC.

* Ademas, la APC secreta citoquinas como la IL-1 y la IL-6.
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Todo ello provoca la activacion y proliferacion de Th, por el mecanismo
autocrino dependiente de la IL-2 que el propio linfocito secreta. De esta forma se
producen grandes cantidades de células Th, lo cual va a permitir que algunas de ellas
tengan posibilidades de interaccionar luego con células B que presenten el mismo

epitopo enclavado en el mismo tipo MHC-II.

Fase 22 el linfocito B reconoce especificamente al antigeno nativo

La célula B es una magnifica presentadora de antigeno, que a diferencia del
macréfago posee la capacidad de internalizar y procesar solamente al antigeno
especifico para el cual estd preparada por su mlg. De hecho es capaz de procesar
antigeno a concentraciones de 100 a 10.000 veces menores de las requeridas por el
macréfago.

Como sabemos, la célula B en reposo posee moléculas migM y migD
asociadas con cadenas Ig alfa e Ig beta, constituyendo el complejo receptor especifico
BCR.

Aungue la célula B no es una célula fagocitica, puede internalizar antigenos tan
grandes como del tamafio de ciertos virus. Ello se produce por endocitosis mediada
por receptor (siendo el receptor el BCR). El antigeno entra a la ruta endocitica, donde
se degrada hasta péptidos, algunos de los cuales pueden ser colocados en el surco de
sus moléculas MHC-II. (Mientras tanto, la célula B esta renovando continuamente sus
receptores BCR, lo que le permite seguir captando especificamente mas moléculas o
particulas antigénicas).

Pero al mismo tiempo, el hecho de que se esté produciendo union del antigeno
con BCR (con entrecruzamiento de dos complejos BCR por una misma molécula
antigénica) supone el inicio de una ruta de transduccién intracelular de sefial: las colas
citoplasmicas de las cadenas Ig alfa/lg beta inician una cascada de fosforilaciones y
desfoforilaciones, donde estan implicadas varias protein, tirosinquinas (PTK) como
Lyn, Fyn y BIk. Al cabo de unos 30 segundos se han fosforilado muchas proteinas
celulares (por rutas en buena parte aun desconocidas), que finalmente conducen a la
activacion de la fosfolipasa C (PLC). A partir de aqui se activan las rutas ya estudiadas
del inositoltrifosfato (IP3) y del diacilglicerol (DAG); la primera conduce a la
calcineurina/calmodulina, y la segunda a la activacion de la proteinquinasa C (PKC).
Ambas colaboran en la activacién de una serie de genes tempranos que codifican
factores de transcripcion (como el AP1, c-Myc, etc.)). En la fase siguiente, los

productos de estos genes fan a tener un papel destacado.
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Fase 3% formacion del conjugado Th-B e intercambio de sefiales

La célula Th cebada especifica reconoce ahora, por medio de su TCR, la
configuracién peculiar del péptido especifico enclavado en el MHC-II, en la superficie
del linfocito B; es decir, el linfocito B estd actuando como célula presentadora para el
Th.

Tras este contacto inicial se forma el conjugado Th-B en el que ambas células
dejan entre si un estrecho espacio intercelular. En esta fase se producen importantes

cambios en el linfocito Th:

* Reorganiza el aparato de Golgi y el centro organizador microtubular, de modo
gue aprecen microtubulos del citoesqueleto orientados hacia el lado que mira a la
célula B. Ambas caracteristicas tienen que ver con el hecho de que se van a secretar
citokinas en esa direccion.

* Las moléculas de membrana de la célula T se concentran en la zona de
contacto intercelular:

TCR + CD3+ CD4 van a participar en contactos con MHC-II + péptido de B
LFA-1 haréd contacto con ICAM-1 de B
CD28 se ligara con la B7 del linfocito B (pero esto no es imprescindible si el linfocito
Th esta ya “armado”)
* Esta reorientacion implicara una mayor avidez en la union entre a
* Ambas células, permitiendo que este contacto dure mas tiempo, lo cual

facilitara las sefiales que necesita e linfocito B: CD40L y citokinas.

Fase 42: efecto de las sefales del linfocitos Th sobre la celula B

Los dos tipos de sefiales del linfocito Th (CD40L y citokinas) van a provocar
gue el linfocito B sufra una serie de notables cambios. Algunas de estas moléculas
guimicas provocan que el linfocito B salga de reposo y entre a ciclo celular (sefiales de
competencia); otras moléculas hacen que el linfocito B progrese a lo largo del ciclo
celular (senales de progresién) y/o que se diferencie.

Las moléculas CD40L que el linfocito Th expresa en su superficie se unen a las
de CD40 del linfocito B (que ya estaban preformadas). Esto provoca una sefial para
gue el linfocito B sintetice y ensamble en membrana receptores para diversas citokinas
(lo cual ocurre a las 12 horas del contacto inicial del Ag con la mlg). Entonces, el

linfocito B, que hasta este momento estaba en reposo (GO, puede entrar por fin en el
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ciclo celular (G1). Estamos pues, ante una sefial de competencia, que participa en la
activacion de linfocito B.

Las citokinas secretadas direccionalmente por el linfocito Th se concentran en
bolsas distribuidas en la zona de estrecho contacto intercelular. Cada citokina va a
unirse a su receptor correspondiente situado en la superficie de la célula B,

provocando una serie de respuestas en dicha célula:

* La IL-4 (junto con la IL-1 secretada por macréfagos) : T
La célula T cooperadora (Ty2) se adhiere a la célula B
y comienza a sintetizar IL-4 y ligando de CD40

actian como sefiales de competencia. (favorecen la
transicion G0-----G1).

* Posteriormente, la misma IL-4 sirve ya como sefial

Aparato de Golgi

Proteina del
citoesqueleto, talina

de progresién (que favorece el avance del ciclo celular: G1- = o

La célula Ty2 reorienta su citoesqueleto y aparato

----S----M), con lo que empieza la proliferacién clonal. secrelor hacia a élula B

Otras citokinas que colaboran en la proliferaciéon son la IL-2

y la IL-5 (esta Ultima en ratdn, no en humanos).

* La diferenciacién requiere IL-6, asi como de

< =
nuevo IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-gamma. En esta diferenciacion Sietema e ey
se producen dos subclones: uno de células plasmaticas o A
>
secretoras de anticuerpos, y otro de células B memoria. @ T2 B
14
(@) Ay

IL-4

Esta respuesta de los linfocitos B frente a antigenos  Figura 6: Las células T

. . . efectoras y sus dianas estan
timo-dependientes se caracteriza por: estrechamente unidas.
Inmunobiologia. El sistema

inmunitario en condiciones

o ] de salud enfermedad.
* Tener memoria inmunolégica, Charles A. Janeway Jr et.
Ed. Masson

* Poseer maduracion de la afinidad conforme pasa el
tiempo,

* Experimentar cambio de isotipo.
RESPUESTA PRIMARIA
A) Interacciones iniciales: tienen lugar en la paracorteza.
* Las células dendriticas interdigitales, con sus largos procesos de membrana,
interaccionan simultdneamente cada una con unos 200 linfocitos Th, presentandoles

péptidos procesados en el surco MHC-II, con lo que se provoca una gran activacion y

proliferaciéon clonal de esos linfocitos.
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* Por su parte, los linfocitos B en reposo internalizan antigeno especifico, vy lo
procesan.

* Las células Th activadas interaccionan con las células B, induciendo en éstas las
primeras fases de la activacion.

* Algunas de estas células B de la paracorteza siguen su activacion, proliferacion y
diferenciacion hasta células plasmaticas secretoras de IgM e IgG, con lo que se
suministra una primera descarga de anticuerpos circulantes. Luego migran a la médula
Osea.

* Pero otras células B se quedan a mitad de su activacién, y emigran a la corteza,
a los foliculos primarios, donde van a seguir una ruta especial que da origen a los

centros germinales de los foliculos secundarios.

B)Eventos en el foliculo secundario.

El foliculo secundario suministra un microambiente especial en el que las
interacciones entre células B y células dendriticas foliculares van a conducir a la
generacién de grandes cantidades de células B y células plasméaticas son anticuerpos

de alta afinidad (por maduracién de afinidad tras hipermutacion somatica).

* Cuando la célula B “a medio activar” (procedente de la paracorteza) entra en el
foliculo primario comienza a dividirse activamente: estas células B en rapida
proliferacibn se denominan centroblastos, y son ellas las que dan lugar al centro
germinal del foliculo, que ahora se llama foliculos secundario. Los centroblastos se
caracterizan por su rapida division (una vez cada 6 horas) y porque carecen de
inmunoglobulinas de membrana (mlg).

* La zona basal oscura del centro germinal esta llena de centroblastos, todos
ellos descendientes de un solo linfocito B (0o unos pocos). Es decir, se estan
produciendo grandes cantidades de centroblastos todos descendientes de una célula
B, por lo tanto tienen la misma especificidad antigénica que el linfocito B “fundador”
gue originalmente internalizé el Ag que ha dado origen a la respuesta. Es en esta fase
de centroblastos donde ocurre la hipermutacién somatica de las porciones variables
de los genes reordenados de cadenas pesadas y ligeras.

* Al cabo de unos 4 dias los centroblastos dan origen a los centrocitos, células
mas pequefias que no se dividen, y que vuelven a tener mlg en sus membranas. Estos
centrocitos ocupan la zona basal clara del centro germinal. Debido a la previa

hipermutaciéon somatica, cada centrocito, aunque miembro del mismo clon, tendra una
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variante aleatoria distinta de la inmunoglobulina original. Légicamente, dentro de esta
poblacion habra centrocitos con mlg de menor afinidad.

* Es ahora cuando tiene lugar el proceso de seleccion darwiniana de esa
poblacion de centrocitos: aquellos que tengan mlg de mayor afinidad seran
seleccionados para sobrevivir en base a su capacidad de interaccionar con mayor
afinidad con el antigeno nativo dispuesto en la superficie de las células dendriticas

foliculares.

Parece que las dendriticas foliculares retienen antigeno nativo (sélo o formando
parte de inmunocomplejos) en las “perlas” (engrosamientos) de sus largos procesos
de membrana. Ello lo hace a través de sus moléculas CD23. Ello permite que varios
centrocitos interaccionen simultdneamente con una misma célula dendritica.

En principio los centrocitos estan programados para morir por apoptosis al cabo de
unos pocos dias, a menos que sean rescatados por el hecho de que su mig
interaccione con el antigeno retenido en la superficie de las células dendriticas
foliculares.

Los centrocitos con receptores (mlg) de baja afinidad tienen que competir en
desventaja con sus “hermanos” de mayor afinidad e incluso con anticuerpos libres de
alta afinidad: estos centrocitos con mlg de baja afinidad pueden encontrarse con el
hecho de que los determinantes del antigeno estén ya ocupados por receptores de
centrocitos de alta afinidad o por anticuerpos.

De hecho, conforme pasa el tiempo, la situacion es cada vez peor para estos
centrocitos: en una respuesta primaria, el nivel de Ac circulantes al principio es bajo,
pero conforme pasan los dias sube esta concentracién, de modo que cada vez hay
mas anticuerpos que se pueden unir al antigeno desplegado en las membranas de las
células dendriticas. Esto significa que el “listbn” para que un centrocito se una al
antigeno se pone cada vez mas alto: sélo lo lograran los que en la “loteria” de la
hipermutaciéon somatica hayan resultado “agraciados” con mlg de mayor afinidad.

El resultado es que todo centrocito que al cabo de unos dias no se haya unido por
su mlg al Ag en la superficie de la célula dendritica folicular, al no recibir la sefal
“rescatadora”, muere por apoptosis, y sus restos son destruidos por los macréfagos de

cuerpos tingibles. Este es el destino de la mayoria de los centrocitos (90%).
* Los centrocitos que tienen mlg de alta afinidad que logran unirse a la célula

dendritica tienen una sefial que induce en ellos la expresion del gen bcl-2, y esto es lo

gue les salva de la apoptosis. Parece que en este rescate también interviene la union
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del CD23 de la célula dendritica folicular con el CD21 del complejo correceptor del
centrocito.

* Los centrocitos con mlg de baja afinidad, al no unirse con la célula
dendritica, sigue programacion a la muerte, ya que al no inducirse el gen bcl-2 no
producen la sefial que interrumpa dicha programacion letal.

* Tras la seleccion darwiniana, los centrocitos Bcl-2+ se diferencian en la zona
apical clara en dos subclones celulares: células B memoria y plasmablastos.

* Los plasmablastos abandonan el centro germinal y pasan a médula, donde
terminan su diferenciacion hasta células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Las
células plasmaticas carecen de inmunoglobulinas de membrana, y son células a
término, que mueren a las dos semanas (el hecho de que tengan una vida limitada es
un factor que contribuye a que la respuesta inmune esté autolimitada). Secretan
grandes cantidades de anticuerpos que tienen la misma especificidad que el centrocito
correspondiente del que proceden. Los anticuerpos sale por los linfaticos eferentes y
entran luego en circulacién sanguinea, de donde son distribuidos a todo el organismo.
Se cree igualmente que la diferenciacion a células plasmaticas requiere la interaccion
del CD23 de la célula dendritica folicular con el correceptor de la célula B (formado
por CD19, CD21y CD81).

* Las células B memoria son células en reposo (GO0), pero no son iguales que
las B virgenes: expresan mas iso6topos en sus membranas (mlgG, migM, migA,
mIgE), que ademas son de mayor afinidad que la mlg original; esto implica que ante
una segunda entrada del Ag se van a activar a menores dosis, y la respuesta
secundaria sera mas rapida. Algunas de ellas se quedan en el foliculo, formando parte
del manto que rodea al centro germinal; otras abandonan el ganglio por el Unico
linfatico eferente, y recirculan. Poseen una gran esperanza de vida (incluso mas de 40
afios), aunque se desconoce la base de esta notable longevidad (existen indicios de
gue la diferenciacion a célula de memoria también necesita nuevos contactos entre el
CDA40 del linfocito B y el CD40L de la célula Th).
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RESPUESTA SECUNDARIA

La respuesta secundaria tiene lugar in vivo de una forma parecida a lo que

acabamos de ver, pero existen algunas diferencias que pasamos a comentar:

* Cuando entra al antigeno por 22 vez (o ulterior) parte de las moléculas
pueden unirse a anticuerpos persistentes procedentes de a respuesta primaria, de
modo que se forman complejos Ag-Ac.

* Cuando los inmunocomplejos entran a ganglio, se unen a las células
dendriticas foliculares. Estas células “empaquetan” parte de los complejos Ag-Ac en
vesiculas membranosas denominadas iccosomas, que se van desprendiendo por
gemaciéon a partir de los engrosamientos (“perlas”) de los largos procesos de
membrana.

* Las células B memoria generadas durante la respuesta primaria que tengan
mlg de alta afinidad compiten eficazmente con los anticuerpos circulantes para unirse
con el Ag que forma parte de los inmunocomplejos de los iccosomas: se unen a estos
iccosomas, los engullen enteros, procesan el antigeno y se lo presentan (en surco de
MHC-II) a linfocitos Th especificos. Se forma el conjugado Th-B, con lo que la célula B
se activa y prolifera (como centroblastos) en el centro germinal, hasta que al 4° o 5°
dia se diferencia a células plasmaticas secretoras de anticuerpos.

Al igual que en la respuesta primaria, la proliferacion de centroblastos va
acompafiada de hipermutacion somatica seguida de selecciéon darwiniana sobre los
centrocitos resultantes en base a su capacidad de union al antigeno atrapado en las
células dendriticas.

Como se puede ver, el centro germinal durante la respuesta secundaria difiere

en dos aspectos importantes del de la respuesta primaria:

1. La previa disponibilidad de anticuerpo circulante incrementa la eficacia de las
células dendriticas foliculares para atrapar antigeno, lo cual supone una amplificacion
de la el sefial a las células B.

2. El anticuerpo preexistente compite con los centrocitos para unirse con el
antigeno en la superficie de las células dendritica. Ello asegura que en la respuesta
secundaria sé6lo van a contribuir a la produccién de anticuerpos células plasmaticas
procedentes de células B dotadas de receptores de mayor afinidad que los de la
respuesta primaria. Conforme avanza la respuesta, aumenta la concentracion de

anticuerpos al tiempo que disminuye la del antigeno, por lo que se seleccionan
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centrocitos con afinidades cada vez mas altas, capaces de funcionar con

concentraciones de antigeno cada vez mas bajas.

Algunas aplicaciones

En las vacunaciones se suele recurrir a la administracién de varias dosis del
antigeno inmunizantes. Con ello se logra no s6lo una mejor respuesta secundaria por
el hecho de aumentar las células B memoria, sino que se provoca que las célula B
memoria se diferencien a plasmaticas secretoras de anticuerpos de alta afinidad.

Si esta estrategia se aplica en inmunizaciones experimentales de animales de
laboratorio, de ellos se pueden extraer antisueros de gran avidez, que se usan en

ensayos in vitro para pruebas que requieren gran sensibilida
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1.4 LA RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune abarca el conjunto de procesos que desarrollan las
células del sistema inmune cuando penetra una sustancia inmunogénica en el
organismo invadido. En la elaboracién de esta respuesta hay una serie de fases:

* Reconocimiento del antigeno extrafo.

* |dentificacion, activacién y expansion de los escasos linfocitos especificos
para dicho antigeno formando clones.

* Diferenciaciéon: desarrollo del fenotipo efector de las células del Sistema
Inmune.

* Desarrollo de la respuesta: accién de las células, o sus productos

(anticuerpos), sobre el antigeno.

Clasicamente se distinguen dos grandes tipos de respuesta efectora:

- RESPUESTA HUMORAL, desarrollada por los linfocitos B y coordinada por
los Th2
- RESPUESTA CELULAR, desarrollada, fundamentalmente, por los linfocitos

Th1; puede ser heterogénea.

1.4.1. RESPUESTA DE ANTICUERPOS PRIMARIA' Y SECUNDARIA

La respuesta de anticuerpos (AC) juega un gran papel en la defensa frente a
bacterias, antigenos solubles (toxinas), virus, protozoos y gusanos (IgE).

La respuesta primaria ocurre cuando es la primera vez que el sistema inmune
entra en contacto con el antigeno en cuestion. Se caracteriza porque después de la

exposicion al antigeno hay:

* Fase de latencia de 5-7 dias. En esta fase todavia no aparecen anticuerpos

* Fase de incremento. La concentracion de anticuerpos séricos aumenta en
progresion geométrica hasta alcanzar la:

* Fase de meseta. La secrecion se mantiene durante unos dias (3-5) y luego

desciende lenta, pero progresivamente, en los siguientes 10-15 dias.

En la respuesta primaria, los anticuerpos son siempre de la clase IgM y con

baja afinidad por el anticuerpo.
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La respuesta secundaria tiene lugar cuando el sistema inmune encuentra a
un antigeno por segunda vez o en subsiguientes ocasiones. Se distingue de la

primaria en:

a) Mayor rapidez en instaurarse, es decir presenta una fase de latencia mas
corta.

b) Los anticuerpos duran mas tiempo en el suero (fase de meseta mas
prolongada).

c) El titulo de anticuerpos alcanza un valor mucho mas alto (mayor potencia)

d) Cambio de clase: Los anticuerpos, en vez de IgM son IgG, IgA o IgE.

e) La afinidad de los anticuerpos por el antigeno es mayor.

Las caracteristicas de mayor potencia y rapidez de la respuesta secundaria se

deben a:

* Un mayor nimero de linfocitos B y T, seleccionados para el Ag, que el la
respuesta primaria (células de memoria). Las estrategias de vacunacion se basan en
generar linfocitos de memoria por exposicion a antigenos atemperados, de modo que,
en caso de infeccion por el patdgeno, se pueda establecer rapidamente una respuesta
secundaria.

* Las células B memoria generadas han experimentado hipermutaciones
somaticas puntuales en la zona de union al antigeno que les confieren mayor afinidad

por éste.

ANTIGENOS T-DEPENDIENTES

La mayoria de los linfocitos B especificos necesitan la ayuda de linfocitos T
colaboradores para activarse, proliferar y diferenciarse hacia células secretoras de
anticuerpos. Estos linfocitos B productores de la respuesta de anticuerpos T-
dependientes se localizan en los foliculos linfoides de los ganglios y en médula ésea.

La cooperacion T-B se establece merced al papel de los linfocitos B como
células presentadoras de Ag. Los linfocitos B, especificos para un epitopo, tras
reconocer el Ag con su IG de superficie, endocitan todo el antigeno, lo procesa
(degradacion y desnaturalizacién) y pasan a expresar péptidos del antigeno en su

membrana unidos a las moléculas CPH clase Il.
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Los linfocitos Th2, con un RCT capaz de reconocer el antigeno Unico al CPH
de clase Il, se unen a él y se activan, transmitiendo a su vez sefiales de activacién al

linfocito B:

* |L-4 promueve la proliferacion de los linfocitos B activados, asi como la
diferenciacion de los linfocitos B que estan proliferando.

* |L-6 actua promoviendo la diferenciacion.

* Interaccién CD40 (célula B) con CD40L (CD154) de la célula T helper.

Como resultado final de la respuesta T dependiente se genera un gran numero
de células secretoras de anticuerpos especificos que permitirdn la respuesta

secundaria tras subsiguientes contactos con el mismo antigeno.

ANTIGENOS T-INDEPENDIENTES

Hay un pequefio numero de sustancias, conocidas como antigenos T-
independientes, que son capaces de inducir la respuesta de anticuerpos sin necesidad

de la cooperacion de los linfocitos T, entre ellos estan.

* Lipopolisacarido de la endotoxina bacteriana de Gram (-).
* Flagelina polimérica microbiana.
* Polisacaridos: dextrano, levano, etc.

* Polimeros de D-aminoacidos.

Se caracterizan por ser estructuras poliméricas en las que los determinantes
antigénicos que repiten muchas veces y por ser resistentes a la degradacion
metabdlica. Es posible incrementar la inmunogenicidad de los antigenos polisacaridos
conjugandose con un carrier proteico de modo que se consiga una respuesta T-
dependiente, esta estrategia es la que siguen las nuevas vacunas contra los
meningococos. Frente a estos antigenos, la respuesta siempre tiene caracteristicas de
respuesta primaria, aunque se hayan tenido contactos previos con el antigeno: se
producen solo anticuerpos IgM y no existe memoria inmune. La mayor parte de los
linfocitos B productores de anticuerpos contra antigenos T independientes se
encuentran en el bazo, tras una esplenectomia se producen respuestas deficientes

frente a ese tipo de antigenos.
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1.4.2 RESPUESTA DE LAS CELULAS T. CITOTOXICIDAD

Este tipo de respuestas son esenciales en la defensa contra virus y en la
eliminacion de otros microorganismos intracelulares: candida, pneumocystis...

En la respuesta de citotoxicidad especifica, los linfocitos T juegan un papel
fundamental como células cooperadoras (Th1), la funcién cooperadora depende, en su
mayor parte, de la accién de las interleukinas (IL-2, INF- gamma, etc.) que actlan
sobre las células efectoras y sobre los macréfagos, dando lugar a las reacciones de
hipersensibilidad retardada

En cuanto a la citotoxicidad celular restringida por las moléculas CPH de clase
I, los linfocitos T citotoxicos reconocen al antigeno en asociacién con las moléculas
CPH de clase | en la membrana celular de otras células y, una vez activadas, lisan
dichas células (células diana).

El principal papel biolégico de los linfocitos citotdxicos es intervenir en la
eliminacion de las células infectadas por virus y células no infectadas, pero que son
detectadas como extrafias, tales como las tumorales o las de los Grganos
trasplantados. La mayor parte de los linfocitos T citotoxicos son CD8+, pero también
existe cierta proporcion de linfocitos T CD4+ citotdéxicos con especificidad restringida a
moléculas CPH de clase Il.

Respecto a la generacion de linfocitos T citotdxicos, al igual que la respuesta

de anticuerpos obedece a los siguientes principios:

* Seleccion por el Ag de los escasos linfocitos especificos existentes antes del
estimulo antigénico.

* Amplificacion clonal de los linfocitos seleccionados mediante un proceso de
proliferaciéon selectiva. EI niamero incrementado de linfocitos T CD8+ especificos
garantiza que la respuesta secundaria sea mas potente y rapida.

La respuesta citotdxica, se desarrolla en tres etapas:

* Reconocimiento del antigeno: Los linfocitos T CD8 citotéxicos, reconocen al
Ag unido a moléculas CPH tipo | propias o bien reconocen exclusivamente moléculas
CPH de clase | presentes en células alogénicas.

* Activacion. Se activan y expresan receptores de IL-2. Para que puedan
proliferan y manifestar su funcion citolitica, requieren que otras células los estimulen

con IL-2 (suelen ser linfocitos Thl).
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* Destruccion de las células diana. Como respuesta a la IL-2, los linfocitos
citotéxicos proliferan y se activan de modo que, cuando entran en contacto con las
células diana que expresan el antigeno, las lisan. Una vez han destruido la célula,
pueden seguir ejerciendo su efecto citotéxico sobre otras ya que la accién litica es
especifica contra la diana y no existe dafio contra la propia célula efectora de la
respuesta.

La actividad citotoxica K (Killer) requiere la unién de un anticuerpo IgG a la
célula diana. La fijacion del anticuerpo sobre las células es reconocida por el receptor

para la Fc de la IgG de la célula LGL.
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1.5 CITOKINAS. INTERLEUKINA-2

Las citokinas son un grupo de proteinas de bajo peso molecular que actdan
mediando interacciones complejas entre células de linfoides, células inflamatorias y
células hematopoyéticas.

Son funciones muy variadas, pero se pueden clasificar en unas pocas

categorias:

* Diferenciacién y maduracién de células del sistema inmunitario.
* Comunicacioén ente células del sistema inmunitario.

* En algunos casos, ejercen funciones efectoras directas.

En el pasado reciente hubo un cierto galimatias con la cuestién de su
denominacién. Asi, muchas de las primeras citokinas se descubrieron como
sefalizadoras entre leucocitos, por lo que se denominaron interleukinas; otras eran
secretadas por monocitos/macréfagos, por lo que se llamaron monokinas. Sin
embargo, muchas de esas sustancias son producidas por otros tipos celulares, por lo
gue se desaconseja el uso de esas denominaciones, para agruparlas a todas bajo el
concepto de citokinas. Las quimiokinas (o quimiocinas) son un tipo de citokinas de
pequefio tamafio, con papeles en la respuesta inflamatoria y la quimiotaxis de

fagocitos.

PROPIEDADES GENERALES DE LAS CITOKINAS

Las citokinas son un grupo de proteinas secretadas de bajo peso molecular
(por lo general menos de 30 kDa), producidas durante las respuestas inmunes natural
y especifica. Se unen a receptores especificos de la membrana de las células donde
van a ejercer su funcion, iniciando una cascada de transduccion intracelular de sefial
gue altera el patrén de expresion génica, de modo que esas células diana producen

una determinada respuesta bioldgica.

* Las citokinas son producidas por multiples tipos celulares, principalmente del

sistema inmune. Dentro del sistema inmune natural, los macréfagos son de las células
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mas productoras de citokinas, mientras que en el sistema especifico lo son las células
T colaboradoras.

* La produccion de las citokinas suele ser breve (transitoria), limitada al lapso
de tiempo que dura el estimulo (es decir, el agente extrafio). En muchos casos ello se
debe a que los correspondientes ARNm tienen una corta vida media, que a su vez
depende de que las zonas 3’ no traducibles son ricas en Ay U.

* Considerando la diversas citokinas, éstas pueden exhibir una o varias de las
siguientes cualidades:

- Pleitropia (multiples efectos al actuar sobre diferentes células).

- Redundancia (varias citokinas pueden ejercer el mismo efecto).

- Sinergismo (dos o mas citokinas producen un efecto que se potencia
mutuamente).

-Antagonismo (inhibicién o bloqueo mutuo de sus efectos).

* Las citokinas ejercen su accién al unirse a receptores especificos para cada
citokina en la superficie de la célula en la que ejercen el efecto. La afinidad de cada
receptor hacia su citokina correspondiente suele ser bastante alta, del orden de lo
femtomolar (10*°M) a lo picomolar (102 M).

* Utilizando a analogia de lo que ocurre con las hormonas del sistema
endocrino, la accién de las citokinas se puede clasificar en:

- De tipo autocrino.

- De tipo paracrino.

- (en pocas ocasiones) de tipo endocrino.

Las citokinas “controlan” el sistema inmune de varias maneras, que podemos

agrupar de la siguiente manera:

* Regulando (activando o inhibiendo) la activacién, proliferacién vy
diferenciacion de varios tipos de células;

* Regulando la secrecién de anticuerpos y de otras citokinas.

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS CITOKINAS

Las citokinas son proteinas o glucoproteinas de menos de 30 kDa. Muchas de
ellas pertenecen a la llamada familia de las hematopoyetinas, y tienen estructuras
terciarias parecidas: una configuracién a base de un conjunto de cuatro hélices alfa,

con poca estructura en lamina beta.
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Generalmente actian como mensajeros intercelulares que suelen intervenir en
la maduracion y amplificacion de la respuesta inmune, provocando multiples
actividades biolégicas una vez que se unen a los receptores especificos de las células
diana adecuadas.

Aungue existen muchos tipos de células productoras de citokinas, los mas
importantes son los linfocitos Th y los macréfagos, ya que sus citokinas son esenciales
para que se produzca la respuesta inmune una vez que se activan las células Ty B

por el contacto con las correspondientes células presentadoras de antigeno.

Principales tipos de respuesta mediatizados por la accion de las citokinas

1. Activacion de los mecanismos de inmunidad natural:
a. Activacion de los macréfagos y otros fagocitos
b. Activacion de las células NK
c. Activacién de los eosindfilos.
d. Induccién de las proteinas de fase aguda en el higado
2. Activacion y proliferacion de células B, hasta su diferenciacion a células
plasmaticas secretoras de anticuerpos.
3. Intervencidn en la respuesta celular especifica
4. Intervencién en la reaccion de inflamacion, tanto aguda como crénica.
5. Control de los procesos hematopoyéticos de la médula 6sea

6. Induccién de la curacién de las heridas.

Hay una aparente paradoja de las citokiinas que debemos explicar: ¢, Por qué la
citokinas, que son inespecificas respecto al antigeno, pueden ejercer acciones de

modo especifico? Varios mecanismos:

* Regulacién muy fina de los receptores de cada citokina: los receptores
celulares indispensables para que una citokina ejerza su papel sélo se expresan en
tipos celulares concretos una vez que éstos han interaccionado con el antigeno.

* Requerimientos de contactos estrechos célula a célula: la citokina sélo
alcanza concentraciones adecuadas para actuar en el estrecho espacio que queda
ente dos células interactuantes; recordar por ejemplo las “bolsas” que se forman en el

conjugado Th-B, donde se alcanzan mejor esos niveles de citokinas.
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* Corta vida media de las citoquinas en sangre y fluidos: esto asegura que
s6lo van a actuar en un estrecho margen de tiempo, en las cercanias de la zona

donde se produjeron.

RECEPTORES DE CITOKINAS

Estructura general de las familias de receptores de citokinas

Hay diversos tipos de receptores de membrana para citokinas, pero se pueden

agrupar en cinco familias:

* Familia de receptores de citokinas de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
gue poseen varios dominios extracelulares de tipo Ig. Como ejemplo, el receptor
especifico para la IL-1.

* Familia de clase | de receptores de citokinas (=familia de receptores de
hematopoyetinas).

* Familia de clase Il de receptores de citokinas (=familia de receptores de
interferones). Ejemplos de ligandos son los interferones in inmunes (IFN-alfa y beta) Y
el IFN-gamma.

* Familia de receptores de TNF: sus miembros se caracterizan por un dominio
extracelular rico en cisteinas: ejemplos de ligandos: TNF-alfa, TNF-beta, CD40.

* Familia de receptores de quimiokinas: son proteinas integrales de membrana,
con 7 hélices alfa inmersas en la bicapa lipidica. Interaccionan, por el lado que da al
citoplasma con proteinas de sefializacion trimérica que unen GTP. Ejemplos de

guimiokinas que se unen a miembros de esta familia: IL-8.

La mayor parte de los receptores de citokinas del sistema inmune pertenecen a
la familia de clase | (de receptores de hematopoyetinas). Todos sus miembros tienen
en comun poseer una proteina anclada a membrana, con un dominio extracelular en el
gue hay al menos un motivo caracteristico llamado CCCC (cuatro cisteinas cercanas
en posiciones equivalentes) y el llamado motivo WSXWS (Trp-Ser-X-Trp-Ser).

Adicionalmente algunos miembros poseen dominios de tipo Ig y/o dominios de
tipo fibronectina. Tras su porcién transmembrana se encuentra una larga cola
citoplasmica con ciertas tirosinas susceptibles de fosforilacion.

La mayor parte de los receptores de clase | poseen dos proteinas de

membrana.
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* Cadena alfa, que es la subunidad especifica de la citokina, sin capacidad de
enviar sefales al citoplasma.

* Cadena beta, una subunidad transductora de sefial, que a menudo no es
especifica de citokina, sino que es compartida por receptores de otras citokinas. Esta

cadena beta es del tipo que hemos descrito mas arriba (motivos CCCC y WSXWS)

La subunidad trasductora de sefial se necesita para formar el receptor de alta
afinidad, y para transducir la sefial al interior. Ello se logra porque tras la unién, se
fosforilan ciertas tirosinas de la larga cola citopladsmica de la cadena trasductora de
sefial.

La subfamilia de receptores a la que pertenece el receptor de IL-2, objetivo de

nuestro estudio, (el llamado IL2-R) consta de tres subunidades:

* Cadena alfa especifica de cada citokina.
* Dos subunidades (cadena beta y cadena comin gamma) transductoras de

sefal.

Esta version trimérica de IL-2R es la que une IL-2 con mayor afinidad, pero en
realidad, el receptor para IL-2 no siempre aparece en esta forma, sino que existe una
forma monomérica (IL-2R alfa) de baja afinidad, sin cadenas transductoras, y por lo
tanto, incapaz de reenviar la sefal, y una forma de afinidad intermedia (IL-2Rbeta-

gamma).

Transduccion de sefal

Recientemente se han producido avances importantes en el desentrafiamiento
de la ruta que conduce desde la unién de la citokina con el receptor de la célula diana
hasta la activacién de la transcripcion de los genes cuyos productos son los
responsables de los efectos de dichas citokinas. He aqui un modelo general que se

puede aplicar a muchos receptores de las clases | y Il

1. La citokina provoca la dimerizacion de las dos subunidades del receptor

(cadenas alfa y beta), lo que coloca cercanas a sus respectivas colas citoplasmicas.
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2. Una serie de protein-quinasas de la familia de JAK (quinasas Jano) se unen
a las colas agrupadas de las subunidades del receptor, con lo que esas kinasas se
activan.

3. Las JAK se autofosforilan.

4, Las JAK fosforilan a su vez determinadas tirosinas de las colas del receptor,
transductor.

5. Entonces proteinas de otra familia, llamada STAT (iniciales inglesas de
tansductoras de sefial y activadores de transcripcién) se unen a algunas de las
tirosinas fosforiladas de las colas del receptor, quedando cerca de las JAK.

6. Las JAK fosforilan a las STAT unidas a las colas del receptor.

7. En cambio tienden a formar dimeros entre si. (Las tirosinas fosforiladas que
han quedado libres en las colas del receptor sirven para unir nuevos mondémeros de
STATS)

8. Los dimeros de STAT fosforilados emigran al nlcleo de la célula, donde
actian ahora como activadores de la transcripcion de ciertos genes, al unirse a
secuencias especiales en la parte 5 respecto de las respectivamente porciones

codificadoras.

ANTAGONISTAS DE CITOKINAS

La actividad biolégica de las citokinas esta reguladas fisioldgicamente por dos

tipos de antagonistas:

* Los que provocan el bloqueo del receptor al unirse a éste.

* Los que inhiben la accion de la citokina al unirse a ésta.

Como ejemplo de bloqueador de receptor tenemos el antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1Ra), que bloquea la unién de IL-1 alfa o IL-1 beta. Desempefia un
papel en la regulacién de la intensidad de la respuesta inflamatoria. En la actualidad
se esta investigando su potencial clinico en el tratamiento de enfermedades que
cursan con inflamacién crénica.

Los inhibidores de citokinas suelen ser versiones solubles de los respectivos
receptores (y se suelen denominar anteponiendo una “s” al nombre del receptor): la

rotura enzimatica de la porcion extracelular libera un fragmento soluble que retiene su
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capacidad de unirse a la citokina. Existen ejemplos de versiones solubles de los
receptores IL-2R, IL-4R, IL-7R, IFN-gamma R, TNF-alfa R, TNF-beta R.

El mejor caracterizado es el sIL-2R (versidon soluble del receptor de la
interleuquina-2), que se libera durante la activacién crénica de los linfocitos T, y que
corresponde a los 192 aminoacidos N-terminales de la subunidad alfa. Este sIL-2R se
puede unir a la IL-2, impidiendo su interaccion con el auténtico receptor de membrana,
con lo que esto supone un control sobre el exceso de activacion de los linfocitos T.
Este inhibidor se usa de hecho en clinica como un marcador de la existencia de

activacion cronica.

CONSECUENCIAS BIOLOGICAS DE LA SECRECION DE CITOKINAS POR
PARTE DE LOS LINFOCITOS Th1Y Th2

Las células Thl producen IL-2, IFN-gamma y TFN- beta. Son responsables de
funciones de inmunidad celular (activacién de linfocitos Tc e hipersensibilidad de tipo
retardado), destinadas a responder a parasitos intracelulares (virus, protozoos,
algunas bacterias).

Las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Actllan como colaboradoras
en la activacion de las células B, y son mas apropiadas para responder a bacterias
extracelulares y helmintos. También estan implicadas en reacciones alérgicas (ya que
la IL-4 activa la produccién de IgE y la IL-5 activa a los eosindfilos).

En los afios recientes esta cada vez mas claro que el resultado de la respuesta
inmune depende en buena medida de los niveles relativos de células Thl y Th2: en
una respuesta a patdgenos intracelulares existe un aumento de citoquinas de Thil,
mientras que en respuestas alérgicas y ante helmintos es superior el nivel de las de
Th2.

Un punto importante en todo esto es la existencia de una regulacion cruzada
entre Thly Th2:

* El IFN-gamma secretado por las Thl inhibe la proliferacion de la Th2

* Por su lado, la IL-10 secretada por las Th2 inhibe la secrecién de IL-2 e IFN-
gamma por parte de las Thl. Esta inhibicién en realidad no es directa: la IL-10 produce
un descenso marcado de la cantidad de MHC-II de las células presentadoras de

antigeno, que por lo tanto ya no pueden ejercer bien su papel de activar a las Thl.
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Ademas, las Th2 inhiben por sus citokinas la produccién en macréfagos del 6xido
nitrico (NO) y otros bactericidas, asi como la secrecion por estos macrofagos de IL-1,
IL-6, IL-8 y otras citokinas.

Este fendbmeno de regulacion negativa cruzada explica las ya antiguas
observaciones de gque existe una relacion inversa entre la produccion de anticuerpos y
la hipersensibilidad de tipo retardado.

Obsérvese que los macrdfagos y otras células presentadoras de antigenos
también producen citokinas (como la IL-12, descubierta hace relativamente poco
tiempo) que regulan a su vez funciones inmunes efectores. La IL-12 se produce en
macroéfagos activados en respuesta a infecciones bacterianas o de protozoos. Esta
citokina provoca la proliferacion de células NK y Thl, que aumentan la produccién de
IFN-gamma. Este interferén inmune ayuda en la mayor activacion de macréfagos. De
esta forma se cierra este circuito de retrorregulacion positiva entre macrofagos y Thi,
destinado a potenciar funciones efectoras de la rama celular de la inmunidad.

Por otro lado, los macréfagos se ven inhibidos por IL-4 e IL-10 secretadas por
los Th2 (de nuevo una manifestacion de la inhibiciébn cruzada entre la rama
especializada en la respuesta humoral y la centrada en la respuesta celular ante
parasitos intracelulares).

Otro aspecto que va quedando claro igualmente es que la predominancia de
una y otra de las dos subpoblaciones de linfocitos Th depende a su vez del
microambiente de citokinas en que ocurriera la activaciéon y maduracién inicial a partir
de linfocitos en reposo: por ejemplo, in vitro se ha visto que si un Th se activa por
antigeno en presencia de IL-4, se desarrolla hasta Th2 mientras que si el entorno de

activacion es rico en IFN-gamma, se desarrolla hasta Th1l.

1.5.1 INTERLEUKINA-2

En 1976, Morgan, Ruscetti y Gallo observaron que el liquido sobrenadante de
los cultivos in vitro de leucocitos humanos en sangre periférica con activacién de la
mitosis, tenia actividad. Denominaron a esta actividad factor de crecimiento celular
(TCGF), el cual era capaz de mantener los linfocitos T humanos derivados de la
médula ésea en crecimiento exponencial in vitro. Tras esta observacién, Gillis y Smith
describieron un método para potenciar la proliferacion de linfocitos T citoliticos,
dependiendo de la presencia de TCGF, que fue aislado en 1983, redenominandose
interleukina-2, advirtiendo que esta molécula era crucial en la actividad mitética de las

células T.
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Genes; proteinas; fuentes

La secuencia de nucleétidos de la cadena de DNA de la IL-2 humana es un
polipéptido de 153 aminoacidos incluyendo un péptido sefal de 20 aminoacidos. El
peso molecular de la IL-2 recombinante es de 15500 daltons, lo cual supone un
tamafo ligeramente mayor que la IL-2 nativa sobre un analisis de gel de electroforesis
con dodecil sulfato-policramida sédico. Clones de DNA de IL-2 han sido obtenidos
también en otras especies como el ratén, la rata, la oveja, con un grado de homologia
de aminoacidos entre especies del 65 al 70%. Los genes de la IL-2 consisten en
cuatro exones separados por un intron corto y dos largos distribuidos sobre
aproximadamente 6 kb de DNA. El gen de la IL-2 esté& localizado en el cromosoma 4.

IL-2 ha sido cristalizada y analizada por difraccion en rayos X. Contiene 4
segmentos extensivos alfa helicoidales en una cadena antiparalela. Un puente
disulfuro es formado por residuos de cisteina en las posiciones 58 y 105.

Los linfocitos T activados son la mayor fuente de IL-2. Sin embargo, las células
B pueden ser también inducidas a secretar esta citoquina bajo ciertas condiciones de
estimulaciéon in vitro. Mientras que los linfocitos en reposo no secretan IL-2, la
activacion a través del receptor da lugar a la induccién tanto de IL-2 como de los

genes del receptor de IL-2 de alta afinidad de estas células.

Actividad in vitro

La mayor funcién de la IL-2 es la activacion de una variedad de células del
sistema inmune, incluyendo los linfocitos Th, células T citotdxicas, células B,
macroéfagos y células NK. IL-2 parece jugar un papel particularmente importante en
mantener el desarrollo de precursores de linfocitos T citotoxicos estimulados por un
antigeno a células T efectoras citotoxicas funcionales. IL-2 es capaz también de
actuar como un factor de crecimiento autocrino para las células T. IL-2 es secretada
por los linfocitos Th 4-12 horas tras la estimulacién por la unién de antigeno al receptor
para el antigeno. La unién subsecuente de IL-2 a su receptor da lugar a la proliferacion
de células T activadas por un antigeno, secrecién aumentada de linfokinas, y alta
expresion de receptores de membrana para otros factores de crecimiento. La vida
media de la unién entre célula e IL-2 es de unos 25-30 minutos, siendo el complejo IL-
2-IL-2R internalizado. Eventualmente, la resolucién de la respuesta inmune tras el
aclaramiento del antigeno, se produce una disminucion tanto en la produccién de IL-2
como en la expresién de receptores de alta afinidad para IL-2.

Tras la activacion, las células B también expresan receptores de alta afinidad

para la IL-2. Haciéndolas responsables de las sefiales mediadas por IL-2, las cuales,
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en combinacidon con otras citokinas, induce la diferenciacion y secrecién de
inmunoglobulina. La estimulacion de las células B con IL-2 da lugar a la expresion de
RNA mensajero que codifica la cadena J y la forma secretoria de la cadena pesada y
de las inmunoglobulinas. Factores estimuladores de la mitosis son capaces de
estimular la secrecion de anticuerpos por células B humanas, sélo en presencia de los
linfocitos T, los cuales aportan IL-2 para la respuesta de células B. La IL-2 producida
de esta forma también actla sobre las células T, presumiblemente de forma paracrina
y autocrina, para inducir la secrecién de otras linfokinas que son requeridas para la
diferenciacion de los linfocitos B a células plasmaticas secretoras de anticuerpos.

La activacion de los monocitos por la IL-2 induce la secrecion de IL-1, potencia
la citotoxicidad mediada por monocitos, promueve la proliferacién de los precursores
de macréfagos, y aumenta la fagocitosis. La respuesta de los NK a la IL-2 esta
caracterizada por la produccién de IFN-gamma, produccion y aumento de la actividad

citolitica.

Actividad in vivo

Los estudios in vivo de la administracion de IL-2 en ratones han confirmado la
habilidad de esta molécula para mediar las respuestas inmunes mediadas por las
céllas T. El tratamiento con IL-2 a animales previamente tratados con agentes
inmunosupresores, devuelven su habilidad para generar células efectoras citoliticas
tras la estimulacion con un antigeno. AUn mas, la respuesta los NK de animales
tratados con IL-2 fueron marcadamente elevadas si se compara con la respuesta del
grupo control. De la misma manera, la administracion continua de anticuerpos anti IL-
2R en ratones neonatos ocasiona en algunos casos alteracion en el desarrollo de las
células T. Por el contrario, los ratones con deficiencia de IL-2 por alteracién genética,
tienen una composicién de células T periféricas y a nivel del timo, completamente
normal, indicando que la IL-2 no es absolutamente esencial para el desarrollo de las
células T.

La IL-2 fue utilizada primero in vitro para generar tanto grandes cantidades de
células T efectoras citoliticas antigeno-especificas o como de células NK activadas por
linfoquinas no antigeno-especificas. En realidad, en muchos experimentos, la
administracion de IL-2 de acuerdo con la terapia inmunosupresora se demostrd ser
totalmente capaz de eliminar los focos tumorales en animales a los que previamente
se les habia suministrado una dosis de sustancia productora de melanoma,

fibrosarcoma, etc.
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1.6 ADHESION DE LOS LEUCOCITOS EN LOS PROCESOS DE
INFLAMACION. ICAM-1

En los ultimos afios ha habido una explosion en el entendimiento del papel
central que juega la adhesién de los leucocitos en las funciones de la respuesta de
defensa del huésped.

El papel de la adhesion de leucocitos y las moléculas implicadas en este
proceso son criticas para todos los aspectos de las reacciones inmunes especificas y
no especificas. En general, las moléculas implicadas en la adhesién de leucocitos
pueden ser divididas en varias superfamilias genéticas diferentes que median
diferentes funciones. La superfamilia genética de las INTEGRINAS, moléculas de
adhesion facilitan la adhesion de la mayoria de los leucocitos y la migracion a través
de endotelio y los tejidos extracelulares. Esta familia de moléculas de adhesion
también media las funciones efectoras de los leucocitos como la citolisis mediada por
células, circunstancia en la cual la célula efectora y la célula diana deben adherirse
antes del proceso de lisis, asi como la adhesién homotipica y heterotipica requeridas
para la presentacion de antigenos y la subsecuente expresion clonal. La molécula de
adhesioén intercelular-1 (ICAM-1), ICAM-2, ICAM-3 y VCAM-1 (también denominada
INCAM-1), asi como CD2 y LFA-3 son moléculas de adhesion miembros de la
superfamilia de genes de inmunoglobulinas.

Otra familia de moléculas de adhesién, las SELECTINAS, son funcionalmente
mas limitadas que las integrinas leucociticas y se piensa median la unién inicial de los
neutrofilos algunos linfocitos al endotelio de las lesiones inflamatorias, asi como la
direccion del trafico natural de los linfocitos al tejido linfoide periférico. Tres selectinas
han sido identificadas. Estas moléculas de las selectinas difieren unas de otras por su
distribucién celular, el tiempo que transcurre desde la estimulacién a su aparicién y los
ligandos especificos que reconocen y a los que se unen.

L-selectina esta expresada en la mayoria de los leucocitos y juega un papel en
la adhesién de los neutréfilos a las lesiones inflamatorias y de los linfocitos a los
nodulos linfoides periféricos. L- selectina es secretada de la superficie de los
neutrofilos al mismo tiempo que MAC-1 es regulada, sugiriendo la idea de que la I
selectina actia enlenteciendo el fluir de los neutréfilos al sitio inflamatorio. Una vez
producido este enlentecimiento, la interaccion CD18/ICAMs permite a la célula migrar
desde la circulacion al foco inflamatorio. Para facilitar la migracion, sin embargo, la L-

selectina es secretada de la superficie de los neutréfilos, minimizando las fuerzas

65



adhesivas que mantienen la célula en la luz de los vasos. Los anticuerpos a la I
selectina inhiben las interacciones celulares neutréfilo/endotelio tanto in vitro como in
Vivo.

E-selectina es expresada Unicamente en las células endoteliales activadas y es
inducida con citokinas inflamatorias como el interferén gamma y la IL-5. In vitro, E-
selectina ha demostrado mediar, en parte, la adhesion de los neutrdfilos y una
poblacion de linfocitos al endotelio.

P-selectina es expresada en las plaquetas y el endotelio. Al igual que la E-
selectina, la P-selectina es inducible. Existe en “pools” intracelulares y su expresion es
inducida ben minutos sobre el endotelio expuesto a mediadores como la trombina o la
histamina. Media las interacciones celulares neutrofilos/endotelio asi como las
interacciones plaquetas/célula endotelial.

Otra molécula de adhesion, CD44, participa en la respuesta inflamatoria pero

no pertenecea ninguna de las superfamilias genéticas ya mencionadas.

Adhesion de leucocitos-familia CD18

Esta claro que la adhesiéon leucocito/leucocito y leucocito/célula diana es un
acontecimiento necesario para que el sistema defensivo del huésped funcione
normalmente en los procesos de inflamacion. Los leucocitos deben adherirse a las
células endoteliales que se alinean en los vasos sanguineos previo a la migracion
desde la circulacion sanguinea a la lesion inflamada. Para que los leucocitos realicen
sus funciones efectoras tales como la destruccion de las células diana, debe adherirse
primero a estas células para que altas concentraciones de mediadores liticos
secretados por los leucocitos, puedan localizarse en la union leucocito/célula diana.

La familia CD18 de moléculas de los leucocitos ha sido implicada como
parcialmente responsables de la adhesion a los substratos celulares mediada por
leucocitos. La familia CD18 o LFA-1 de moléculas de adhesion esta formada por
CD11a, CD18 (LFA-1), CD11b, CD18 (MAC-1), y CD11c. Estas moléculas, que estan
distribuidas en varias combinaciones en todos los leucocitos, son todos heterodimeros
con distintas subunidades alfa que se asocian con una subunidad beta comdun.
Estructuralmente, las moléculas de adhesidon leucociticas son miembros de una
superfamilia de integrinas y especificamente pertenecen al subgrupo beta 2.

Una primera evidencia que demuestra que la funcién de estas moléculas y, por

lo tanto, la importancia de la adhesion de leucocitos en la generacion y mantenimiento
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de la inflamacién se han estudiado en muchos sistemas experimentales en los cuales
los anticuerpos monoclonales para estas moléculas, utilizados como antagonistas,
demostraron inhibir multiples acontecimientos asociados con los procesos
inflamatorios.

En experimentos in vitro, con anticuerpos monoclonales para la molécula CD18
o CD11a inhiben los acontecimientos liticos mediados por linfocitos como la actividad
células T citotoxicas o la actividad de las células natural Killer y los procesos de tréafico
de los linfocitos como la adhesién de linfocitos al endotelio vascular y a las células
epidérmicas. Aln mas esos modelos de anticuerpos monoclonales inhibidos in vitro a
las respuestas inmunol6gicas generales y/o especificas como la formacién de
anticuerpos, la mitosis y proliferacion de células T inducidas por antigeno, y la
respuesta linfocitica mixta. EI mecanismo por el cual estos anticuerpos inhiben los
procesos antes mencionados es por su habilidad para antagonizar la interaccién del
miembro apropiado de la familia CD18 con su ligando mas que la eliminacién celular
dado que no se ha demostrado que estos anticuerpos sean citotoxicos por ellos
mismos.

Los anticuerpos monoclonales para la molécula CD18 y para la CD11 también
inhiben la funcién de los granulocitos como la adhesion al endotelio, la agregaciéon
homotipica, la union a las particulas cubiertas de iC3b y a la molécula ADCC.

Otra evidencia es la identificacién de un grupo de individuos que, debido a
defectos genéticos, eran incapaces de expresar un nimero normal de moléculas de
adhesién para leucocitos en superficies celulares. Estos individuos presentaron
separacion del corddn umbilical retrasada, afectaciones cutaneas frecuentes con
escaso infiltrado de linfocitos y no formacién de pus. Los pacientes con una deficiencia
mas severa, también presentaron respuestas de células T disminuidas,
presumiblemente debido a un defecto en la capacidad de presentar antigenos por la
incapacidad de las células T para unirse a las células presentadoras de antigeno. Los
linfocitos de estos pacientes, in vitro, se comportaron como linfocitos normales en la
presencia de anticuerpos monoclonales anti-LFA-1.

Un ligando del LFA-1 es ICAM-1 el cual fue funcionalmente identificado por
anticuerpos de screening de hibridones generados de células esplénicas de ratdn
inmunizado contra linfocitos con deficiencia de LFA-1 en cuanto a su habilidad para
inhibir los ensayos de adhesiéon homotipica dependiente de LFA-1. Estructuralmente,
ICAM-1 es un miembro de una familia supergenética y una corta cola citoplasmatica.
Una caracterizacion mas precisa del ICAM-1 puso de manifiesto que era inducido in

vitro en multiples tipos celulares incluyendo las células hematopoyéticas, células
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endoteliales y fibroblastos con IL-1a, IL-1b, TNF-alfa, TNF-beta y/o IFN gamma
dependiendo del tipo celular. Funcionalmente, anticuerpos monoclonales anti-ICAM-1,
inhibian la proliferacion inducida por el antigeno, la actividad de células T citotdxicas y
la adhesion de granulocitos y linfocitos al endotelio. Estos datos sugieren que, al igual
gue la familia de moléculas de adhesion CD18, la expresion de ICAM-1 en las células
endoteliales y otros tipos celulares es critico para el normal funcionamiento del
sistema de defensa del huésped.

Hay una baja expresiéon constitutiva de ICAM-1 en las células del endotelio de
las vénulas; sin embargo, su expresién estd marcadamente aumentada en los focos
inflamatorios. Alln mas, hay un aumento en la expresién de ICAM-1 en mudltiples tipos
celulares incluyendo los queratinocitos en las lesiones inflamatorias de piel, conductos
biliares y hepatocitos perivenulares durante los episodios de rechazo en los
trasplantes hepaticos, o en los casos de cirrosis biliar primaria, endotelio cerebral
alrededor de las multiples placas de esclerosis en lesiones de encefalitis alérgica
experimental en humanos y roedores, glomérulos y tubulos durante los episodios de
rechazo de los rifiones trasplantados, asi como las células epiteliales pulmonares tras
la estimulacién por un antigeno. Asimismo se encuentra un aumento en la expresiéon

de ICAM-1 en las células de los melanomas tras la aparicion de metastasis.

Anti ICAM-1

Hay datos que sugieren que la interaccion de las moléculas CD18 con los
ligandos actian como una sefal co-estimuladora para los leucocitos. Este concepto
es desarrollado posteriormente cuando se demostr6 que los linfocitos eran mas
responsivos en un medio con ICAM-1 que un medio proteico total. Es posible que
incluso si los linfocitos se unen a los substratos celulares apropiados en presencia de
un anticuerpo monoclonal adecuado anti-adhesién apropiado, la pérdida de la sefial
co-estimuladora, les deja “inservibles”.

En conclusion, la inhibicion de las interacciones CD18/ICAM-1, inhibe el
movimiento de leucocitos, la presentacion de antigenos y la citolisis mediada por
leucocitos. No esté claro cual de estos tres procesos inhibitorios es mas responsable
de esta dramatica reduccién de la respuesta inflamatoria. Probablemente es una
combinacién de los tres mecanismos.

El rechazo del injerto ocurre, cuando la respuesta inmune del receptor contra
tejido extrafio es inducida por los antigenos presentes en el injerto, pero ausentes en

el receptor. Los antigenos codificados por el complejo mayor de histocompatibilidad
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(MHC) son los principales iniciadores de la cascada inflamatoria, incluyendo las
células efectoras capaces de dafiar el injerto.

Los antigenos MHC expresados en la superficie celular, ademas de potenciar
la respuesta anti-injerto, ademas funcionan como dianas de la respuesta inmune del
huésped. Los antigenos MHC clase Il son los mas inmunogénicos. En humanos, los
antigenos MHC clase | y Il son codificados por genes situados en el cromosoma 6.

Ademas, los antigenos no-MHC detectados en la superficie celular de células
endoteliales, monocitos o antigenos de tejido especifico de células especificas,
pueden ser importantes en los mecanismos de rechazo.

La compatibilidad del grupo sanguineo ABO ha sido tradicionalmente requerida
para el éxito del trasplante, describiéndose casos de rechazo hiperagudo en casos de
incompatibilidad ABO. Sin embargo, no necesariamente da lugar a un rechazo

hiperagudo en el trasplante hepatico.
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1.7 INMUNOLOGIA DEL TRASPLANTE

Esta parte de la introduccién est4 basada en el siguiente tratado:

Neuberger J, Adams D. Immunology of Liver Transplantation. The Liver and Hepatobiliary Unit,

Queen Elizabeth Hospital,Birmingham, UK, 1993.

ANTIGENOS DEL TRASPLANTE

Durante los afios 50 (1950), se observé que la sangre de mujeres multiparas o
personas trasfundidas contienen anticuerpos con leucocitos aglutinados de otros
individuos. La identificacion de esos individuos con antigenos leucocitarios, fue el
primer paso hacia la 2

Es conocido que las moléculas MHC estan implicadas en la produccién de

anticuerpos solo a través de la produccion de la colaboracién entre linfocitos T y B.

ORGANIZACION GENETICA DE MHC

El MHC humano se localiza en el brazo corto del cromosoma 6. El DNA del
MHC comprende el 0.1% del total del genoma humano, siendo suficiente DNA para
codificar al menos 50 genes.

Los genes clase | codifican los clasicos antigenos mayores del trasplante:

HLA-A, HLA-B y HLA-C. Ademas, al menos otros 14 tipos de genes clase | se han
descrito con funcién aun desconocida

Quince genes clase Il (6A y 9B) se han mapeado en la parte telomérica del
gen que codifica MHC esy que incluye tres subregiones: DR, DQ Y DP. Al menos 8
genes clase Il son funcionales.proteinas Bf, genes para la 21-hidroxilasa, factor de

necrosis tumoral, linfotoxina...
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Los genes MHC se localizan muy juntos. Se transmiten genéticamente en bloque
segun las leyes de Mendel. Casi todos los genes MHC expresan polimorfismo, siendo

los de clase |, clase 1| DRB, DQB y DPB los mas polimorficos

TRANSFORMACION DE GENES A MOLECULAS

Los genes MHC son los genes mas polimérficos descritos y se expresan de
forma co-dominante. Moléculas clase | y clase Il existen como heterodimeros y se
expresan en la superficie celular como proteinas integrantes de su membrana.

La molécula clase | (HLA A, B y C) es una cadena pesada codificada altamente
polimérfica, con un peso molecular de aproximadamente 45 KDa ligada, de forma no
covalente con la B2-microglobulina.

La B2-microglobulina es una molécula o polimoérfica codificada por el
cromosoma 15, esencial para la expresiéon de moléculas clase |I.

Las moléculas clase Il, HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP compuestos por dos
cadenas de polipéptidos alfa y beta, codificado por genes A y B respectivamente.
Ambos polipéptidos estan integrados en la membrana celular formando un dimero. La
cadena alfa tiene un peso molecular de 33 KDa y la cadena beta, 29 KDa.
Intermediarios biosentéticos de los antigenos clase Il, pero no moléculas maduras de
la superficie celular, se asocian con una glicoproteina codificada por genes diferentes

a los del MHC. El grado de polimorfismo se originan en la zona genética DR, DQ o DP.
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GRUPOS SANGUINEOS ABO

Los determinantes antigénicos del sistema ABO son los azlcares terminales de
las cadenas de carbohidratos. La mayoria de los antigenos de la superficie de las
células rojas es una forma de glicoproteina, pero en algunos casos se ha encontrado
un oligosacérido ligado a lipidos.

El azlcar terminal en el grupo sanguineo A es la N-acetilgalactosamina y en el
grupo sanguineo B es la galactosa. Cuando faltan ambos azlcares del resto de la
cadena de carbohidratos, se denomina antigeno H; asi las células rojas del grupo
sanguineo O tienen antigeno H en su superficie. Las células rojas de los grupos Ay B
tienen antigeno H en su superficie pero en pequefias cantidades.

La transmision genética de los grupos sanguineos esta determinada por tres
genes allelicos: A, By O. Ay B son co-dominantes y el gen O es recesivo.

A, B y H antigenos se expresan también en otros tejidos: leucocitos y en
pequefias cantidades en trombocitos, células endoteliales y en la mayoria de los
drganos y vasos sanguineos y algunas células epiteliales. No se encuentran en el
sistema nervioso central o en el tejido conectivo.

Anticuerpos naturales, isoaglutininas, existen contra los antigenos de los
grupos sanguineos. Una persona con grupo sanguineo A tiene isoaglutininas contra
contra el grupo sanguineo B y viceversa. Personas con grupo sanguineo O tiene
anticuerpos contra A 'y B. Sin embargo, las personas AB no tienen isoaglutininas.

En el trasplante de 6rganos, especialmente de riidn o corazén, puede
producirse una pérdida rapida del injerto cuando existe una incompatibilidad ABO
entre el donante y el receptor. Este rechazo hiperagudo esta mediado por el grupo de
anticuerpos sanguineos del paciente en combinacion con el grupo de antigenos
sanguineos en el endotelio vascular del injerto, activando el complemente, causando
vasoespasmo y agregacion plaquetaria. Todo esto da lugar a una rapida necrosis del
injerto. Antigenos de los grupos sanguineos se han encontrado también en los
componentes celulares hepaticos. En el trasplante hepatico, sin embargo, se han

publicado casos de incompatibilidad ABO exitosos.
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ANTIGENOS DEL TRASPLANTE EN EL HIGADO HUMANO

Expresién de antigenos MHC en el higado normal

La expresiéon de los dos tipos de antigenos MHC en los diferentes tipos
celulares tiene una distribuciéon heterogénea en los tejidos humanos normales. En
general, los antigenos clase | se expresan en la mayoria de las células nucleadas,
mientras que los antigenos clase Il muestran una distribucién mas restringida, estando
limitada principalmente al sistema linfoide y células accesorias. Ademas, algunas
células del parénquima, como las células endoteliales pueden expresar también
antigenos clase Il. Sin embargo, la distribucién de antigenos MHC clase Il en tejidos
humanos es cuantitativa mas que cualitativa, y la expresion aberrante de moléculas
clase Il es un fenébmeno bien conocido.

En el higado normal, el componente principal, los hepatocitos, no expresan o
s6lo muy pocas cantidades de antigenos clase |I. Sélo encontramos una ligera
expresion, si se encuentra en el endotelio vascular o en el epitelio de las células del
conducto biliar. Un estudio mas detallado confirma hallazgos compatibles con baja
expresion de antigenos clase | en el parénquima hepatico. El resto de células no
parenquimatosas, como los linfocitos y fagocito mononucleares incluyendo las células
de Kupffer, son los componentes mas antigénicos del érgano. Las células dendriticas
derivadas de la médula 6sea en parénquima hepatico expresan tanto antigenos clase |
como Il fuertemente.

La expresion de moléculas de clase Il en la superficie de las células del higado
humano ha sido estudiada de forma intensiva. Todos los componentes
parenquimatosos fueron practicamente negativos para moléculas clase Il analizados
con anticuerpos policlonales. Sin embargo, algunos ligandos de anticuerpos para
anticuerpos anti HLA-DR se han detectado en las células endoteliales y en células de
conductos biliares. La menor expresién de antigenos DR se localizé en el endotelio
sinusoidal y en los conductos biliares.

Aungue los componentes parenquimatosos del higado humano no expresan
antigenos clase Il en cantidades significativas, las células no parenquimatosas
expresan células clase Il fuertemente. Los macréfagos tisulares, las células de Kupffer
y otras células no parenquimatosas son reemplazadas, en pocas semanas por células
del receptor. Las células de Kupffer y las células dendriticas derivadas de la médula

Osea expresan fuertemente antigenos clase Il y pueden actuar como células
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presentadoras de antigeno en el higado, e iniciar la respuesta anti-injerto en el

trasplante hepatico.

EXPRESION DE ANTIGENOS MHC DURANTE EL RECHAZO

Respecto a las moléculas clase | se ha demostrado que se expresan
fuertemente en los hepatocitos y en las células de los conductos biliares durante los
episodios de rechazo agudo. La expresion de moléculas clase | en los sinusoides
representa no solo la expresién en el endotelio vascular sino también de las células
Kupffer localizadas en dichos sinusoides. También se ha demostrado que las
moléculas HLA-A, HLA-B y HLA-C son inducidas de forma equitativa durante el
episodio de rechazo. También se ha observado un aumento de la expresion de
moléculas beta-2 de la cadena ligera de las moléculas clase | en parénquima hepatico.

La expresion aberrante de moléculas clase Il en higado es mas interesante.
Diversos estudios han demostrado la induccion de moléculas clase Il no solo en
conductos biliares, sino también en el endotelio de venas portales y centrales y en la
arteria hepatica.

La mayoria de los grupos estan de acuerdo en que es inducible la expresion de
moléculas clase Il en estructuras biliares y vasculares del higado. Sin embargo, la
expresion de moléculas clase Il en los hepatocitos es aln controvertido. En algunos
estudios se ha evidenciado s6lo durante episodios de rechazo severo con activacion
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como estructuras diana durante el proceso de rechazo.

Los antigenos clase | pueden estar regulados por varias citokinas, como
distintos tipos de interferon o el factor de necrosis tumoral, producidos durante
diversos procesos inmunolégicos. De las citokinas estudiadas, interferén gamma,
producida por linfocitos activados, es el inductor mas potente para antigenos clase |,
pero también induce clase I. Esta citokina es producida durante el rechazo hepatico.
La regulacién de las moléculas clase Il en los injertos hepaticos humanos, durante el
rechazo, infecciones virales y otros procesos patoldgicos, como consencuencia de la
activacion de células T, producciéon de interferon gamma u otros factores que inducen

moléculas clase II.

INDUCCION DE EXPRESION DE ANTIGENOS MHC DURANTE OTRAS
CONDICIONES PATOLOGICAS DISTINTAS DE TRASPLANTE HEPATICO

El aumento de expresion de antigenos MHC en el higado puede ocurrir por
distintas razones. Enfermedades hepaticas, como la cirrosis de distintas etiologias
estan asociadas con aumento de la expresién de moléculas clase | en los hepatocitos.
Expresiéon aberrante de antigenos clase Il en el epitelio del conducto biliar se ha
descrito en la cirrosis biliar primaria y en la infeccion virica por hepatitis B. Cualquier
lesién o proceso patoldgico hepatico puede asociarse con un aumento de la expresiéon
de antigenos MHC en la superficie celular en las células parenquimatosas. Incluso la
colestasis sélo, isquemia o0 reacciones toxicas, pueden potenciar la expresion de

moléculas clase | o clase II.

ANTIGENOS DEL TRASPLANTE Y DESENLACE DEL INJERTO HEPATICO

El beneficio del tipaje HLA en el desenlace del injerto renal se ha demostrado
con claridad. Tanto el tipaje HLA-ABC y HLA-DR afectan la supervivencia del injerto
renal a largo tiempo. En el trasplante hepatico, el corto tiempo de preservaciéon del
injerto, hacen dificil la realizacion de este tipaje pretrasplante.

Pese a una supervivencia del injerto a un afio del 80-90%, el rechazo agudo
ocurre en el 60-80% de los injertos y el rechazo crénico en el 10%. El rechazo agudo
es la principal causa de morbilidad y hospitalizacion de esos pacientes. El rechazo
crénico es la indicacion habitual de retransplante. Dado el alto indice de rechazo, el

tipaje HLA podria ser beneficioso.
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Los datos publicados son, sin embargo, conflictivos. La compatibilidad HLA se
asocia con menor supervivencia del injerto, aunque una mayor incidencia de fallo
secundario a rechazo se correlacioné con un menor grado de compatibilidad HLA-DR.
Muchos datos se han publicado sobre rechazo y HLA compatibilidad. Sin embargo,
los datos clinicos limitados, y los distintos protocolos inmunosupresores pueden
distorsionar el auténtico papel del tipaje HLA.

En el rechazo crénico (vanishing bile duct sindrome, VBDS), es aln menos
claro que en el rechazo agudo. En algunos estudios no se han evidenciado efectos en
no tipaje de moléculas clase | o clase Il, aunque un no tipaje DQ parece mas asociado
a VBDS que no tipaje DR. Respecto al papel de las infecciones virales parece que los
hallazgos relacionados con no tipaje para clase | y clase Il e infeccibn por CMV

suponen un riesgo aumentado de desarrollar VBDS.

1.7.1 MECANISMOS DE RECHAZO EN TRASPLANTE HEPATICO

Parece que la expresion de antigenos MHC expresados en células
parenquimatosas y no parenquimatosas determina el modelo y la severidad del
proceso de rechazo. Al menos, la expresion de antigenos MHC en estas células es
paralela a la aparicién y desaparicion de rechazo.

El patrén de infiltrado y dafio celular visto en modelos humanos y animales
parece correlacionarse con la expresion de antigenos de histocompatibilidad mayor
expresados en el injerto. El epitelio del conducto biliar y el endotelio de la vena central
expresan ambos antigenos clase | y clase Il. Los antigenos clase | y Il también son
expresados por las células de Kupffer. Sin embargo, los hepatocitos expresan
relativamente escasas cantidades de antigenos clase | y minimas clases de antigenos
clase Il.

Estos datos sugieren que las células que expresan antigenos clase | y clase Il
parecen ser las dianas del proceso de rechazo.

Sin embargo, la presencia de antigenos MHC no es el Unico determinante para
ser diana del proceso de rechazo. Las células de Kupffer son ricas en expresion de
antigenos clase | y clase Il, y durante el proceso de rechazo se evidencia poca
inflamacién en su proximidad. Posibles explicaciones para esta falta de inflamacion en
torno a estas células son: a) Relativa inaccesibilidad de las células de Kupffer para las
células infiltrantes, b) Limitada expresién de antigenos MHC tras el trasplante
hepatico, c) Renovacion de las células de Kupffer del donante. Las células Kupffer del

donante son renovadas gradualmente por las células del huésped. Este proceso
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puede limitar la habilidad de las células Kupffer para estimular la respuesta a rechazo,
asi como su papel como diana en el proceso de rechazo.

Hasta la fecha no se ha compatibilizado los antigenos HLA en los trasplantes
hepaticos humanos. La necesidad emergente, el corto tiempo de preservacion han
contribuido a la perdida de la esta compatibilizacion. Sin embargo, de forma
retrospectiva se ha demostrado que hubiese sido beneficioso.

Las células hepaticas no parenquimatosas, sin embargo, son altamente
inmunogénicas. Estos datos son consistentes con estudios en ratones demostrando
expresion aumentada de antigenos de expresion en células no parenquimatosas. La
relativa inmunogenicidad de una célula debe ser evaluada en el siguiente contexto:

¢, Cuanto accesible es esa célula a las células inmunes del huésped in vivo?

Efectos de los mecanismos celulares en el injerto hepatico

Los linfocitos que infiltran los tractos portales y el endotelio de la vena central
parecen desempefar un papel central en el rechazo del injerto. Las células infiltrantes
del huésped pueden ser monitorizadas por marcadores antigénicos de superficie:
CD4+ y CD8+. Estos marcadores estan presentes en el injerto cuando se realiza el
diagnoéstico de rechazo agudo.

En biopsias secuenciales se pone de manifiesto la presencia de células CD4+ y
CD8+ en los tractos portales, pudiendo interpretarse como un marcador precoz de
rechazo que precede a los cambios bioquimicos e histolégicos varios dias antes.

En estudios secuenciales, las células con especificidad clase | fueron
identificadas antes que las de clase Il. El concepto de “enriqguecimiento” local de
células citotéxicas en el injerto es generalmente aceptado.

En cultivos de células esplénicas del huésped con hepatocitos o células no
parenquimatosas se desarrollaron células citotéxicas. Cuando se utilizaron hepatocitos
los linfocitos citotoxicos especificos fueron de clase |, mientras que cuando se
utilizaron células no parenquimatosas se desarrollaron linfocitos clase | y Il. El dafio de
los hepatocitos puede demostrarse por la liberacién de enzimas intracelulares en el
medio de cultivo, evidenciandose asimismo la inhibicién de la sintesis de proteinas
(asi, sintomas como constitucionales que se presentan durante el episodio de
rechazo, como la ictericia o la disminucién del nivel de conciencia pueden ser un

reflejo de la actividad linfocitaria).
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Citokinas en la respuesta de rechazo. Papel de |la Interleukina-2

Las citokinas son moléculas producidas por células con actividad reguladora
para otras células (funcion paracrina) o células del mismo tipo (funcién autocrina). Las

citokinas se dividen generalmente en dos categorias:

* Citokinas inflamatorias (asociadas con procesos inflamatorios): IL-1, IL-6, TNF
(factor de necrosis tumoral)

* Citokinas regulatorias (asociadas con procesos inmunes): IL-2, IL-4 e IL-5.

El papel central de la IL-2 se debe a ser producida por las células T helper y
uno de sus efectos es estimular la proliferacion y maduracion de los linfocitos
citotéxicos. Ademas los inmunosupresores ejercen su efecto inhibiendo la produccion
y secrecion de IL-2 y, en consecuencia, la inhibicion del desarrollo de los linfocitos
citotéxicos. Asimismo los anticuerpos anti IL-2 y anti receptor IL-2.

El estudio de IL-2 se realiza en sangre periférica y en otros tejidos donde se
expresa esta molécula. En diversos estudios se han evidenciado niveles elevados en
sangre periférica, en episodios de rechazo, no pudiendo diferenciarlo de otras
complicaciones infecciosas.

Es aceptado generalmente que la IL-2 es el enlace central entre los linfocitos T
helper y los linfocitos citotoxicos, que interactian para dafar al injerto. Todos los
pacientes tratados con ciclosporina o FK506 para inhibir la produccion de IL-2.

Dada la importancia de la IL-2 en el proceso de rechazo, seria Gtil monitorizar
sus niveles en sangre periférica para ante una elevaciéon de sus niveles, preveer la
posibilidad de rechazo, antes de que aparezcan los cambios histolégicos.

Factor de necrosis tumoral alfa o TNF alfa, una citokina inflamatoria, cuya
funcién se basa en la inhibicion del crecimiento tumoral, estd también implicada en la
patogénesis del rechazo. Diversos grupos han demostrado elevacion en sus niveles
en rechazo agudo, antes de los hallazgos histologicos o alteraciones bioquimicos.

Hay estudios basados en el estudio de las citokinas en los sitios de inflamacion

(biopsias hepaticas).
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Mecanismos inmunes en el rechazo agudo. Papel de la molécula de

adhesién intercelular-1

El rechazo ocurre cuando el sistema inmune del huésped reconoce los
antigenos de histocompatibilidad expresado por el injerto hepatico. La expresion de
antigenos MHC varia entre distintos tejidos. En el higado humano, HLA clase | (ABC)
y clase Il (DR, DP, DQ) se expresan fuertemente en las células sinusoidales, HLA-DR
y antigenos clase | se han evidenciado en el endotelio vascular. También se han
evidenciado ocasionalmente ambos, clase | y Il en el epitelio biliar. Los hepatocitos no
expresan ninguno de los dos tipos.

La expresion de antigenos HLA aumenta durante los episodios de rechazo. Los
hepatocitos expresan un patron membranoso de depésitos focales de HLA clase | y
clase Il (HLA-DR, DP) y el epitelio biliar y el endotelio vascular muestran abundantes
depdsitos (DR y DP pero no DQ). Estos hechos suceden por accion de las citokinas
(sobre todo gamma-interferon), que aumentan la expresion tisular de antigenos MHC,
haciendo el tejido mas susceptible al dafio celular mediado por linfocitos T citotdxicos.

Sin embargo, el aumento de expresion de antigenos MHC no es especifico de
rechazo, también estd presente en otros tipos de disfunciéon y en pacientes con
rechazo resuelto, aunque en estos casos los niveles son menores.

Las células T deben adherirse a la célula diana antes de poder reaccionar con
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La via LFA-1/ICAM-1 es de particular interés dado que la expresion de ICAM-1
es regulada in vitro e in vivo por citokinas proinflamatorias. En el higado normal hay
poca expresion de ICAM-1; sin embargo durante el rechazo del injerto, se induce la
expresion de ICAM-1 en las estructuras diana (conductos biliares, endotelio vascular y
focalmente en hepatocitos). Esta expresion persiste 0 aumenta en pacientes que no
responden al tratamiento inmunosupresor, mientras que los niveles disminuyen si hay
respuesta al tratamiento.

Las citokinas proinflamatorias son producidas en el higado durante el proceso
de rechazo y probablemente induce tanto antigenos MHC y expresion de ICAM-1 en
estructuras como el epitelio biliar, permitiendo aumentar la adherencia de los linfocitos,
la interaccion con los antigenos del injerto y, finalmente, la citotoxicidad. Los
corticoides in vivo no regulan la expresion de ICAM-1, sino que ejerce su efecto
mediante la supresién de la secrecidon de las citokinas proinflamatorias de células
mononucleares infiltrantes. También hay evidencia de que la expresién de LFA-3, que
reacciona con el receptor de células T, CD2, esta aumentado en hepatocitos, endotelio
vascular y células del conducto biliar.

Antigenos menores y antigenos sanguineos pueden actuar también como
dianas para el rechazo. La expresion de los antigenos sanguineos se produce en el

epitelio biliar y puede aumentarse en infecciones y colestasis.

PRESENTACION DE ANTIGENOS

Los antigenos del trasplante pueden ser reconocidos por el sistema inmune del
receptor directamente, sin necesidad de procesamiento, o tras ser procesados por las
células presentadoras de antigeno del huésped.

Los macréfagos ejercen habitualmente como células presentadoras de
antigeno y el higado es particularmente rico en este tipo de células. Las células
dendriticas en los tractos portales y células de Kupffer en los sinusoides son,
asimismo, buenas presentadoras de antigenos.

Tras la realizacion del trasplante, las células Kupffer del donante son
reemplazadas por células que expresan el fenotipo del huésped. En pacientes con
rechazo severo este proceso ocurre rapidamente, en las primeras semanas, mientras
gue este fenbmeno ocurre gradualmente en pacientes que toleran el injerto.

En estudios animales se ha puesto de manifiesto que las células del endotelio

vascular y posiblemente también las del epitelio biliar (no los hepatocitos), son
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capaces de presentar antigenos. Antigenos clase Il son inducidos en estas estructuras
durante los episodios de rechazo pudiendo estar implicadas en un proceso de
“segunda” presentacion de antigeno, dando lugar a una estimulacion inmune
permanente.

La presentacién de antigenos MHC alogénicos al sistema inmune del huésped
da lugar a la activacion de las células T capaces de secretar linfokinas que infiltran y
orquestan la respuesta efectora del rechazo. Este papel se ha asociado
tradicionalmente a células T CD4+, aunque hay evidencia de que también las células
CD8+ estan también implicadas. La respuesta efectora que actia es hipersensibilidad
de tipo retardado, con reclutamiento de otras células inflamatorias y secrecion de

anticuerpos.

EL PAPEL DE LAS CELULAS T EN EL INJERTO HEPATICO HUMANO

Las células T son el tipo de células mas comun que infiltran el higado humano
trasplantado durante el episodio de rechazo. Tanto las células T helper (CD4+) como
las células T supresoras (CD8+), se acumulan en los tractos portales durante el
rechazo e infiltra el epitelio biliar y el endotelio vascular de los principales sitios diana
del proceso de diana.

La presencia predominantemente de células CD4+ infiltrando las estructuras
diana, se ha asociado con episodios de rechazo reversible, mientras que un infiltrado
predominantemente CD8+ se asocia a episodios de rechazo mas severos, que pueden
llegar a progresar a la destruccion masiva de conductos biliares (vanishing bile duct
sindrome).

La mayoria de las células infiltrantes expresan el antigeno CD45 RO,
creandose células memoria y también expresan marcadores de activacion como HLA-
DR y receptores de IL-2 secretados a bilis en los episodios de rechazo.

Un andlisis funcional de los clones de células T que intervienen el proceso de
rechazo han demostrado actividad proliferativa y citotoxica hacia los antigenos MHC
clase I. In vivo estas células probablemente se adhieren al epitelio biliar y al endotelio
vascular a través de moléculas adhesivas como ICAM-1, dando lugar a la lisis celular.

Las células T se acumulan en el lugar de rechazo por continua migracion como
respuesta a la secrecion local de factores quimiotacticos o por proliferacion de factores
de crecimiento. Se detecta un aumento de células T circulantes, asi como en el

higado, tanto CD4+, como CD8+.
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La deteccién de actividad quimiotactica en bilis durante el episodio de rechazo

sugiere que la los factores quimiotacticos se reflejan a nivel local.

OTROS LEUCOCITOS

Otras células pueden actuar como células efectoras: gran cantidad de
monocitos, neutrofilos y eosindfilos y estas células pueden tener una funcion efectora
importante. Los neutréfilos aparecen en bilis durante los episodios de rechazo. Los
neutrofilos tras un trasplante hepatico se activan rapidamente antes del comienzo de
un episodio de rechazo y secretan grandes cantidades de radicales superéxido y
enzimas proteoliticas, las cuales causan dafio tisular. La actividad de los neutrofilos
es suprimida con altas dosis de corticoides

La deteccion de niveles elevados de niveles de monokinas como TNF alfa e IL-
1 y su deteccién inmunohistoquimica en el infiltrado portal durante el rechazo sugiere

el papel efector de los monocitos/macréfagos activados.

MECANISMOS HUMORALES

Aungue los injertos hepaticos son menos susceptibles al dafio por anticuerpos
linfocitotéxicos que otros o6rganos, hay crecientes evidencias que implican
mecanismos humorales en la patogénesis del rechazo fulminante.

Diversos estudios han publicado niveles elevados de anticuerpos citotoxicos
anti clase | en pacientes con rechazo, y cantidades significativas de inmunoglobulinas,
especialmente IgM, estan depositadas en las paredes arteriales del higado rechazado.
Asimismo, se ha evidenciado secrecion de IgG y particularmente IgM en el higado
durante los episodios de rechazo agudo.

Los acontecimientos celulares que dan lugar al rechazo agudo en el

trasplanthepatico pueden desarrollarse de la siguiente manera:

* Las células presentadoras de antigeno (que incluye las células dendriticas y
células Kupffer y subsecuentemente células del epitelio biliar y del endotelio hepatico)
gue presentan células T con antigenos CD4+ ( y posiblemente CD8+), en presencia de
factores coestimuladores como la interleukina I.

* Estas células T se activan y secretan IL-2 y otras citokinas dando lugar a una

proliferaciéon clonal, diferenciacion y reclutamiento de células T. Alguna de esas
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células T tienen funciones inmunoreguladoras, mientras que otras tienen potencial
citotoxico.

* La reaccion inmunoldgica da lugar a una intensa respuesta inmunoldgica
durante la cual las citokinas pro-inflamatorias dan lugar a un aumento de antigenos
MHC en el injerto y a la expresion de moléculas de adhesiéon que atraen y activan
otras células efectoras.

* El dafio de injerto es producido por células T citotéxicas dirigidas a los
antigenos MHC y la cascada inflamatoria generalizada que incluye eosindfilos,

macroéfagos y neutrofilos.

1.7.2 ASPECTOS CLINICOS Y ANATOMOPATOLOGICOS DEL RECHAZO
EN EL TRASPLANTE HEPATICO

El rechazo agudo es la complicacion mas frecuente del trasplante hepatico.

Se define como la disfuncién de la bioquimica hepatica (mas de un 20% de
incremento en los niveles de bilirrubina sérica o de las transaminasas durante un
periodo de mas de 24 horas), confirmado en todos los casos con una histologia
caracteristica.

Los hallazgos clinicos son: ictericia, fiebre y descenso en la excrecion de bilis
por el tubo en “T".

Un detalle a tener en cuenta para entender los capitulos posteriores, y sin
relacion con el rechazo agudo, es el Grado Child, un sistema de estadificacion usado
para evaluar el prondstico de una enfermedad hepatica crénica y que se utiliza, junto a
otros parametros (MELD) en la decision de la necesidad de un trasplante hepatico a
un paciente.

Emplea cinco criterios clinicos de la enfermedad hepatica, siendo medido cada
critero del 1-3. Estos criterios son: Bilirrubina total, albimina sérica, INR/tiempo de
protrombina, ascitis y encefalopatia hepatica. La suma total de todos los criterios da
una puntuacion. El Grado Child se divide en tres A, B y C segln la puntuacién

obtenida.

CLASIFICACION ANATOMOPATOLOGICA
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La clasificacion de grado de rechazo se basa en la clasificacion de Banff
(Canada, 1995)

No rechazo

2. Leve (Grado I): Infiltrado de rechazo leve, en una minoria de los espacios porta
y limitado a los mismos.

3. Moderado (Grado ll): Infiltrado de rechazo que afecta a la mayoria o a todos los
espacios porta)

4. Severo (Grado lll): Infiltrado de rechazo como en el grado I, que se extiende a
las areas periportales y/o inflamacion perivena centrolobulillar moderada a

severa asociada a necrosis hepatocitaria perivena centrolobulillar.

No rechazo:

Fig. 10: Imagen anatomopatologica de espécimen sin rechazo

Leve (Grado I):
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Fig. 12: Imagen anatomopatoldgica de espécimen con rechazo moderado

Fig. 11: Imagen anatomopatologica de espécimen con rechazo leve

3. Moderado (Grado II)
4. Severo (Grado )
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Fig. 13: Imagen anatomopatoldgica de espécimen con rechazo severo.
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JUSTIFICACION DEL PROYECTO
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Pese a los avances en el manejo terapéutico y clinico del trasplante hepatico,
el rechazo agudo sigue limitando la vida del injerto. Segun diversas series se estima
una incidencia del 7 al 42%.

El rechazo puede ser definido como el dafio del injerto producido por la
respuesta del sistema inmune del receptor al higado trasplantado y que puede dar
lugar a diferentes patrones clinicos. El término “rechazo agudo” hace referencia
normalmente, al curso clinico de episodio de rechazo, pero esta, a menudo, basado en
los hallazgos histolégicos, presentando infiltrado inflamatorio, colangitis y endoteliitis
indicativos de rechazo agudo. Asimismo puede presentar arteriopatia y ductopenia,
indicativos, asimismo, de rechazo agudo.

Los hallazgos clinicos, los tests de funcién hepéatica (bilirrubina, fosfatasa
alcalina, GOT...) pueden sugerir la de rechazo agudo, pero no son especificos. La
prueba principal para el diagndstico de rechazo es la biopsia percutanea del injerto
hepatico. Sin embargo, la biopsia puede tener complicaciones como, por ejemplo, el
sangrado en pacientes con coagulopatia.

El proceso de rechazo es una cascada inflamatoria y los acontecimientos
inmunolégicos que acompafian a cada paso del proceso, pueden ser potencialmente
monitorizados como indices de activacion inmune y rechazo. Diversos marcadores
inflamatorios han sido estudiados a tal efecto: interferon-gamma, beta-2
microglobulina, neopterina, IL-2R....

Un marcador serolégico de rechazo agudo que pudiera ser medido
rutinariamente en los pacientes, seria de gran beneficio en el manejo de la disfuncién
del injerto. Asi, los distintos tests inmunoldgicos jugarian un papel importante.

Dado que la respuesta inflamatoria del rechazo esta centrada en los conductos
biliares de pequefio tamafio, la secrecién biliar ofrece acceso directo al lugar donde se
centra el proceso de rechazo. En aquellos pacientes que presentan un drenaje biliar
externo, es posible monitorizar los niveles de esos marcadores en bilis. Diversos
estudios han demostrado que el analisis en bilis proporciona una deteccion mas
precisa de la activacion inmune en el injerto hepatico que los tests seroldgicos.

El rechazo agudo se asocia con una abundante cantidad de diferentes
proteinas en suero antes o durante el episodio de rechazo agudo. La funcién de estas
proteinas depende de su presencia en suero: citokinas, ligando de receptores,
hormonas... La funcién de estas proteinas halladas en suero es diversa: factores de
transcripcién, respuesta a stress, proteinas de degradacién, metabolismo lipidico,
activacion del complemento y funcién inmune, adhesion celular, factores de

crecimiento y sefiales de transduccién.
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HIPOTESIS DE TRABAJO
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La IL-2 tiene un papel clave en el proceso de rechazo agudo en el trasplante
hepatico. Es producida por los linfocitos T helper y uno de sus efectos es estimular la
proliferacién y maduracién de los linfocitos T citotéxicos, efectores de la destrucciéon
del injerto. Ademas los inmunosupresores ejercen su efecto inhibiendo la produccion y

secrecion de IL-2.

Las células T deben adherirse a la célula diana antes de poder reaccionar con
los antigenos, un proceso mediado por receptores de adherencia de linfocitos, los
cuales interactian con los ligandos ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3. Es de particular interés
la via LFA/ICAM-1 dado que la expresion de ICAM-1 es regulada por citokinas
proinflamatorias. En el higado normal, la expresién de ICAM-1 es poca, pero durante
el episodio de rechazo del injerto, se induce la expresion de ICAM-1 en las estructuras
diana. Esta expresion persiste, aumenta o disminuye segun la respuesta al tratamiento

inmunosupresor.

La hipétesis del presente trabajo se basa en que la determinacién de IL-2 e
ICAM-1 puede ayudar al diagndstico del rechazo agudo en el trasplante hepatico.

Pensamos que su determinacién puede diferenciar los pacientes afectos de
rechazo de los que no y de los pacientes con otras complicaciones de diversa indole.

Con su determinacion pensamos es posible obtener un diagnostico precoz a fin
de instaurar un tratamiento lo antes posible y unos mejores resultados en el

tratamiento del rechazo agudo en el trasplante hepéatico.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO PRINCIPAL:

Valorar la utilidad de dos biomarcadores: IL-2 (interleukina-2) e ICAM-1
(molécula de adhesion intercelular-1) en sangre y bilis en el diagnostico del

rechazo en el trasplante hepatico.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1) Valorar el comportamiento secuencial de estos biomarcadores.

2) Comprobar el descenso de estos biomarcadores en el grupo rechazo tras la

instauracion del tratamiento inmunosupresor.
3) Analizar el comportamiento de IL-2 e ICAM-1 en pacientes con

complicaciones para valorar su utilidad en el diagnéstico diferencial con el rechazo

agudo.
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MATERIAL Y METODOS
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5.1. MATERIAL

5.1.1 TAMANO MUESTRAL Y GRUPOS DE ESTUDIO

En el presente trabajo se analizan los niveles de IL-2 y de ICAM-1 en sangre y
bilis de 90 pacientes sometidos a trasplante hepatico en la Unidad de Trasplante
Hepatico del Hospital Virgen del Rocio. Sevilla, en un periodo comprendido de 2004 a
2009. Todos los pacientes estaban incluidos en lista de espera de trasplante hepatico

segun los requisitos de la ONT.

La calidad de la metodologia del trabajo se realiz6 segun las instruccion del
Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Intervention and de Cochrane
Hepatobiliary Group Module.

Asimismo el protocolo del estudio se realizé de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki y firma del consentimiento informado.

Se trata de un estudio prospectivo no randomizado, observacional de cohortes.

Los pacientes incluidos en este estudio se han dividido en tres grupos:

1) Pacientes con funcion del injerto estable: los pacientes incluidos en este
grupo estan clinicamente bien, sin fiebre, con tests de funcién hepatica estables y con
cultivos negativos y ausencia de rechazo agudo. A este grupo lo denominamos
“GRUPO ESTABLE"

2) Pacientes con rechazo agudo: se definen como aquellos con disfuncién de
la bioquimica hepatica (mas de un 20% de incremento en los niveles de bilirrubina
sérica o de las transaminasas durante un periodo de mas de 24 horas), confirmado en
todos los casos por una histologia caracteristica. A este grupo lo denominamos
“GRUPO RECHAZO”

3) Pacientes sin rechazo y afectos de otras complicaciones: pacientes con
disfuncién del injerto de una causa especifica o no, sin datos histolégicos de rechazo.
Se incluyen aquellos pacientes con complicaciones infecciosas, malfuncion del injerto,
y otras. A este grupo lo denominamos “GRUPO COMPLICACIONES”
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Se decidié establecer estos tres grupos claramente definidos para evitar
interferencias en los datos si confluian en el mismo grupo pacientes con distintas
circunstancias: rechazo + complicaciones, estable en un primer momento pero con

complicaciones en los primeros dias...

En los tres grupos se realiz6 BIOPSIA HEPATICA para confirmar la existencia
0 no de rechazo hepatico. En el grupo de pacientes afectos de rechazo se realizé la
biopsia hepatica en el momento en que aparecio la sintomatologia. En el grupo de
complicaciones se realiz6 cuando aparecieron los sintomas y en el grupo estable o

grupo control se realiza entre el dia 7 y 10.

En el grupo complicaciones se realizaron diversas pruebas para diagnosticar

estas complicaciones: ECO-DOPPLER arteria hepatica, cultivo de bilis, hemocultivo,

serologia, cultivo para CMV, TAC ABDOMINAL, colangiografia transkher, etc...

Se establecio un periodo de seguimiento de un mes.

Criterios de inclusion: - Periodo de seguimiento de un mes.

- Pacientes con enfermedad hepatica aguda o
croénica incurable de manera irreversible con
otros tratamientos, incluido fallo hepatico
fulminante.

- Trasplante ortotopico hepatico de donante

cadaver isogrupo con injerto completo.

Criterios de exclusién: - Trasplante pediatrico.

- Pacientes con seguimiento inferior a un mes.
- Pacientes que requieran retrasplante durante el
periodo de estudio.

- Paciente con trasplante parcial o donante vivo.
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5.1.2 PROTOCOLO PERITRASPLANTE

Todos los pacientes ingresaron 4 horas previas al TOH y se sometieron a

profilaxis antibiética con amoxicilina-clavulanico i.v.

El protocolo de inmunosupresion general es:

. 500 mgr de 6-metil prednisolona intraoperatorios

. Induccién (por sonda nasogastrica): Ciclosporina 20 mgr/kg/dia VO.
Posteriormente la dosis de ciclosporina varia para mantener los
niveles valle en sangre entre 300 y 400 ngr/cc durante la 12 semana y
posteriormente entre 250 y 350 ngr/cc

. Induccién (por sonda nasogastrica): Micofenolato mofetilo 1 gr /
12 hrs VO. Se reduce a partir de la 32 semana a 1gr/ dia.

. Induccién (por sonda nasogastrica) Prednisona 20 mgr/ 24 hrs VO.

Se reduce progresivamente hasta la retirada al tercer mes

Todos los pacientes ingresaron en la Unidad de Cuidados Intensivos tras el TOH y

pasan a Planta de Hospitalizacién cuando alcanzan la estabilidad clinica.
En caso de RECHAZO AGUDO, el protocolo de tratamiento es:
. Optimizacién de la inmunosupresion.

. Si no hay mejoria, bolos de 6 metil prednisolonai.v. 1 gr x 3

5.1.3 Caracteristicas comunes a todos los pacientes:

. Tuvieron tiempos de isquemia similares (entre 4-8 horas)

. Se realizé la misma técnica, hepatectomia con preservacién de cava:
piggy-back

. Se empled la misma solucion de preservacion: WISCONSIN

. Anastomosis coledo-coledocianas termino terminales con tubo de
kher.

. Se controlaron los niveles de inmunosupresores cada 48 horas.
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Se utiliz6 como tratamiento inmunosupresor inhibidores de

calcineurina (CICLOSPORINA) + micofenolato mofetil + prednisona.

Las indicaciones de Trasplante Hepatico en nuestra serie son:

Cirrosis alcéholica

Cirrosis autoinmune

Atresia via biliar

Cirrosis biliar primaria

Cirrosis biliar secundaria

Fallo hepatico fulminante

Cirrosis criptogenética

Cirrosis virus hepatitis C

Cirrosis virus hepatitis B

Cirrosis alcohdlica + virus hepatitis C
Cirrosis alcohdlica + virus hepatitis B

Cirrosis alcohdlica + virus hepatitis By C

la
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5.2. METODOLOGIA

El estudio de IL-2 e ICAM-1 se puede realizar en sangre periférica y en otros
sitios donde se expresen estas moléculas, como en el tejido hepatico (biopsias). En
nuestro estudio, se va a determinar en sangre y en bilis.

Como pilotaje del presente trabajo se analiza la evolucion clinica en pacientes
previos al estudio, y en base al comportamiento clinico en los pacientes con rechazo,
con complicaciones y con evolucién estable, se decidi6 realizar extracciones de
sangre y bilis los dias 5, 10, 15 y 20 tras la realizacién del trasplante hepatico (5 cc).

La sangre fue colectada en un tubo EDTA y la bilis en un tubo normal, sin
conservantes. La recogida de estas muestras se realizaban a primera hora de la
mafiana, se transportaban en hielo y se almacenaban de forma inmediata en el
servicio de inmunologia.

La obtencion de la muestra de sangre no fue problematica, pero la obtencion
de la muestra de bilis no siempre fue posible, sobre todo tras el clampaje del tubo de
kher (aunque se desclampase a fin de obtener la muestra) y la reinstauracion de la

circulacion enterohepatica

5.2.1 VARIABLES DEL ESTUDIO

5.2.1.1 a) VARIABLES PRINCIPALES

. Niveles de Receptores de Interleukina-2 en sangre (pm/l)
. Niveles de Receptores de Interleukina-2 en bilis (pm/l)

. Niveles de ICAM-1 en sangre (ngr/ml)

. Niveles de ICAM-1 en bilis (ngr/ml)

5.2.1.2 b) VARIABLES SECUNDARIAS

. Bilirrubina(Bt) (mg/dl)

. Aspartato aminotransferasa (GOT) (UI/L)

. Alanino aminotrasferasa (GPT) ((UI/L)

. Gamma glutamiltranspeptidasa (GGT) (U/L)
. Fosfatasa alcalina (ALP) (U/L)

. Colinesterasa (U/L)

. Niveles de ciclosporina.
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Estas muestras fueron remitidas al Servicio de Inmunologia inmediatamente
para su procesamiento. Creimos fundamental comparar toda esta informacién con
OTROS PARAMETROS (bilirrubina, GOT, GPT, GGT, ALP colinesterasa, niveles de
anticalneurinicos), utilizados en la practica clinica diaria para el control del paciente.

En el protocolo postoperatorio habitual del paciente trasplantado, estos
parametros son evaluados periodicamente. No s6lo han sido pruebas establecidas

para nuestro estudio clinico

5.2.2 PROCESAMIENTO EN EL SERVICIO DE INMUNOLOGIA

En el Servicio de Inmunologia se procede a la determinacién mediante
enzimoinmunoensayo (ELISA) de los niveles de receptor de IL-2, que es la forma
indirecta de cuantificar los niveles de interleukina-2, y de molécula de adhesién
intercelular-1 (ICAM-1) circulante en suero y bilis de pacientes sometidos a trasplante

hepatico.
PROCESAMIENTO DE IL-2 E ICAM-1 MEDIANTE ELISA
Se realiza mediante un set standard que consiste en un sandwich formado por

un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

El material utilizado para conseguir resultados es :

. Placas microonduladas, con multiples pocillos
. Un lector de microplacas capaz de medir absorbancia a 450 nm.
. Pipetas ajustables que midan volimenes comprendidos entre 2

microlitros y 1 mililitro.

. Agua desionizada.

. Solucién amortiguadora: Bicarbonato de sodio.

. Diluyente: Suero fetal bovino al 10% u otras sustancias.

. Tampédn fosfato salino.

. Sustancia limpiadora.

. Amortiguador limpiador.

. Botella limpiadora.

. Soluciéon TMB: agregado del sustrato de la enzima. (Reactivo color)
. Solucién de parada (acido sulfarico)
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Papel para registrar el analisis de datos.
Tubos para preparar diluciones standard.
Cronémetro.

Papel absorbente.

Almacenamiento de las muestras

Kit de almacenamiento a 4°C.

Tras la reconstitucién vy liofilizacion standard con los diluyentes,
dividimos equitativamente en viales de polipropileno y almacenamos
las muestras a -70°C. Evitamos congelar/descongelar de forma
repetida o puede perder su actividad.

Antes de utilizar las muestras, llevamos los componentes a la
temperatura ambiente (18-25°C). Hasta que se complete el estudio,
retornamos todos los componentes a las condiciones de almacenaje

apropiadas.

Recogida y manipulacion de las muestras

Cultivo de células sobrenadantes: Si es necesario, centrifugamos para extraer detritus

previo al analisis. Las muestras pueden ser guardadas a <-20°C.

Suero: Usamos un tubo para separar el suero y extraer coagulos. Después

centrifugamos durante 10 minutos a 1,000 X g. Quitamos la capa de suero y

estudiamos la muestra inmediatamente o guardamos el ejemplar de suero a <-20°C.

Las muestras de plasma deben ser claras y no hemolizadas.

Preparacidon de las muestras

No mezclamos reactivos de diferentes sets o lotes. Todos los reactivos deben

diluirse inmediatamente antes de ser utilizados.

Diluimos el anticuerpo unido a la enzima 1: 200 en la solucion
amortiguadora. En una placa, diluimos 60 microlitros de anticuerpos
en 11.94 ml de solucién amortiguadora.

Reconstituimos la muestra liofilizada standard con 0.2 ml del
diluyente y mezclamos bien. Dejamos reposar a temperatura

ambiente 15 minutos y mezclamos de nuevo.
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Antes de utilizar, preparamos 1.000 microlitros de sustancia de parada
y afladimos a la mezcla a una concentracion de 500 pg/ml, de la
solucién guardada en el diluyente.

Diluimos el reactivo 1: 1000 con el diluyente. Por cada placa, diluimos

12 microlitros de reactivo en 11,99 de diluyente.

Procedimiento del estudio

Un dia antes de la realizacion del ELISA, diluimos el anticuerpo en la
solucién amortiguadora. Afiadimos 100 microlitros de este anticuerpo
a todos los pocillos de la placa del set. Incubamos la placa durante
toda la noche a 4°C.

Es importante que todos los reactivos estén a temperatura ambiente
antes de ser utilizados. Es importante que todas las muestras se
procesen por duplicado o triplicado asi como es importante realizar
una curva estandard por cada estudio realizado.

Lavamos cada placa cuatro veces al menos con 300 microlitros de
amortiguador limpiador cada pocillo y secamos con papel absorbente.
Para bloquear una unién no especifica y reducir problemas, afiadimos
200 microlitros de diluyente por pocillo.

Sellamos la placa e incubamos en la centrifugadora durante una hora
a 200 rpm.

Preparamos 1.000 microlitros de la solucién standard a una
concentracion de 500 pg/ml con el diluyente. Preparamos seis dobles
series de diluciones de la dilucién standard de 500 pg/ml en tubos
separados. Tras la dilucién, las concentraciones standard de IL-2
humana son 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.3 pg/ml,
15.6 pg/ml y 7.8 pg/ml respectivamente El diluyente sirve como
muestra control (0 pg/ml). En el caso de ICAM-1 el proceso es igual,
pero las mediciones se obtuvieron en ngr/ml.

Lavamos cada placa cuatro veces con la solucién limpiadora.
Afadimos 100 microlitros de solucién standar y muestra a los pocillos.
Sellamos cada placa y la incubamos en la centrifugadora durante dos
horas.

Lavamos cada placa cuatro veces con solucion limpiadora.
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. Afiadimos 100 microlitros de solucion de anticuerpos diluidos a cada

pocillo, sellamos la placa e incubamos en la centrifugadora durante

una hora.
. Limpiamos la placa cuatro veces con solucién limpiadora.
. Afadimos 100 microlitros de reactivo a cada pocillo, sellando la placa

e incubandola en la en la centrifugadora durante 30 minutos.

. Limpiamos la placa cinco veces de forma minuciosa con solucion
limpiadora. Fue el lavado final y concienzudo para evitar errores.

. Afadimos 100 microliros de TMB (reactivo color) e incubamos en la
oscuridad durante 15-30 minutos o hasta que obtuvimos el color
deseado. Los pocillos que reaccionaron cambiaron a color azul. En
este paso no fue necesario sellar la placa.

. Detuvimos la reacciéon afladiendo la solucion de parada en cada
pocillo. En este momento cada pocillo cambié su color de azul a
amarillo.

. Se ley6 la absorcién a 450 nm en 30 minutos. Si el lector puede leer

hasta 570 nm, la lectura mejora.

La incubacion optica de las muestras depende de las condiciones del laboratorio y de

los rangos de los lectores de placas de ELISA.
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PROCESAMIENTO ICAM-1

500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

200 L Std.

e |

250 ng/ml. 50ng/mL  25ng/mL  125ng/ml 625ng/mL  3.13ng/mlL 1.56ng/mL

PROCESAMIENTO DE IL-2

500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

“ddd“

o 4iuuyl

2000 pg/mL 1000 pg/mL  500pg/mL 250 pg/ml  125pg/mL  62.5pg/mL 31.3 pg/ml
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5.2.3 METODO ESTADISTICO

Una vez descritas las caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio,
pasamos a ver la determinacion de los parametros IL-2 e ICAM-1 en sangre y bilis y su
analisis estadistico.

Se ha realizado un estudio estadistico descriptivo de las variables segun los
grupos de estudio. Se us6 para representarlos grafricamente diagramas de cajas y
bigotes.

Se realiz6 una comprobacion de los grupos de estudio mediante la H de
Kruskall-Wallis. Para las comparaciones multiples se us6 la prueba U Mann-Whitney,
aplicando la correccién de Bonferroni.

A nivel de significacion estadistica, se establecié en p< 0.05. Los datos fueron

analizados con el software IBM® SSPSR Statistics 19.

ANALISIS CURVAS ROC

La toma de decisiones clinicas es un proceso extremadamente complejo en el
gue debera finalmene ser valorada la utilidad para el manejo del paciente de cualquier
prueba diagnéstica. En este contexto, es imprescindible conocer detalladamente la
exactitud de las distintas pruebas diagndsticas que se realizan al paciente. Por este
motivo, decidimos realizar el estudio de las curvas de ROC y determinar la
sensibilidad y especificidad del analisis de IL-2R e ICAM-1 en sangre y bilis.

Generalmente, la exactitud diagnéstica se expresa como sensibilidad y
especificidad diagnésticas. La sensibilidad es la probabilidad de clasificar
correctamente a un individuo respecto a la condicion que estudia la prueba. La
especificidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo cuyo
estado real sea el definido como negativo.

Un primer grupo de métodos para construir la curva ROC lo constituyen los
llamados métodos no paramétricos. Posteriormente se procede a la eleccion de
distintos niveles de decisién o valores de corte que permiten una clasificacion de los

valores de la prueba segln sean superiores o inferiores al valor elegido.

Respecto al analisis de las curvas de ROC en nuestro estudio para la analizar
la sensibilidad y especificidad de nuestros biomarcadores, establecemos tres niveles
de corte: 1) nivel A: nivel proximo a niveles normales; 2) nivel B: nivel intermedio entre

el nivel normal y el nivel mas elevado y 3) nivel C: nivel al
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6.1 RESULTADOS EN CUANTO A LA MUESTRA

Como ya comentamos en material y métodos, en este estudio se han incluido

90 pacientes.

En la tabla posteriormente expuesta resumimos las caracteristicas de los 90
pacientes incluidos en el estudio, divididos en los tres grupos: grupo estable (16

pacientes), grupo rechazo ( 50 pacientes) y grupo complicaciones (24 pacientes).

6.1.1 VARIABLES DE ESTUDIO

* Sexo.

* Edad.

* Indicacion del Trasplante hepatico.

* Grupo sanguineo (fundamental para la compatibilidad del injerto).
* Estadio de Chid (A, B o C) pretrasplante de los pacientes.

* Grado de rechazo de los pacientes con rechazo: se divide en Grado |, Grado Il y
Grado Il

* Injerto éptimo/subdptimo.

* Tipo de anastomosis.

* Reintervenciones si/no.

* Infecciones.

* Tiempo medio de isquemia venosa (minutos).

* Tiempo medio de isquemia arterial (minutos).
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6.1.2 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

| [ RECHAZO (50) ESTABLE (16) COMPLICACIONES (24)

SEXO 26 V/ 16 9V/7H 20V/4H
EDAD 46 afios (14-61) 41 (20-56) 46 afios (32-61)

Bl @ lenrel-l | Cirrosis alcoholica: 20  Cirrosis biliar 22: 2 Cirrosis alcéholica: 10
Cirrosis VHC: 8 Cirrosis alcohdlica: 8 Cirrosis VHB: 2
FHF: 2 Ci criptogenética: 2 Ci alcoholica + VHC: 2
Cirrosis autoinmune:2  Cirrosis VHC: 2 Ci alc6holica + VHB: 4
Ci alcohdlica +VHC: 8 FHF: 2 Ci alc6h+VHB+VHC: 2
Cirrosis VHB: 4 Ci criptogenética: 2
Ci alcohdlica + VHB: 2 FHF: 2

Atresia via biliar: 2
Ci biliar primaria: 2

GRUPO A-: 2 AB+: 2 A+: 6
SANGUINEO 0+:12 0+: 6 0+:12
B+: 6 A-: 2 B: 2
A+: 28 0+: 2 A- 4
0-:2 A+: 2
B+: 2

ESTADIO CHILD Grado A: 4 Grado A: 5 Grado A: 4
Grado B: 28 Grado B: 7 Grado B: 12
Grado C: 10 Grado C: 2 Grado C: 8
GRADO Grado |: 20
Grado Ill: 16
2: - Estenosis arteria NO NO
VASCULARES hepatica

INJ SUBOPTIMO 2 NO 2 dafio preservacion
4 injerto suboptimo
2 malfuncién 12 injerto
2 Sd colostatico benigno

ANASTOMOSIS Coledoco-coledociana  Coledoco-coledociana Coledoco-coledociana en
en todos en todos todos

REINTERVENC 2 complic biliares NO 2: sangrado
4 sangrado

INFECCIONES Bacteriana: 22 Bacteriana: 11 No infecciones: 4
Bacteriana +virica: 10  Bacteriana + fungica: 2  Bacteriana: 10
Bacteriana+ fungica: 8 Bacteriana + fungica: 4
Bact+ virica+ fung: 2 Bacteriana + virica: 1
Bact+virica+fung: 2

ISQ VENOSA Media: 405 minutos Media: 420 minutos Media: 405 minutos
ISQ ARTERIAL Media: 480 minutos Media: 460 minutos Media: 453 minutos

S NO (Biopsia negativa) ~ NO (Biopsia negativa)
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6.2 OTROS PARAMETROS: DATOS ANALITICOS

Resumen del procesamiento de los casos

Vamos a mostrar los resultados tras el estudio estadistico de los distintos parametros
estudiados y utilizados en la practica clinica habitual: inhibidores de calcineurina,
bilirrubina, GOT, GPT, GGT, ALP y colinesterasa en los tres grupos: grupo estable,
grupo rechazo y grupo complicaciones.

Las variables estudiadas son: Media, Error tipico de la media, Intervalo de confianza al
95%(Limite superior y limite inferior), Media recortada al 5%, Mediana, Varianza y

Desviacion tipica.

6.2.1 Descriptivos
| INHIBIDORES DE CALCINEURINA ESTADISTICOS

ESTABLE
T 1 494,63
Error tipico delamedia ..ooeeeeeiiiiiiiii s 97,83
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ....cieeevviieeviinenns 279,30
Limite SUPErior .c.ovcveveeveceeenens. 709,96
Media recortada al 5% ...cvvveeeiiieseriisrrisnrrisnsrsinnsssinnsesnnns 469,20
/=T = 1 1= 389,65
R 2= U = 1o 14 N 114854,49
Desviacion tipiCa = .ievvieiirririrrr 338,65
RECHAZO
1Y/ =T = 508,40
Error tipicode lamedia .cccoevieiiiiiiiiii i e e 56,14
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior....ccvocvvviveennen. 394,17
Limite superior....cccecveevevennns. 622,64
Media recortada al 5% ...uiviciiiiiiiiesriiiiiriiansriiseraannenn 491,22
/Yo =Y 1 - 457,80
R 2= U =12 14 107191,42
Desviacion tipiCa = .ivveveieiiirririrre e 327,40
COMPLICACIONES
YT 1= 590,75
Error tipicodelamedia .ccccvveiiiiiiiiii i e e e 146,79
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvocevvieeennnn.. 243,64
Limite SUpPerior ...ccceveeeevaenennns. 937,85
Media recortada al 5% ...iveeeiiiesiiiieriiieerisnserssnsrsnnsrrnnnsssnns 581,50
/T = 1 =S 507,50
RV 2= U = 12 14 172381,3
DesVIacion tipiCa  ciiiiiciieiireriararanrannraranrraeraranaarnnanens 415,18
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‘ BILIRRUBINA ESTADISTICOS

ESTABLE
1Y/ =Y o 1= 2,58
Error tipicode lamedia ..cocvieiiiiiiiiiic i e 21
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....cccevviieviinnennns. 2,11
Limite SUPErior ..vcveveeieeeaeeeeeann. 3,05
Media recortada al 5% ...iivieciviieiiiisriinsiiiinsrssssrnsnssrnnnssnnss 2,58
/T = 1 1= 2,50
2= U = U a 4 ,55
Desviacion tipiCa = oo e 74
RECHAZO
=T 1 20,46
Error tipicode lamedia .ccccevveiiiiiiiiii e e e e 2,6
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvveevvieeeennnn.. 15,11
Limite SsUperior....cceveveevaenennnn.. 25,80
Media recortada al 5% ...iiviciiiiieiiieeiiiiiansriissriinsraanrenn 18,95
/T =Y 1 = 15,50
RV 2= U= 1o 14 264,46
Desviacion tipiCa = cvereiiee e e 16,26
COMPLICACIONES
1= o 7= 10,66
Error tipicode lamedia .ccccevveiiiiiiiiiii i e e e e 2,01
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvceevvvieeennnn.. 14,83
Limite SUperior .....ceveeeevaenennnn. 9,68
Media recortada al 5% ...iveeiiiieiiiieriiaserisnssisnsrsnnsrinnnssnnns 7,26
/T =Y 1 1= 97,45
RV 2= U= 1 a 4 9,87
DEeSVIACiON tIPICA  wuvierereiniinnieieinnnrnrrnerieraenranrnrnrnrnens 2,87
\ GOT ESTADISTICOS
ESTABLE
=T 1 17,50
Error tipico delamedia ..oocoeeeromiiiiii e 1,33
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....cccevvvivvinneenns. 14,56
Limite SUPerior ....cocveveevvcenaenens. 20,43
Media recortada al 5% ...uiviciiiiieiiieeiiiiiieriiserarsrraneenn 17,33
/=T =Y 1 = 16,50
RV 2= - o 12 21,36
Desviacion tipiCa = i e 4,62
RECHAZO
=T 1 98,94
Error tipico delamedia «.oov e 73,03
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....c.ceevvveeeennnn.. 124,85
Limite superior...c.ccvecveevennenn.. 93,71
Media recortada al 5% ...uiviciiiiiiiiesiiiriiansriinseriinsriannnenn 61,00
/Yo =Y 1 = 6212,80
AV 2= U =1 a 14 S 78,82
DesviaCion tipiCa .ivveiereirirrrirsrrr s 13,00
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COMPLICACIONES
Media

...................................................... 110,00
Error tipico delamedia «.ooeeeeeiiiiiie e 34,09
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior....ccccvvveivvinnennns 39,47

Limite SUPEerior ...cveveveeveenennns. 180,52
Media recortada al 5% ...iveceiiiiciiiieriissriisrisssrinnserinnraann. 85,55
/T = 1 1= S 57,00
AV 2= U= 1o 14 27893,73
DesVIacion tiPiCa  ciiiiiciieeicieriararaeraenraeanrraeraranaarananens 167,01
\ GPT ESTADISTICOS
ESTABLE
T 1= 45,66
Error tipicode lamedia ..cvccviiiiiiiiii i e 451
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ....ciieevvieeiviinenns 35,72
Limite SUPErior .cvvecveveeveceeeaene. 55,61
Media recortada al 5% ....vvieeiviirriiierrisnsrsinnsrsinnressnssennnens 45,51
/=T = 1 = 44,50
AV 2= U = 1o 4 244,97
Desviacion tipiCa = .ieivieiiirrrrrrrr e 15,65
RECHAZO
=T 1 - 202,21
Error tipicode lamedia .ccccevveiiiiiiiii i e e e 30,74
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cuveevviieevnnn... 139,90
Limite SUperior....cceveeeeeeenennnn.. 264,51
Media recortada al 5% ...uvviciiiiiiiiesiiiiiansriissriinsraaneenn 188,06
/T =Y 1 = 135,00
RV 2= U = 1o 14 35931,19
DesviaCion tipiCa = .ivveveierrirrirre e 189,55
COMPLICACIONES
1Y/ =T = 268,08
Error tipicode lamedia .cccceviiiiiiiiiiii i e e e 68,25
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior...cccccvvvesviinernnns 126,88
Limite superior ...ceevevecviennenn. 409,27
Media recortada al 5% ...iveceiiieciiiieeriiseriinsrinnssrinnserinnraann. 225,70
/T = 1 - 137,50
AV 2= U= 1o 14 111807,55
Desviacion tipiCa  ciiiiiciieiiieriaraianraeinraeanraraeraranaarnnanens 334,37
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GGT ESTADISTICOS
ESTABLE
T 1 - 72,83
Error tipico delamedia ..ooeeeeerieiiiiiaii e e 11,35
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ....cvecevvieeiviinenns 47,84
Limite SUPEerior ...cecveeeevvceeennns. 97,81
Media recortada al 5% ....vvveeiiiieeriiirriiserrissrsinnsssinnsesnnnss 70,72
/=T = 1 1= 72,50
AV 2= U = 1o 4 S 1546,33
Desviacion tipiCa ceiiiiririrere e e 39,32
RECHAZO
=T 1 269,84
Error tipicode lamedia ..cccevviiiiiiiiiii i e 28,02
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior....ccvecvvviveennen. 213,05
Limite superior....cccecveveennenens. 326,63
Media recortada al 5% ...cvvieeiiiiessiiirriisrsinnsrsinnssssnnsennnnns 256,54
/=T = 1 = 231,00
R 2= U =12 14 29852,24
Desviacion tipiCa cveeiiiee e e e 172,77
COMPLICACIONES
1Y/ =T = 196,63
Error tipicode lamedia .ccccvveiiiiiiiiiii i e e e 35,21
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvcevvvieernnnn.. 123,41
Limite SUperior ...ccceveeeevaenennnn. 269,86
Media recortada al 5% ...iveeiiiiesiiiieiiineerisnseisnsrennsrinnnssnnns 186,81
/T = 1 1= S 142,00
RV 2= U= 1o 14 27276,24
Desviacion tipiCa  ciiiiiiiieiiciieiararaeraenraranrnaerarannanananens 165,15
\ ALP ESTADISTICOS
ESTABLE
=T 1 - 169,33
Error tipicode lamedia ..cvccviiiiiiiiii i e 24,31
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ....cioeevvieeiviinnnns 115,82
Limite SUPErior .uoeecveeeeieeeaenens 222,84
Media recortada al 5% ...cvvveeeiiieeeriiriiissrrinsssinnsssinnsennnnss 168,31
/T = 1 = 175,50
R 2= U =12 14 7092,97
Desviacion tipiCa = i e e 84,21
RECHAZO
=T 1 323,73
Error tipico delamedia «.ooveee i 20,63
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior....ccvcevvvvvinnne.. 281,93
Limite superior....cccecveveennenen.. 365,54
Media recortada al 5% ...civveeeiiieeriiiriiisrsinnsssinnrssnnssannnens 319,15
/T = 1 = 310,00
R 2= U = 1o 14 16177,49
Desviacion tipiCa cveriiiee e e e aas 127,19
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COMPLICACIONES
YT 1= 357,08
Error tipico delamedia «.ooeeeeeiiiiiiieee e 43,03
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....ccvcevviieernnnn.. 268,06
Limite SUPEerior ...ccveveeeevaenennns. 446,09
Media recortada al 5% ...iveeeiiieeiiiieriiieerisnsirsnsrennsrrennssnnns 346,09
/T = 1 1= S 254,00
AV 2= U= 1 a 14 44438,68
DEeSVIACIiON tIPICA wuvierereiuiinnieinnneinrrnrreraenennnernrnrnas 210,80
COLINESTERASA ESTADISTICOS
ESTABLE
=T 1 3876,00
Error tipicode lamedia ..cocvieiiiiiiiiii i e 238,21
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....cccevviievvinneenns. 3351,68
Limite SUPErior .cvveecveveeieceaenene. 4400,31
Media recortada al 5% ...uvviciiiiiiiiesriiiiiriiansriirraaneenn 3869,94
/T 1= 1 = 4040,00
AV 2= U= 1o 14 680973,45
Desviacion tipiCa = v e 825,21
RECHAZO
=T 1 3637,05
Error tipico delamedia «.ooveeeeiiiiiiiee e 194,50
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvoeevvieeeennnn.. 3242,94
Limite superior....cccecveeeevuenen.. 4031,16
Media recortada al 5% ...civieeeiiieesiiirriinsrsinnsrssnnrissnssennnens 3616,72
/=T = 1 =, 3534,00
R 2= U =12 14 1437650,64
Desviacion tipiCa cveiiieee e eaas 1199,02
COMPLICACIONES
1Y/ =T = 4061,83
Error tipico delamedia «.ooeeeee i 275,54
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior...cccccvvviiviinnennns 3491,82
Limite superior ...cceveeeeveenennnn. 4631,84
Media recortada al 5% ...ivccvviieiiiieeriitiiiinsrinnsrrinnsisinnsannns 4056,59
/=T = 1 = 3731,00
AV 2= U= 1 a 14 1822209,53
DESVIACION tIPICA  wveversreruieneinininrreeerennnnrnnnrncraenens 1349,89
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6.2.2 Diagrama de cajas de la distribucion de los tres grupos
para la LOS INHIBIDORES DE CALCINEURINA Y LA
BILIRRUBINA
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6.2.3 Diagrama de cajas de la distribucion de los tres grupos
parala GOTy la GPT
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6.2.4 Diagrama de cajas de la distribucion de los tres grupos
para GGTy ALP
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6.2.5 Diagrama de cajas de la distribucion de los tres grupos
parala COLINESTERASA
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6.2.6 DIAGRAMAS DE BARRAS DE LOS DISTINTOS
PARAMETROS
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6.2.7 RESUMEN MEDIA EN LOS TRES GRUPOS 10° DIA

Media ESTABLE RECHAZO COMPLICACIONES

Bilirrubina 2,58 mg/dl 20,46 mg/dl 10,66 mg/dl

GOT 17,50 Ul 98,94 Ul/ 110,00 UI/

GPT 45,66 Ul/I 202,21 Ui 268,08 Ul

GGT 72,83 Ul 269,84 Ul 196,63 U/

ALP 169, 33 U/l 323,73 U/l 357,08 U/I
Colinesterasa 3876,00 U/ml 3637,05 U/ml 4061 U/ml

Inh calcineurina 494,63 ngr/cc 508.40 ngr/cc 590,75 ngr/cc

Hemos representado mediante diagrama de cajas, diagrama de barras y tabla,
la media de bilirrubina, GOT, GPT, GGT, ALP, colinestersa e inhibidores de

calcineurina en el 10° dia postoperatorio, poniendo de manifiesto las diferencias entre

los tres grupos de pacientes incluidos en este estudio: pacientes estables, pacientes

con rechazo y pacientes con complicaciones diferentes de rechazo.
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6.2.8 PRUEBAS NO PARAMETRICAS

Prueba de Kruskal-Wallis

Estadisticos de contraste

ICNI BR GOT GPT GGT ALP
Chi-cuadrado |,349 36,263 (22,477 14,877 (17,496 [12,064
Gl 2 2 2 2 2 2
Sig. asintét. |,840 ,000 ,000 ,001 ,000 ,002

Prueba de Mann-Whitney . SIG SI P<0.025. PRUEBA DE BONFERRONI

Estadisticos de contraste®

IBR GOT GPT GGT ALP
|U de Mann-Whitney ],000 44 000 [88,000 44,000 [72,000
W de Wilcoxon 78,000 122,000 (166,000 122,000 [150,000
Z -5,182 -4,183 -3,183 -4,183 -3,546
Sig. asintot.],000 ,000 ,001 ,000 ,000
(bilateral)

Es importante analizar los parametros arriba descritos. La determinacion es la
correspondiente al 10° dia postoperatorio. Se eligi6 este dia porque suele
corresponder con el dia del rechazo en este grupo o en el de complicaciones si estas
han aparecido. Hay una elevacion de todas las enzimas hepaticas y de la bilirrubina en
el grupo rechazo y en el grupo complicaciones estadisticamente significativa.
Bilirrubina en el grupo rechazo, GOT en el grupo complicaciones, GPT en el grupo
complicaciones, GGT en el grupo rechazo y ALP en el grupo complicaciones.

La colinesterasa mantiene niveles normales en los tres grupos. Este dato se
puede relacionar con una buena funcién del injerto. Pese al rechazo y a las distintas
complicaciones en el grupo rechazo y grupo complicaciones, el tratamiento es el
adecuado, no afectandose la funcion hepatica.

Los niveles de inhibidores de calcineurina son iguales en los tres grupos,
aportando homogeneidad a la muestra.

Observando los datos obtenidos podemos afirmar que los tres grupos son
homogéneos, asimismo, en cuanto a sexo, edad, indicacion TOH, grupo sanguineo,

estadio Child, técnica quirargica y tiempo de isquemia.
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6.3 RESULTADOS DE IL-2R EN SANGRE

Resumen del procesamiento de los casos

Los niveles normales de IL-2R son de 100 + 50 pm/I

Vamos a mostrar tras el estudio estadistico los resultados del andlisis de IL-2
en sangre en los dias 1, 5, 10, 15y 20.

Las variables estudiadas son: Media, Error tipico de la media, Intervalo de
confianza al 95% (Limite superior y limite inferior), Media recortada al 5%, Mediana,

Varianza y Desviacion tipica.

6.3.1 DESCRIPTIVOS

\ siL-2R 1 ESTADISTICOS

ESTABLE
1T 1 234,71
Error tipicode lamedia ..ccecvviiiiioiioicic i 27,32
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ....ccvecvvieriiiineenn.. 176,47

Limite superior ..cocevievierianiannnnn.. 292,95

Media recortada al 5% ...iivieiiiiieriiiseriinssiisnnisssssrnsnssrnnnsennss 233,12
/LT 1= 1 = 197,35
2= U = 1o 12 11945,52
Desviacion tipiCa ccveeiii i e 109,29

RECHAZO
1Y/ =T = 251,16
Error tipicode lamedia .ccccevieiiiiiiiiicicicee e 31,44
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior....cuvecvvvieeeiinnens 187,66

Limite superior...ccccvvevecvevacnen. 314,66

Media recortada al 5% ...iivieciiiiiiiasriinnsiisnsrssnssrssnssrnnnsrnnss 227,54
=T = 1 1= 185,00
2= U =1 a 4= 41522 .47
Desviacion tipiCa = ceiorieieieriirerer e e 203,77

COMPLICACIONES
T 1N 211,37
Error tipicode lamedia .cccoevieiiiiiiiii i e e e 72,52
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior...cucccvvieiviieernnnn.. 39,88

Limite superior ..ccveeveevevinicnnens 382,86

Media recortada al 5% ...ivieviveeiiiinriiisriinssrisnssrsnsrssnsrenncenn 209,44
/=T =Y 1 1= 194,00
R 2= U =12 12 42074,48
DesViacion tiPiCa  ciiiiiiiciericiireciianeaeanaaranan e rnrarnarananeaes 205,12
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sIL-2R 5 ESTADISTICOS

ESTABLE
1Y/ =T = 239,00
Error tipico delamedia ..ooeoeeereeiiiiii s 16,56
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ....c.eocevveeerveieenns 203,70
Limite SUPEerior .c.cecveeeevvceienens. 274,30
Media recortada al 5% ....vvieeiiiieeriiirriisrrinsssinnrssinssannnens 240,77
/=T = 1 = 232,00
AV 2= U = 1o 4= 4388,53
Desviacion tipiCa = ceioriiririrerer e e e 66,24
RECHAZO
=T 1 462,48
Error tipicode lamedia .cccevieiiiiiiiiii i e e 33,82
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvceevvieeeennnn.. 394,17
Limite SsUperior....cceveveeveenennnn.. 530,80
Media recortada al 5% ...uiviciiiiieiiiensiiiriiansriiseriinsraaneenn 456,85
/=T =Y 1 = 438,00
RV 2= U = 1o 14 48062,08
Desviacion tipiCa cveriieee e e 219,23
COMPLICACIONES
1Y/ =T = 213,30
Error tipico delamedia «.ooeeeeiiiiiieeiee e 87,55
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvoeevvieeennnnn.. 6,27
Limite SUperior .....ccveveevevcennnn.. 420,32
Media recortada al 5% ...iveeeiiiesiiiieriiieeriinserssnsrennsrrnnnssenns 203,75
/T =Y 1 1= S 127,35
RV 2= U= 1o 14 61321,13
DEeSVIACION tIPICA  veveiureenienieiniincreenenennnnrnnrnsraenens 247,63
\ sIL-2R 10 ESTADISTICOS
ESTABLE
1Y/ =T = 289,14
Error tipico delamedia ..covoeeeiiiieii i 24,80
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ....cciecevviieiviinenns 236,26
Limite SUPerior .c..cecveveevvcennennns. 342,01
Media recortada al 5% ...uiviciiiiiiiiesiiiiiansriinssriinsrannnsenn 292,99
/T =Y 1 = 318,00
AV 2= U = 1o 4= 9847,04
Desviacion tipiCa = oo e 99,23
RECHAZO
Media e 527,23
Error tipicode lamedia .cccceviiiiiiiiiiii i e e e 37,00
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....c.ccevvieeeennnn.. 452,50
Limite superior....cceveeeeveenennnn.. 601,95
Media recortada al 5% ...uiviciiiiiiiiesiiiiiansriisrriinrraanneenn 520,14
/=T = 1 - 520,00
2= U =12 4 P 57503,40
DesviaCion tipiCa = .iiveveieiiiirrire e 239,79
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COMPLICACIONES

1Y/ =T =, 295,65
Error tipicode lamedia .cccovveiiiiiiiiiii e e e e e 114,11
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvoeevvieeennen.. 25,80
Limite SUperior ....ocveveevevcennn.. 565,49
Media recortada al 5% ...iveeeiiieiiiieriiieerisnseisnsrennssinnnssnnns 283,61
/T = 1 1= 187,30
2= U = U a 4 104180,99
DESVIACION tIPICA evueeeeieeeimieeeeaeaeeaeamsaeamrmeaneraeaeannnens 322,77
\ sIL-2R 15 ESTADISTICOS
ESTABLE
=T 1 - 260,42
Error tipico delamedia ..oooeeieeimiiiii e 20,95
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....cccevviivvinneenns. 215,76
Limite SUPErior .cvcveveeeeeeeieneeann. 305,09
Media recortada al 5% ...iivieiivieeriiansriinnsiisnsrssassrnsnssrnnnssnnss 259,42
/LT = 1 1= 266,71
2= U =12 2 7025,56
Desviacion tipiCa v e e 83,81
RECHAZO
1Y/ =T = 435,65
Error tipico delamedia ..ooveee i e 39,95
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior....cveevvvieeiiinnnnns 354,95
Limite sUperior....cccveveevaveenaenens 516,34
Media recortada al 5% ...iivieciiiieriiiseriinnsriinnsissnsrsssssnnnsennss 421,18
/LT =Y 1 = 382,00
2= U = 1o 2 67056,61
DesviaCion tipiCa = .iiveveieiriririrrr e 258,95
COMPLICACIONES
YT 1 281,70
Error tipico delamedia ..o 115,33
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvveevvveeennnn.. 8,97
Limite superior ...cveevevecvannenn. 554,42
Media recortada al 5% ...ivcciiiieiiiieeiiiriiiinsrisnssrinnsisinnraanns 267,30
/T = 1 1= 152,10
RV 2= U= 1o 14 106416,92
DesVvIiacion tiPiCa = ciiiiiciciericieriaraiaeearnmraeamrranraraeaarananens 326,21

121




slL-2R 20 ESTADISTICOS
ESTABLE
1Y/ =T = 232,57
Error tipicode lamedia ..cvcviiiiiiiiii i e 21,13
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ....cvecevvieerviinenns 187,51
Limite SUPerior ...cecveveevveennennns. 277,62
Media recortada al 5% ...vvviciiiieeiiiiiiiiiansriiserainsranneenn 233,02
/=T = 1 = 213,28
RV 2= U= 1o 14 N 7149,02
Desviacion tipiCa = .ievvieiiirrirrr e 84,55
RECHAZO
=T 1 331,85
Error tipicode lamedia .ccccevviiiiiiiiiii i e e e e 25,41
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvveevvvieeennnn.. 280,52
Limite superior...ccccvecvevennenn.. 383,17
Media recortada al 5% ...uiviciiiiiiiieeiiiiiineriiseriinsrianeenn 322,17
/T = 1 = 309,00
A 2= U =12 2 27131,63
Desviacion tipiCa coiericiierirere e e e e s 164,71
COMPLICACIONES
1Y/ =T = 346,50
Error tipico delamedia ..oovveeiiiiiiiiei e 148,95
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior...cccccvvveeviinnrnnns -5,73
Limite SsUperior .....ceveeeevaenennnn. 698,73
Media recortada al 5% ...iveciiiiiciiiieeriiseriinrrisnsriinnsrrinnraann. 329,60
Y=o = £ 1= 194,40
RV 2= U= 1o 14 177512,08
Desviacion tipiCa  woiiiiiiiiiiiiiiiiiariia e raraeaeaens 421,32

6.3.2 RESUMEN MEDIA EN LOS TRES GRUPOS POR DIA

Media ESTABLE RECHAZO COMPLICACIONES
Dia 1 234,71 pm/l 251,16 pm/I 211,37 pm/l
Dia 5 239,00 pm/I 462,48 pm/l 213,30 pm/l
Dia 10 289,14 pm/I 527,23 pm/l 295,65 pm/I
Dia 15 260,42 pm/I 435,65 pm/I 281,70 pm/l
Dia 20 323,57 pm/l 331,85 pm/I 346,50 pm/I

Resumen de las medias de slL-2R por dia en los tres grupos, evidenciando las
diferencias estadisticamente significativas.
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6.3.3 REPRESENTACION DE LOS DISTINTOS GRUPOS. MEDIA
IL-2 EN LOS TRES GRUPOS
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6.3.4 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 1Y SU CURVA DE ROC.
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6.3.5 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL

DIA 5Y SU CURVA DE ROC
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6.3.6 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 10 Y SU CURVA DE ROC.
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.
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6.3.7 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 15 Y SU CURVA DE ROC.
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6.3.8 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 20 Y SU CURVA DE ROC.

IL-2R 20

Curva COR
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.
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6.3.9 PRUEBAS NO PARAMETRICAS

Prueba de Kruskal-Wallis

Estadisticos de contraste

sIL_ 2R 1 |sIL_2R 5 [sIL 2R 10 |sIL_2R_15 |sIL_2R 20
Chi-cuadrado |,849 21,056 15,373 7,092 4,008
Gl 2 2 2 2 2
Sig. asintot. |,654 ,000 ,000 ,029 ,135

Prueba de Mann-Whitney:

CORRECION DE BONFERRONI

SIGNIFICATIVO Sl P<0.025

Estadisticos de contraste

Y SERA

SIL-2R 5 [sIL-2R 10 [sIL-2R 15
|U de Mann-Whitney 92,000 122,000 208,000
W de Wilcoxon 228,000 [258,000 344,000
VA -4,249 -3,725 -2,228
Sig. asint6t.|,000 ,000 ,026
(bilateral)

Tras el andlisis de datos arriba expuestos sobre la IL-2 en suero, observamos que los
niveles de IL-2 en suero aparecen elevados en los tres grupos: estable, rechazo y
complicaciones y en todas las determinaciones: 1° dia, 5° dia, 10° dia, 15° dia y 20°
dia postrasplante.

Los niveles son mas elevados en el grupo rechazo respecto a los otros grupos,
gue mantienen entre ellos niveles similares.

Como se ha evidenciado, al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05) y la
(test Mann-Whitney) (p<0.025),
estadisticamente significativa los dias 5 (p<.000), 10 (p< .000) y 15 (p< .026).

Correccion de Bonferroni esta elevacion es
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6.3.10 CURVAS ROC

IL-2R

Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sIL-2R 1

Intervalo de confianzal
Sig. asintoético al 95%
asintotic Limite
Area Error tip.? a” Limite inferior [superior
,674 ,057 ,030 ,561 ,786

Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:slL-2R 5

Intervalo de confianzal
Sig. asintotico al 95%
Area Error tip.® |asintética® Limite inferior |Limite superior
,664 ,055 ,041 ,657 72
Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sIL-2R 10
Intervalo de confianzal
asintético al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior [superior
,648 ,055 ,065 ,539 757

Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sIL-2R 15

Intervalo de confianza asintético all

Sig. 95%
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior |Limite superior
,563 ,063 ,445 ,440 ,685

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste:sIL-2R 20

Intervalo de confianzal
Sig. asintoético al 95%
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior [Limite superior
,648 ,069 ,077 ,512 ,783
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Respecto a las curvas de ROC, podemos considerar que hemos obtenido

significacion asintdtica los dias 1 (p< .030), 5 (p< .041), 10 (.065) y 20 (p<0.77),
aunque los valores sean algo mayor que 0.05.

Hemos analizado la sensibilidad y especificidad para cada uno de estos dias.

Debemos recordar que los niveles normales son: 100 + 50 pm/ .

Aplicando el protocolo descrito en material y métodos de establecer un nivel A,

nivel B y nivel C, segln las determinaciones obtenidas en el marcador...

Segun las determinacién obtenidas:

DIA NIVEL SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD

DIA 1 A) 101,5 pm/I 100% 42%
B) 234,56 pm/I 50% 70%
DIA 5 A) 222,50 pm/l 71,4% 38%
B) 303,50 pm/I 57,1% 88%

C) 410,00 pm/l 42,9% 100%

DIA 10 A) 257,07 pm/l 70,4% 25%
B) 363,50 pm/l 60,00% 75%

C) 514,50 pm/l 42,90% 100%

DIA 20 A) 208,50 pm/| 72% 50%
B) 328,42 pm/| 42% 75%

C) 420,00 pm/| 24% 100%

1) nivel A: nivel proximo a niveles normales; 2) nivel B: nivel intermedio entre el nivel normal y el nivel mas
elevado y 3) nivel C: nivel alto
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6.4 RESULTADOS DE IL-2R EN BILIS

Resumen del procesamiento de los casos

Los valores normales de IL-2R son de 100 + 50 pm/I

Vamos a mostrar tras el estudio estadistico, los resultados del andalisis e IL-2 en bilis
enlosdias 1, 5, 10, 15y 20.

Las variables estudiadas son: Media, Error tipico de la media, Intervalo de confianza al

95% (Limite superior y limite inferior), Media recortada al 5%, Mediana, Varianza y
Desviacion tipica.

6.4.1 DESCRIPTIVOS

IL-2R bilis 1 ESTADISTICOS
ESTABLE
=Y o |- 28,45
Error tipico delamedia ..ocvcviiiciiiiiciii i 5,82
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ......cccevvvieevnnnn.. 14,69
Limite superior ...cveveevecviviannen. 42,22
Media recortada al 5% ...cvvvieeriieseriieriinerrinsssinnsssinnsennness 27,57
/T = 1 = 20,50
R 2= U =12 14 271,02
Desviacion tipiCa = .ovveveieirierrrre e 16,46
RECHAZO
=T 1 12,10
Error tipicodelamedia .ccccevveiiiiiiiiii i e e e 4,31
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....c.ceevvvieeennnn.. 3,06
Limite superior...ccccvecveevnennnn.. 21,13
Media recortada al 5% ...iiviciiiiieiiiesiiiriiansriisrriinrrannneenn 9,88
/=T = 1 - 6,00
AV 2= U = 1o 4= 372,30
Desviacion tipiCa = ceveieieee i e e 19,29
COMPLICACIONES
1= o 7= 5,66
Error tipico delamedia «.ooveeeiiiiiiee e 3,58
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvveevvveeennn... -3,54
Limite SUPerior ....cocveveeveveennn.. 14,87
Media recortada al 5% ...iieeeiiieeiiiieriiieeriinserssnsrsnnsrrnnnssenns 5,35
/T = 1 =S ,00
AV 2= U =1 a 14 77,06
DESVIACION tIPICA evuueeeieeeeimiaeeieaeeaeamsaeamrnnanearaeaaennanens 8,77
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IL-2 bilis 5 ESTADISTICOS |

ESTABLE
=T 1 7,83
Error tipico delamedia ..oocoeieimiiiiiiii e 2,85
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ....cioeevvieeiviinenns 1,07
Limite SUPErior .cvoeecveveeieceeenene. 14,59
Media recortada al 5% ...iiviciiiiieiiiansiiiiiansriissriinrraanneenn 7,57
=T = 1 = 5,50
RV 2= U = 1o 14 66,40
Desviacion tipiCa = .ievvieiiiririrrer 8,08
RECHAZO
1Y/ =Y |- 53,30
Error tipico delamedia ..o 18,63
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvoeevvieevnnnn.. 14,29
Limite superior....cceveeeevaenennnn.. 92,30
Media recortada al 5% ...iivicviiiieiiiesiiiiiansriissriinsraanneean 45,88
/T = 1 1= 12,50
2= U = 1o 4= 6946,74
DesviaCion tipiCa = .ouveveieiiiirrirre e 83,34
IL-2 bilis 10 ESTADISTICOS \
ESTABLE
=T 1 - 3,70
Error tipicode lamedia ..cocvieiiiiiiiiiii i e 1,23
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....cccevvvivvineenns. 77
Limite SUPErior .cvvveveeeeeeiereeann. 6,63
Media recortada al 5% ...uiviciiiiiriiisriiiiins i sriinssraneenn 3,61
/T = 1 - 2,91
[ 2= U = 1o 12 12,29
Desviacion tipiCa .iivierrirrirrer e e 3,50
RECHAZO
=T 1= 31,30
Error tipico delamedia «.ooveeeeiiiiiiee e 15,86
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvvcevvvieeennnn.. -1,90
Limite sUperior....cceveeeeeaenennnn.. 64,50
Media recortada al 5% ...uvviciiiiiiiiesiiiiianariissriinsraanneenn 21,61
/T =Y 1 = 8,50
RV 2= U = 1o 14 5035,16
DesviaCion tipiCa = .iveviierriiirieirrre e 70,95
COMPLICACIONES
1= o 7= 2,00
Error tipicode lamedia .ccccvieiiiiiiiiii i e e e e 1,26
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....c.vcevviieeennnn.. -1,25
Limite SUperior .....ccveveeveveennnn.. 5,25
Media recortada al 5% ...iveeeiiieiiiieiiiieeriinsersnsrennssrnnnssenns 1,88
/T =Y 1 = S ,00
RV 2= U= 1o 14 9,60
DEeSVIaCiON tiPICA  wuvverereiuiennieinininrireeienennrennrnrrnens 3,09
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IL-2R bilis 15 ESTADISTICOS |

ESTABLE
1YY 1= 1,70
Error tipicode lamedia ..cocvieiiiiiiiiiie i e 77
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....cccevvvivvinneenns. -12
Limite SUPErior .ovcveeeeeeeeaeeeann. 3,5
Media recortada al 5% ...uivieiiiiieriiiseriinssiisnnisssssrssnssrnnnssnnss 1,6
/LT = 1 = ,90
[V 2= = o 1.2 4,76
Desviacion tipiCa v e 2,18
RECHAZO
=T 1 - 46,30
Error tipicodelamedia .ccccevviiiiiiiiiiii e e e e 25,61
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....c.vcevviieevnnnn.. -7,31
Limite sUperior....cceveveeveenennnn.. 99,91
Media recortada al 5% ...uiviciiiiiiiiesriiiiineriiseriirrraneenn 30,38
/Yo =Y 1 - 4,50
RV 2= - o 12 13121,48
Desviacion tipiCa .ivvererrirririrrre e 114,54
IL-2R bilis 20 ESTADISTICOS \
ESTABLE
=T 1 - 3,00
Error tipico delamedia ..ooooeeeiniiiiie e ,70
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....cccevvviivvinneenns. 1,32
Limite SUPErior .cvvecveveeveceaenene. 4,67
Media recortada al 5% ...uiviciiiiiiiiisiiiiiansriissriinsrraneenn 3,05
/=T = 1 = 3,50
V2= - o 12 4,00
Desviacion tipiCa = .ievvieiiirirrrrr e 2,00
RECHAZO
=Y o = 3,90
Error tipicode lamedia ..cccevveiiiiiiiiiii i e e e 1,89
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvveevviieeennn... -,06
Limite sUperior...ccceveeveeeenennnn.. 7,86
Media recortada al 5% ...uiviciiiiiiiiiisriiiiineriissrainsrransenn. 2,83
/Yo =Y 1 - ,00
RV 2= - o 12 71,67
Desviacion tipiCa = .iveviierrieirieirr e 8,46
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6.4.2 DIAGRAMA DE CAJAS DE LAMEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 1Y SU CURVA DE ROC.
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.
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6.4.3 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 5Y SU CURVA DE ROC.
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6.4.4 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 10 Y SU CURVA DE ROC.
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.
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6.4.5 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 15 Y SU CURVA DE ROC.
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.
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6.4.6 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 20 Y SU CURVA DE ROC.

IL-2R bilis 20
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.
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6.4.7 RESUMEN MEDIA EN LOS TRES GRUPOS POR DIA

Media ESTABLE RECHAZO COMPLICACIONES
Dia 1 28,4575 pm/l 12,1000 pm/I 5,6667
Dia 5 7,8325 pm/l 53,3000 pm/I
Dia 10 3,7075 pm/l 31,3000 pm/I 2,0000
Dia 15 1,7000 pml/I 46,3000 pm/I
Dia 20 3,0000 pm/I 3,9000 pm/I

Resumen de las medias de IL-2R en bilis por dia en los tres grupos, evidenciando las

diferencias, siendo estadisticamente significativa el dia 5.
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6.4.8 PRUEBAS NO PARAMETRICAS

Prueba de Kruskal-Wallis

Estadisticos de contraste

IL-2Rbilis 5 |IL-2Rbilis 10
Chi-cuadrado |10,767 2,581
Gl 2 2
Sig. asintét. ],005 ,275

Prueba de Mann-Whitney-CORRECION DE BONFERRONI Y SERA
SIGNIFICATIVO SI P<0.025

Estadisticos de contraste

IL-2Rbilis 5
|U de Mann-Whitney 28,000
\W de Wilcoxon 238,000
Z -2,682

Sig. asint6t. (bilateral) |,007
Sig. exacta [2*(Sig.|,007%
Junilateral)]

Segun los resultados de IL-2 en bilis arriba expuestos, lo primero que llama la
atencién es los niveles tan bajos obtenidos de este parametro (los niveles normales
son 100 + 50 pm/l), no llegando a limites inferiores.

Sin embargo, dentro del rango obtenido, los niveles mas elevados se
encuentran en el grupo rechazo respecto a los otros dos grupos: estable y
complicaciones. Este aumento es mas evidente los dias 5, 10 y 15.

Aplicando la prueba de Kruskal-Wallis (p< 0.05) y la correccion de Bonferroni
(test Mann-Whitnney) (p<0.025) este aumento sbélo es significativamente

estadisticamente en el 5° dia (p<0.007)
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6.4.9 CURVAS ROC IL-2R BILIS

Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sIL-2R 1

Intervalo de confianzal
asintoético al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior [superior
.664 .055 .041 .557 772

Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sIL-2R 5

Intervalo de confianzal
asintoético al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior [superior
.674 .057 .030 .561 .786
Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sIL-2R 10
Intervalo de confianzal
asintético al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.® |asintética® Limite inferior [superior
,648 ,055 ,065 ,539 757
Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sIL-2R 15
Intervalo de confianzal
asintoético al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior [superior
,563 ,063 ,445 ,440 ,685

Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sIL-2R 20

Intervalo de confianzal
asintotico al 95%

) Sig. Limite
Area Error tip.® |asintética® Limite inferior [superior
,648 ,069 ,077 ,512 ,783
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Respecto alas curvas de ROC, podemos considerar que hemos obtenido

significacion asintética los dias 1 (p<,041), 5 (p< ,030), 10 (p< ,065) y 20 (p<,077),

aungue los valores superan ligeramente los preceptivos (p<,05)

Hemos analizado la sensibilidad y especificidad para cada uno de estos dias.

Recordar que los niveles normales son: 100 + 50 pm/ I

Aplicando el protocolo descrito en material y métodos de establecer un nivel A,

nivel B y nivel C, segun las determinaciones obtenidas en el marcador.

Segun las determinacion obtenidas:

DIA NIVEL SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
DIA 1 A) 17,41 pm/l 57,1% 84%
B) 40,00 pm/| 14,3% 88%
DIA 5 A) 14,50 pm/l 42,9% 77%
B) 70,50 pm/l 14,3% 93%
DIA 10 A) 1,50 pm/l 71% 63%
B) 4,50 pm/| 14% 63%
DIA 20 A) 2,90 pm/l 33% 82%
B) 4,50 pm/| 0,16% 82%

1) nivel A: nivel proximo a niveles normales; 2) nivel B: nivel intermedio entre el nivel normal y el nivel mas

elevado y 3) nivel C: nivel alto
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6.5 RESULTADOS DE ICAM-1 EN SANGRE

Resumen del procesamiento de los casos

Los valores normales de ICAM-1 son 282 + 113 ngr/ml.

Vamos a mostrar tras el estudio estadistico los resultados del analisis e ICAM-1 en

sangre en los dias 1, 5, 10, 15y 20.

Las variables estudiadas son: Media, Error tipico de la media, Intervalo de confianza al

95% (Limite superior y limite inferior), Media recortada al 5%, Mediana, Varianza y

Desviacion tipica.

6.5.1 DESCRIPTIVOS

\ sICAM 1 ESTADISTICOS
ESTABLE
1Y/ =T 1= 556,71
Error tipicode lamedia ..cccvieiiiiiiiiiiiic e e 86,25
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....cccevvvievvinnenn.. 372,87
Limite SUPErior .veeecveeeieeeeeaens 740,55
Media recortada al 5% ...cvvveeeiiieseriirriinsrrinnsssinnsssinnsennnnns 547,29
/T = 1 1= 465,35
R 2= U =12 14 119030,05
Desviacion tipiCa = .ovvvieiiririrr 345,00
RECHAZO
T 1 543,00
Error tipico dela media «.ooveee i 40,05
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior....ccvoevvvieveenne.. 462,10
Limite superior....cccecvevveveenens. 623,90
Media recortada al 5% ....ivveeeiiieeeiiiriiissrrisssrsinnssssnssannnens 535,72
/=T = 1 = 540,00
R 2= U =12 14 67396,39
Desviacion tipiCa = .iveviverririririrr e 259,60
COMPLICACIONES
1Y =T 1= 288,75
Error tipicode lamedia .ccooevieiiiiiiiiiii s e e 54,15
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....vveevvieeeennnn.. 160,69
Limite SUPerior .....ocveveevveennnn.. 416,80
Media recortada al 5% ...iveeiiiieiiiieeriiserisnssrsnnsrennsrinnnssnnns 288,33
/T = £ 1= S 285,00
RV 2= U= 1 a 4 23462,50
DesVIacion tiPiCa  ciiciiiicieiireeeiranrarannarananeaernrarnraennns 153,17
\ sICAM-1 5 ESTADISTICOS
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ESTABLE

1T 1 586,14
Error tipico delamedia ..ooveeeeiiiiiiiii e 94,96
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....ccocevvveeeennnn.. 383,73
Limite SUPErior .vveeveeeiveeeenens 788,55
Media recortada al 5% ....vvveeiviiirriiierrisnsrsinnsssinnrsssnssennnens 570,71
/=T =Y 1 = 469,57
AV 2= U = 1o 12 S 144288,64
Desviacion tipiCa = .ievevieiiriririrrrre e 379,85
RECHAZO
1Y/ =T = 691,36
Error tipico dela media «.ooveeeeiieieiieee e 40,06
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior....ccvecvvvievvennen. 610,45
Limite superior....cccecveeeennenen.. 772,28
Media recortada al 5% ...civveeiiiieeeriisriiserrisssrsinnssssnnsennnnns 684,85
/T = 1 = 625,00
AV 2= U =1 a 4 S 67425,288
DesviaCion tipiCa .ivveviveiriririrrrre e 259,65
COMPLICACIONES
T 1 - 450,00
Error tipicode lamedia .c.ocevieiiiiiiiiii i 99,74
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior....ccvecvvvivvenne.. 214,12
Limite SUPerior ...ccceveeeevaenennns. 685,87
Media recortada al 5% ...iveeiiiiesiiiieriiserisnssrssnsrennsrinnnssnnns 462,77
/T = 1 =S 565,00
RV 2= U = 1o 14 . 79600,00
DesVIacion tiPiCa = coiiiiciveiiereriararaerannmraramrranraranaarananens 282,13
\ sICAM-1 10 ESTADISTICOS
ESTABLE
=T 1 - 519,85
Error tipicode lamedia ..coccvieiiiiiiiiii i e 70,20
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....cccevviivvinneenns. 370,20
Limite SUPErior .cvvveveeeeeeeienaeann. 669,50
Media recortada al 5% ...uiviciiiiiiiiiesiiiiiiriiansraiseraaneenn 499,50
/T =Y 1 - 426,43
AV 2= U = 1o 2 78869,98
Desviacion tipiCa = .ivvieiiiiririrrr 286,00
RECHAZO
1Y/ =T = 755,99
Error tipico de lamedia .ccooevieiiiiiiiiiii e e 35,18
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvoeevvieeeennnn.. 684,93
Limite superior....cceveeeevaenennnn.. 827,06
Media recortada al 5% ...uiviciiiiieiiiesiiiiiieriinsraiseraaneenn. 749,07
/=T =Y 1 = 700,00
R 2= U =12 14 52002,37
Desviacion tipiCa cviriiiee e e 228,04
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COMPLICACIONES
1Y/ =T = 412,50
Error tipicode lamedia ..cccevveiiiiiiiiiii i e e e e 90,52
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvceevviieeennen.. 198,43
Limite SsUperior .....ceveeeevaenennnn. 626,56
Media recortada al 5% ...iveeiiiiesiiiieriieeeriinssrssnssssnnrrnnnssrnns 425,55
/T = 1 =S 530,00
RV 2= U = 1o 14 65564,28
DESVIACION tIPICA wuvverereiniinneinnnnnrnnrnrrrrearnnnernrnrnns 256,05
sICAM-1 15 ESTADISTICOS
ESTABLE
T 1= 436,57
Error tipico delamedia ..ooooeeeriiiiieiii e 53,95
Intervalo confianza al 95% Limite inferior .....cccevvvivvinnenn.. 321,56
Limite SUPErior .cvcvcveveeveceeenene. 551,57
Media recortada al 5% ....ivieeeviirriiierriinsrsinnsrsinnsssnnssesnnens 423,41
/=T = 1 = 340,00
R 2= U = 1o 14 N 46577,82
Desviacion tipiCa = cveieiree e e 215,81
RECHAZO
T 1= 682,40
Error tipico dela media «.ooveeeiiiieiieei s 52,37
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior....ccvcevvvveeennen. 576,62
Limite superior...ccccveeveveanene. 788,17
Media recortada al 5% ...cvvieeiiiieeriiirriissrsinnsrsinnssssnnsannnnns 672,03
/T =Y 1 = 600,00
R 2= U = 1o 14 115211,16
Desviacion tipiCa = ceveiiiiie i e e enns 339,42
COMPLICACIONES
1Y/ =T = 558,75
Error tipicode lamedia .ccccevveiiiiiiiii i e e e 63,61
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvoeevvveeeennnn.. 408,32
Limite superior ...ceecveveevennenn. 709,17
Media recortada al 5% ...iveeeiiieiiiieriiieerisnssrisnssssnnsrnnnssrnnes 560,27
/T = 1 1= S 572,50
AV 2= U= 1o 4 32376,78
DESVIACION tIPICA  wuviereieinienneininneinrrnrreraearnnnernsnrnens 179,93
sICAM-1 20 ESTADISTICOS
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ESTABLE

=T 1 359,00
Error tipico delamedia ..oovoeeeiieiiiiii s 33,87
Intervalo confianza al 95% Limite inferior ....c.iecevvieeiviinenns 286,79
Limite SUPErior .vveecveeeiveeeeaens 431,20
Media recortada al 5% ....vvveeeviirriiierrisnsrsinnsrsinnsssnnnsennnens 355,00
/=T = 1 = 319,50
R 2= U = 1o 14 18362,93
Desviacion tipiCa = .iuvvieirirrir 135,50
RECHAZO
1Y/ =T = 565,70
Error tipico delamedia «.oov i 48,89
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....cvveevviieeennn.. 466,96
Limite superior....cceveeeeeaenennnn.. 664,43
Media recortada al 5% ...uiviciiiiieiiiensriiiiieriiansraiseraaneenn 541,35
/=T =Y 1 = 440,00
R 2= U= 1o 14 100390,83
DesviacCion tipiCa = .ivveveieirirrirrre e 316,84
COMPLICACIONES
YT 1= 404,75
Error tipicodelamedia .ccccevveiiiiiiiiii i e e e 88,12
Intervalo de confianza al 95% Limite inferior.....vocevvieeeennen.. 196,13
Limite SUPEerior ...cveveeeevenennns. 613,36
Media recortada al 5% ...iveeiiiieiiiieriiseeriinserssnssssnnsrnnnssrnns 405,83
/T = £ =S 414,50
RV 2= U= 1o 14 62265,92
DEeSVIACIiON tIPICA wieveieieruiennieininnernnrnerenraenrnnnernnnrnens 249,53

6.5.2 RESUMEN MEDIA EN LOS TRES GRUPOS POR DIA

Media ESTABLE RECHAZO COMPLICACIONES
Dia 1 556,71 ngr/mi 543,00 ngr/mi 288,75 ngr/mi
Dia 5 586,14 ngr/mi 691,36 ngr/mi 450,00 ngr/ml
Dia 10 519,85 ngr/mi 755,99 ngr/mi 412,50 ngr/ml
Dia 15 436,57 ngr/mi 682,40 ngr/mi 558,75 ngr/mi
Dia 20 359,00 ngr/mi 565,70 ngr/mi 404,75 ngr/ml

Resumen de las medias de sICAM-1 por dia en los tres grupos, evidenciando las
diferencias, estadisticamente significativas a partir del dia 10.

6.5.3 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 1Y SU CURVA DE ROC.
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

6.5.4. DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN
EL DIA 5Y SU CURVA DE ROC.
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ICAM-1 5

Curva COR
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

6.5.5 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 10 Y SU CURVA DE ROC.

149



ICAM-1 10

Curva COR
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

6.5.6 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 15 Y SU CURVA DE ROC.
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ICAM-1 15

Curva COR
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

6.5.7 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 20 Y SU CURVA DE ROC.
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ICAM-1 20

Curva COR
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

6.5.8 PRUEBAS NO PARAMETRICAS
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Prueba de Kruskal-Wallis

Estadisticos de contraste

SICAM-1 1 [SICAM-1 15 [sSICAM-1 10 [SICAM-1 15 |[SICAM-1 20
Chi-cuadrado [5,698 4,171 14,658 7,046 7,752

Gl 2 ) ) ) 2

Sig. asintot.  |,058 124 ,001 ,030 021

Prueba de Mann-Whitney-CORRECION DE BONFERRONI Y SERA

SIGNIFICATIVO Sl P<0.025

Estadisticos de contraste

SICAM-1 10 [sICAM-1 15 [sICAM-1 20
|U de Mann-Whitney 160,000 190,000 186,000
W de Wilcoxon 296,000 326,000 322,000
VA -3,064 -2,544 -2,612
Sig. asinté6t.|,002 ,011 ,009
(bilateral)

Segun los resultados arriba expuestos, los niveles de ICAM-1 en suero estan

elevados en los tres grupos, siendo estos niveles mas elevados en el grupo rechazo.

Estos niveles son evidentes los dias 5, 10, 15y 20.

Aplicando la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05) y la Correccion de Bonferroni (test

Mann-Whitney) (p<0.025), los niveles son estadisticamente significativos los dias 10
(p<0.002); 15 (p<0.0011) y 20 (p<0.009).

6.5.9 CURVAS ROC ICAM-1
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Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sICAM-1 1

Intervalo de confianzal
asintotico al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior [superior
,517 ,100 ,833 ,320 714
Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sICAM-1 5
Intervalo de confianzal
asintotico al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior [superior
,450 ,093 ,530 ,267 ,633
Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sICAM-1 10
Intervalo de confianzal
asintotico al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.® |asintética® Limite inferior [superior
,658 ,078 ,049 ,504 ,812
Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sICAM-1 15
Intervalo de confianzal
asintotico al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? asintética® Limite inferior [superior
,647 ,072 ,071 ,506 , 788
Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:sICAM-1 20
Intervalo de confianzal
asintotico al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? asintética® Limite inferior [superior
, 703 ,071 ,015 ,564 ,841
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Respecto alas curvas de ROC, podemos considerar que hemos obtenido

significacion asintética los dias 10 (p< ,049), 15(,071) 20 (p<,015), aunque los valores

superan ligeramente los preceptivos (p<,05)

Hemos analizado la sensibilidad y especificidad para cada uno de estos dias.

Debemos recordar que los niveles normales son: 283 + 113 ngr/ml

Aplicando el protocolo descrito en material y métodos de establecer un nivel A,

nivel B y nivel C, segln las determinaciones obtenidas en el marcador...

Segun las determinacién obtenidas:

DIA NIVEL SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
A) 315,00 ngr/ml 88% 38%
DIA 10 B) 519,93 ngr/ml 66% 63%
C) 764,74 ngr/ml 36% 88%
DIA 15 A) 300,00 ngr/ml 38%
B) 490,00 ngr/ml 75%
C) 885,00 ngr/ml 100%
DIA 20 A) 305,00 ngr/ml 72% 50%
B) 536,50 ngr/ml 48% 88%
C) 843,00 ngr/ml 16% 100%

1) nivel A: nivel proximo a niveles normales; 2) nivel B: nivel intermedio entre el nivel normal y el nivel més

elevado y 3) nivel C: nivel alto

Resumen del procesamiento de los casos

Los valores normales de ICAM-1 son 283 + 113 ngr/ml
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Vamos a mostrar tras el estudio estadistico, los resultados del analisis de ICAM-1 en
bilis en los dias 1, 5, 10, 15y 20.

Las variables estudiadas son: Media, Intervalo de confianza Limite superior, Para la
media al 95% Limite superior, Media recortada al 5%, Mediana, Varianza y

Desviacion tipica.

6.6.1 DESCRIPTIVOS

| ICAM-1 bilis 1

ESTADISTICOS
ESTABLE
Media 1071,66
Error tipico de la medla 157,18
Intervalo confianza al 95% lelte 1nfer10r 742,66
Limite SUPerior ... 1400,65
Mediarecortada al 5% ..o s s e s e e e e 1071,84
Mediana 1186,30
Varianza 494140,76
Desviacion tipica 702,95
RECHAZO
Media 1530,00
Error tipico de la medla - 166,41
Intervalo de confianza al 95% lelte 1nfer10r ................. 1102,22
Limite superior..........cccoveeuisieeas 1957,77
Mediarecortada al 5% ....ccccciveivemnnniercen s cencar e e e v e e 1528,33
Mediana 1500,00
Varianza 166160,00
Desviacion tipica 470,62
COMPLICACIONES
Media 893,33
Error tipico de la medla 352,69
Intervalo de confianza al 95% lelte 1nfer10r............... -13,28
Limite superior ........cccccovienine 1799,95
Media recortada al 5% ....c.coceeiieiin i e sen sen sen ses sv svs seses 869,25
Mediana 460,00
Varianza 746346,66
Desviacion tipica 863,91

| ICAM-1 bilis 5

ESTADISTICOS
ESTABLE
Media 811,07
Error tipico de la medla 66,27
Intervalo confianza al 95% lelte 1nfer10r 672,35
Limite SUPEeTior ... e e cervrsn e s 949,79
Media recortada al 5% ....ccccvevveiveirenrenresiescesses ces ses san san san ssn sen sen ven 808,97
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Mediana 702,38
Varianza 87851,22
Desviacion tipica 296,39
RECHAZO
Media 1180,00
Error tipico de la medla - 160,16
Intervalo de confianza al 95% lelte lnferlor..................... 768,27
Limite superior..........c v ieeniniane 1591,72
Media recortada al 5% ....cceveiveirees s cesies ces ses san sen sen sen sn sen sees 1190,00
Mediana 1360,00
Varianza 153920,00
Desviacion tipica 392,32
COMPLICACIONES
Media 541,00
Error tipico de la medla 119,46
Intervalo de confianza al 95% lelte 1nfer10r..................... 526,24
Limite SUPErior ........cccoveerinenennns 1140,41
Media recortada al 5% ... e s e s s s e e s 824,25
Mediana 670,00
Varianza 85626,66
Desviacion tipica 292,62

\ ICAM-1 bilis 10 ESTADISTICOS
ESTABLE
Media 513,93
Error tipico de la medla 65,12
Intervalo confianza al 95% lelte 1nfer10r 377,63
Limite SUPEeTrior ... v sn e 650,22
Media recortada al 5% ....ccceveereireries s cesces sen e ven sen sen sn sen sen e 505,09
Mediana 505,00
Varianza 84812,89
Desviacion tipica = . ———— 291,22
RECHAZO
Media 833,33
Error tipico de la medla . 119,46
Intervalo de confianza al 95% lelte lnferlor...................... 526,24
Limite superior.........cc e 1140,41
Media recortada al 5% ....cccveireirenrer s es ces ses ses sen san ssn ven ven sen vane 824,25
Mediana 670,00
Varianza 85626,66
Desviacidn tipica 292,6
COMPLICACIONES
Media 480,00
Error tipico de la medla 170,17
Intervalo de confianza al 95% lelte lnferlor...................... 42,54
Limite SUPErior ......cccevinecerneessnens 917,45
Media recortada al 5%0 ....coveviriinn i s ses e sen sen sen ses ses sesmsssensnn 472,22
Mediana 340,00
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Varianza 173760,00
Desviacion tipica 416,84

‘ ICAM-1 bilis 15 ESTADISTICOS

ESTABLE
Media 395,40
Error tipico de la medla 43,56
Intervalo confianza al 95% lelte mferlor 304,22
Limite SUPEerior ... s e e e 486,57
Media recortada al 5% ....ccoeveereeries s s ven sen sen srn sen sen sen sen ses sn e 388,77
Mediana 418,00

Varianza 37954,56
Desviacion tipica = . ———— 194,81

RECHAZO

Media 920,00
Error tipico de la medla 29,21
Intervalo de confianza al 95% lelte 1nfer10r....................... 844,90

Limite superior..........cc v iieeissneens 995,09
Mediarecortada al 5% ....cccvevieieinsn s nr e e e e e e e e s e 920,00
Mediana 920,00
Varianza 5120,00
Desviacion tipica 71,55

COMPLICACIONES
Media 410,00
Error tipico de la medla 189,13
Intervalo de confianza al 95% lelte mferlor........................ -76,19
Limite SUPErior ......cuccoiivecerneesseens 896,19
Media recortada al 5%0 ....ccciiiieiie e v e v s e s e e e e e 398,33
Mediana 200,00

Varianza 214640,00
Desviacion tipica 463,29

‘ sICAM-1 bilis 20 ESTADISTICOS

ESTABLE
Media 358,80
Error tipico de la medla 48,09
Intervalo confianza al 95% lelte mferlor 258,13

Limite SUPEerior ... 459,48
Media recortada al 5% ....ccccccvveiieivenrnrensescescesses van san srn ven ven va 347,48
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Mediana

309,54

Varianza 46270,61
Desviacion tipica 215,10

RECHAZO

Media 710,00
Error tipico de la medla 125,59
Intervalo de confianza al 95% lelte 1nfer10r................... 387,15
Limite superior..........ccccoveeeissseinns 1032,84

Media recortada al 5% ....cccceveivirenreresses ces ces ses sen e e e e e 717,22
Mediana 840,00
Varianza 94640,00
Desviacion tipica 407,63

COMPLICACIONES

Media 360,00
Error tipico de la medla 202,91
Intervalo de confianza al 95% lelte mferlor ..................... -161,60
Limite SUPErior ... neennne 881,60

Media recortada al 5%0 ....ccoeniinin i sie e sen sen sen ses ses ses sessssnssnn 344,44
Mediana 80,00
Varianza 247040,00
Desviacion tipica 497,03

6.6.2 RESUMEN MEDIA EN LOS TRES GRUPOS POR DIA

Media ESTABLE RECHAZO COMPLICACIONES
Dia 1 1071,66 ngr/mi 1535,00 ngr/mi 893,33 ngr/ml
Dia 5 811,07 ngr/mi 1180,00 ngr/mi 541,00 ngr/ml
Dia 10 513,93 ngr/mi 833,33 ngr/mi 480,00 ngr/ml
Dia 15 395,40 ngr/mi 920,00 ngr/mi 410,00 ngr/ml
Dia 20 358,80 ngr/mi 710,00 ngr/mi 360,00 ngr/ml

Resumen de las medias de ICAM-1 en bilis por dia en los tres grupos, evidenciando

las diferencias que son estadisticamente significativas en todos los casos.

6.6.3 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 1Y SU CURVA DE ROC.

ICAM-1bilis 1
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

6.6.4 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 5Y SU CURVA DE ROC.

ICAM-1 bilis 5
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CurvaCOR
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

6.6.5 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 10 Y SU CURVA DE ROC.

ICAM-1bilis 10
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6.6.6 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 15 Y SU CURVA DE ROC.

ICAM-1bilis 15
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

6.6.7 DIAGRAMA DE CAJAS DE LA MEDIA EN LOS TRES GRUPOS EN EL
DIA 20 Y SU CURVA DE ROC.

ICAM-1 BILIS 20
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6.6.8 PRUEBAS NO PARAMETRICAS

Prueba de Kruskal-Wallis
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Estadisticos de contraste

IICAM-lbiIiS 1 ICAM-1bilis 5 ICAM-1bilis 10 ICAM-1bilis 15|CAM-1bilis20
Chi-cuadrado 83,384 118,200 113,731 69,375 76,000
Gl 1 1 1 1 1
Sig. asintét.  |,000 ,000 ,000 ,003 ,001

Prueba de Mann-Whitney-CORRECION DE BONFERRONI Y SERA
SIGNIFICATIVO SI P<0.025

Estadisticos de contraste

ICAM-1bilis
ICAM-1bilis 5 ICAM-1bilis 10|15
|U de Mann-Whitney 20,000 16,000 ,000
W de Wilcoxon 230,000 226,000 210,000
VA -2,446 -2,684 -3,660
Sig. asint6t. (bilateral) |,024 ,000 ,001

Respecto a los datos arriba expuestos sobre ICAM-1 en bilis, el primer dato a
resaltar que encontramos niveles elevados en todos los grupos, pero niveles por
encima de los normales (283 + 113 ngr/ml), al contrario como ocurria en la
determinacion de IL-2 en bilis.

Los niveles de este marcador aparecen elevados desde el dia 1 en todos los
grupos, sobre todo en el grupo rechazo, aunque también en el grupo estable y en el
grupo complicaciones. En el dia 5, 10, 15 y 20 la elevacién siendo mayor en el grupo
rechazo respecto a los otros dos grupos, disminuyendo lentamente los niveles sin
alcanzar la normalidad.

Si aplicamos la prueba Kruskal-Wallis (p<0.05), esta elevacion es
estadisticamente significativa en todos los dias; dia 1 (p<0.000), dia 5 (p<0.000), dia
10 (0.000), dia 15 (p<0.003) y dia 20 (p<0.001).

Aplicando la correccion de Bonferroni (test Mann-Whitney) (p<0.025), esta elevacién
es estadisticamente significativa en el 5° dia (p<0.024), dia 10 (p<0.000) y dia 15
(p<0.001)
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6.6.9 CURVAS DE ROC ICAM-1 BILIS

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste:ICAM-1bilis 1

Area Error tip.®

Sig.
asintdtica®

Intervalo de
asintotico al 95%

confianzal
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Limite inferior

Limite
superior

470

,091

748

,291

,649

Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:ICAM-1bilis 5

Intervalo de confianzal
asintotico al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior [superior
714 ,093 ,020 ,532 ,896
Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:ICAM-1bilis 10
Intervalo de confianzal
asintotico al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior [superior
,571 ,092 ,440 ,392 , 751
Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:ICAM-1bilis 15
Intervalo de confianzal
asintotico al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? |asintética® Limite inferior [superior
,691 117 ,061 ,461 ,921
Area bajo la curva
Variables resultado de contraste:ICAM-1bilis 20
Intervalo de confianzal
asintotico al 95%
Sig. Limite
Area Error tip.? asintética® Limite inferior [superior
, 792 ,097 ,025 ,601 ,983

Respecto alas curvas de ROC, podemos considerar que hemos obtenido

significacion asintética los dias 5 (p< ,020), 15(,061) 20 (p<,025), aunque los valores

superan ligeramente los preceptivos (p<0,05)
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Hemos analizado la sensibilidad y especificidad para cada uno de estos dias.

Recordar que los niveles normales son: 283 + 113 ngr/ml

Aplicando el protocolo descrito en material y métodos de establecer un nivel A,

nivel B y nivel C, segln las determinaciones obtenidas en el marcador...

Segun las determinacién obtenidas:

DIA NIVEL SENSIBILIDAD  ESPECIFICIDAD

A) 325,00 ngr/mi 83% 14%

DIA 5 B) 822,38 ngr/ml 66.7% 70%
C) 1.430 ngr/ml 16% 97%
A) 314 ngr/ml 83.3% 36%

DIA 15 B) 610,00 ngr/ml 50% 75%
C) 1.105 ngr/ml 50% 75%

DIA 20 A) 349,54 ngr/ml 66.7% 50%
B) 540 ngr/ml 66.7% 75%
C) 905 ngr/ml 33% 99.4%

1) nivel A: nivel proximo a niveles normales; 2) nivel B: nivel intermedio entre el nivel normal y el nivel mas

elevado y 3) nivel C: nivel alto

6.7 EVOLUCION NIVELES EN EL TIEMPO DE LOS DISTINTOS
MARCADORES EN LOS DISTINTOS GRUPOS
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En el GRUPO ESTABLE, niveles estables , con discreta elevacion en los distintos
biomarcadores, salvo ICAM-1 bilis, en el que se objetiva una elevacion en las primeras

24-48 horas, descendiendo a niveles normales después.

En el GRUPO RECHAZO, niveles elevados que se elevan ain mas en el momento del
rechazo. Respecto a ICAM-1 en bilis, hay una elevacion en las primeras 24-28 horas,

gue disminuye, elevandose posteriormente en el momento del rechazo.
En grupo COMPLICACIONES, niveles normales que se elevan progresivamente a

niveles menores que los del grupo rechazo. En el grupo ICAM-1 en bilis, la dinamica

de las primeras 24-48 es la misma que en los otros dos grupos.
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DISCUSION

171



El trasplante hepatico es aceptado ampliamente como tratamiento eficaz para
salvar la vida a pacientes con enfermedades terminales o en pacientes con fallo
hepatico agudo. A pesar de la mejoria del tratamiento inmunosupresor y los continuos

avances técnicos, el indice de supervivencia del injerto tras el trasplante es de un 80%
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a un afio y de un 70% a los cinco afos segun la base de datos de la United Network
for Organ Sharing (UNOS) y Japanese Liver Transplant Society.

Una de las principales causas de fracaso de los érganos trasplantados es el
RECHAZO de los mismos, esto es, la destruccion del injerto por parte del sistema
inmune del receptor, de tal manera que los 6rganos puedan perder su capacidad
funcional.

La incidencia de rechazo agudo es de un 7 a un 42% en pacientes
trasplantados*®, debiendo tener en cuenta otras situaciones en el diagndstico
diferencial. El indice de supervivencia al afio tras el trasplante hepatico ha aumentado
de un 30% en los 1970s a mas de un 80% en la actualidad“®. El rechazo agudo
ocurre de forma mas comudn en el postoperatorio precoz (en las seis primeras
semanas)"”). La mayoria de estos episodios (aproximadamente un 85%) se resuelven
con tratamiento antirechazo, habitualmente con bolos de corticoides!” o aumentando
el tratamiento inmunosupresor. Estos episodios pueden jugar un papel decisivo en la
supervivencia a largo plazo del injerto

La prueba diagnéstica por excelencia para el diagndstico de rechazo agudo no
ha cambiado desde el comienzo de la realizacién del primer trasplante por Starlz en
1963. El rechazo requiere la evidencia de disfuncién del injerto (elevacion de enzimas
hepaticas seguido por la confirmacién mediante la biopsia hepatica). Este método de
diagnostico, considerado el principal, es caro, arriesgado y conlleva tiempo. Ademas
del tiempo que conlleva el analisis de la biopsia, en ocasiones hay errores de
interpretacién y no es extrafio la instauracion de un tratamiento empirico antirechazo
antes de que el informe histoldgico lo confirme.

El rechazo agudo es la complicacion mas frecuente tras el trasplante hepatico.
La terapia inmunosupresora con esteroides, inhibidores de la calcineurina, con o sin
mycofenolato mofetil, reducen la incidencia de rechazo agudo en el trasplante
hepatico. Sin embargo, la mejoria del pronéstico del paciente depende no sélo de
reducir la incidencia de rechazo, sino también de disminuir los efectos adversos
asociados a los esteroides®' o a los inhibidores de la calcineurina®*?.

La investigacion clinica se ha focalizado en la prevencion del rechazo limitando
los efectos secundarios a los inmunosupresores utilizados mientras mantengan su
efecto inmunosupresor. Una alternativa es la utilizacion de antagonistas de receptores
de IL-2 como terapia de induccién en el periodo perioperatorio a fin de reducir la dosis
o retrasar la introduccion de inhibidores de calcineurina o reducir o eliminar la

administracion de esteroides*19).
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No debemos subestimar la importancia del tratamiento inmunosupresor dado
gue este se asocia a un riesgo aumentado de infecciones, recurrencia del virus de la
hepatitis y complicaciones metabdlicas como diabetes mellitus, hiperlipidemia, HTA,
etc. Por otra parte, repetidos episodios de rechazo agudo sin inmunosupresion o con
tratamiento inmunosupresor inadecuado, puede dar lugar a rechazo crénico
produciendo la pérdida del injerto. Asi, un tratamiento inmunosupresor adecuado para
el rechazo agudo es critico para reducir la morbilidad y mejorar la calidad de vida de
los receptores, haciendo necesario el diagndstico precoz y definitivo de rechazo
agudo.

Hay solapamiento en los hallazgos histologicos y las manifestaciones clinicas
de rechazo clinico y otras complicaciones tras el trasplante hepatico, como dafio por
isquemia/reperfusién, complicacién biliar, recurrencia virus hepatitis, etc.*”

Estos “solapamientos” hacen que el diagnéstico de rechazo agudo y su
gradacion sea dificil y urge explorar métodos potenciales y marcadores moleculares
gue faciliten el diagnéstico de rechazo agudo y la evaluacion de su severidad.

Los sintomas clinicos de rechazo agudo, asi como los tests convencionales
como: bilirrubina y enzimas en suero son utilizados rutinariamente para diferenciar
rechazo de otras causas de disfuncién del injerto. Su eficacia diagnéstica es baja
debido a su poca especificidad8%2Y.

Nuevos biomarcadores no invasivos en el rechazo agudo podrian aumentar la
calidad de vida de los pacientes trasplantados de diversas maneras, por ejemplo,
reduciendo la necesidad de biopsias —que es un método invasivo que puede producir
efectos adversos-, optimizando el tratamiento inmunosupresor, evitando niveles
elevados innecesarios de inmunosupresores en pacientes con riesgo de
complicaciones, con una deteccion precoz y finalmente, mejorando la supervivencia
del injerto.

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, demostramos que existen
marcadores biolégicos (IL-2R e ICAM-1) que son capaces de ayudar en el diagndstico
de rechazo agudo en el trasplante hepatico. Pasamos a discutir los resultados

obtenidos en este trabajo de tesis.

7.1 DETERMINACION DE RECEPTORES DE INTERLEUKINA-2
EN SUERO
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Un diagnéstico rapido y seguro de rechazo agudo es importante para el
tratamiento satisfactorio del injerto rechazado. En la patogénesis del rechazo agudo, la
activacion de las células T CD4+ juega un papel importante. Tras una activacion
especifica, las células T proliferan, expresan receptores de IL-2 en la superficie
celular, y secretan citokinas incluyendo IL-2. Estas células T activadas también
pueden ser identificadas en el injerto®®, donde se regulan las células T citotdxicas,
células B y macréfagos®?). Los IL-2R tienen tres cadenas proteicas transmembrana:
alfa (CD25), beta (CD122) y gamma (CD132). La cadena alfa es un componente
importante de la molécula que constituye el receptor de alta afinidad y que se expresa
mucho en los linfocitos T activados.

Este complejo proceso orquesta la destruccion del injerto mediante la lisis de
las células diana via anticuerpos. El infiltrado local de linfocitos se origina en otros
organos linfoides y en linfocitos circulantes en sangre periférica. Ademas, poblaciones
de linfocitos en sangre periférica muestran un patron de activacion que refleja la
respuesta inmune local que se produce en el trasplante.

Hay publicaciones que indican que el sistema de afinidad para el receptor de
IL-2 se autorregula durante el rechazo agudo®*?*?®). Una expresién aumentada se
produce en la poblacion de linfocitos CD4+ y en menor medida en los linfocitos T
CD8+.

La regulacién de IL-2R en la superficie celular va paralela a los niveles
elevados de IL-2R en suero. Se ha demostrado que la liberacion de los receptores
ligados a membrana se acompafa de un aumento de IL-2R circulante®”.

La presencia de IL-2R soluble en suero puede derivar de distintas fuentes
celulares, incluyendo las células T del injerto en la circulacién o de 6rganos linfoides.
Un 5-10% de células mononucleares del injerto han demostrado tener receptores de
IL-2R®®). Asimismo otras células como macréfagos y células B activadas también
manifiestan IL-2R contribuyendo a los niveles de IL-2R en suero®.

La presencia o ausencia de moléculas coestimuladoras y el microambiente de

citokinas es critico en la respuesta de las células T efectoras®?.

En nuestro estudio, como se objetivd en el apartado resultados, la
determinacion de este marcador, receptor de IL-2, ha mostrado muy buenos
resultados. Ya en la determinacion en el 5° dia hemos obtenido resultados
satisfactorios, elevandose en pacientes con rechazo agudo respecto a los otros dos

grupos. Esta elevacion se mantiene los dias 10 y 15 descendiendo en el dia 20 tras la
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instauracion del tratamiento inmunosupresor. Esta elevacion (dia 5, 10 y 15) es
estadisticamente significativa. De esta manera, se puede afirmar que este marcador
en nuestra experiencia es un buen marcador para el diagnéstico precoz de rechazo
agudo. Se eleva de forma precoz, resultados significativos ya en el 52 dia e incluso su
monitorizacién es buena para comprobar la eficacia del tratamiento inmunosupresor.
Su elevacioén se produce en el periodo en que es mas probable que se produzca el
rechazo agudo, de ahi de gran utilidad. Asimismo es util para diferenciar rechazo
agudo de otras complicaciones que pueden aparecer e el postoperatorio precoz del

trasplante hepatico.

Respecto a la sensibilidad y especificidad (curvas ROC) de este marcador,
hemos observado que es un marcador muy sensible. Con ligeras elevaciones de sus
niveles normales, alcanza una gran sensibilidad, siendo muy especifico cuando estos
niveles son muy altos. Con niveles B y C la especificidad es buena ratificando la
utilidad de este marcador. Obtenemos niveles de sensibilidad y especificidad

ponderados con niveles intermedios.

En nuestra experiencia, la determinacién de IL-2R en suero es un marcador
diagnéstico muy bueno en el manejo del rechazo agudo en el trasplante hepatico de
manera precoz, con resultados prometedores en el dia 5, 10 y 15, los dias donde la
incidencia de rechazo es mayor. Esto contribuye a un diagndstico precoz del rechazo

agudo y a un tratamiento precoz del mismo.

Autores como Andreas Lun et al®® en una serie de 119 pacientes se realizaron
determinaciones pretrasplante (cada 1-2 dias) hasta 14-18 dias postrasplante (cada 3-
4 dias) de IL-2R junto a parametros de laboratorio (bilirrubina y otras enzimas
hepaticas). Obtuvieron resultados significativos (p<0.001) a partir del 4° dia con un
pico maximo al 7° dia, en el momento mas susceptible de que ocurra el rechazo
agudo. No sélo obtuvieron resultados significativos, sino un VPP del 83% y un VPN del
85% en el 7° dia con niveles de IL-2R en suero > 3850 IU/ ml. El resto de pardmetros
bioquimicos se elevaron se forma evidente aunque no estadisticamente significativa.
Los autores de este trabajo concluyen que este marcador es muy Uutil para el
diagnostico precoz de rechazo agudo en el trasplante hepatico, con resultados
parecidos a los nuestros.

En el estudio de Adams et al®® en su trabajo sobre 76 pacientes, al igual que el
nuestro, establece tres grupos de pacientes (pacientes estables, pacientes con

rechazo y pacientes con complicaciones), 53 pacientes fueron incluidos en el grupo
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rechazo. La determinaciéon se realizé diaria, detectandose niveles elevados de forma
significativa (p<0.0001) en el grupo rechazo respecto a pacientes con injerto estable o
complicaciones. Segun el autor, esta elevacion se detecta 24-48 horas antes del
diagndstico clinico de rechazo agudo. De esta manera, se puede definir este marcador
como Util para el diagndéstico precoz de rechazo agudo en el trasplante hepatico.

Perkins James D et al®® con una serie de 82 pacientes (12 pacientes grupo
control, 20 grupo rechazo, 5 grupo CMV, 45 en grupo de multiples complicaciones) en
los que realizaron la determinacién de este marcador segun el siguiente protocolo:
determinacion diaria la primera semana, tres determinaciones la segunda semana y
dos veces la tercera semana Yy siguientes hasta la sexta semana o indicacién clinica.
El grupo CMV se demostré mediante en hemocultivos o biopsias. El andlisis de los
niveles de IL-2R puso de manifiesto un aumento significativo de los mismos en la
determinaciones de los 10 dias previos al diagnéstico de rechazo agudo de forma
significativa (p<0.0004), disminuyendo los niveles posteriormente tras la instauracion
del tratamiento inmunosupresor. Al igual que en nuestro trabajo, este biomarcador se
postula como un buen marcador para el diagndstico precoz de rechazo agudo en el
trasplante hepatico y un buen marcador para monitorizar el efecto del tratamiento
inmunosupresor.

Granot E et al® monitorizaron las citokinas derivadas de los linfocitos T helper
1 (Thl): IL-2, IL-2R e IFN-gamma las derivadas de los linfocitos T helper 2 (Th2): IL-4
e ICAM-1 en 22 pacientes (13 pacientes con rechazo agudo. Las indicaciones de
trasplante fueron muy diversas). Realizaron determinaciones a las 4 horas, 3 y 6 dias
postrasplante. En el caso de los niveles de IL-2R los niveles aumentaron en el grupo
rechazo de forma significativa en el 6° dia postoperatorio respecto a los niveles
postperfusion. El resto de parametros determinados no fueron estadisticamente
significativos. Otro estudio mas que apoya la validez de este marcador en el
diagnostico precoz de rechazo agudo en el trasplante hepatico. La monitorizacién de
otras citokinas en este trabajo no dieron resultados tan satisfactorios.

Otro autor con resultados satisfactorios es O. Millan et al®® en una serie de 47
pacientes en los cuales se practicé trasplante hepatico y de los cuales 9 desarrolaron
rechazo agudo se determind IL-2R e INF-gamma en suero. Se realizaron
determinaciones pretrasplante (no mas de un mes antes del procedimiento) y
postrasplante: 12 semana, 22 semana, 1° mes, 2° mes, 3° mes, 6° mes y 12° mes. En
las determinaciones del postoperatorio precoz, las que pueden diagnosticar rechazo
agudo, tanto los niveles de IFN- gamma como los de IL-2R fueron significativos en la

determinacion al 7° dia, definiendo aquellos pacientes con riesgo de desarrollar
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rechazo agudo tras el trasplante hepatico. En el analisis de ambos marcadores se
obtuvieron resultados significativamente estadisticos en el 7° dia, contituyendo un
marcador de riesgo con una sensibilidad del 75% y una especificidad del 82%
reafirmando la capacidad de para diagnosticar precozmente la aparicion de rechazo
agudo en los pacientes con trasplante hepatico, coincidiendo con nuestra hipétesis de

trabajo. Otro autor que apoya nuestros resultados es Akoglu et al®®

guien obtuvo
resultados similares a los de O. Millan et al y a los nuestros.

Sin embargo Sasan Roayaie et al®” en un estudio sobre 37 (de los cuales 8
presentaron rechazo agudo), no obtuvo resultados significativos. La indicacién de
trasplante hepatico en su serie fue solo hepatitis C. Otra caracteristica de la serie fue
gue el tratamiento inmunosupresor de inicio fue OKT3 + prednisona + azatioprina,
administrando a los pacientes ciclosporina o tacrolimus a partir del 4° dia
postoperatorio y manteniendo OKT3 hasta que los niveles de inhibidores de
inhibidores de calcineurina sean estables. Analizaron los niveles de citokinas, ICAM-1
e IL-2R en sangre en los dias 5, 7 y 10 postoperatorios, y si bien presentaron
elevacién entre el dia 5 y el 10 (p<0.7923) y (p<0.7079), no hubo significacion
estadistica. Probablemente la muestra es muy pequefia para obtener resultados
significativos. En definitiva, son muchos los autores que apoyan la utilizacién de este
marcador en el seguimiento de pacientes con trasplante hepatico®“?.

Se ha demostrado que los niveles de IL-2R pueden ser un excelente marcador
de rechazo porque las células T activadas, HLA antigeno especificas, producen IL-2R

“2) E| tratamiento con inhibidores de

de forma precoz en el proceso de rechazo
calcineurina no interfiere con los pasos de la produccién de IL-2R®344.

En los injertos hepaticos que no sufren rechazo, proceso infeccioso o
reintervencion, los niveles de IL-2R se elevan durante un minimo periodo de tiempo y
disminuye a un nivel estable en pocos dias®*“**¥. varios factores podrian causar este
incremento inicial, incluyendo enfermedad primaria del injerto, manipulacién quirdargica
y reconocimiento inmunolégico del injerto. Asimismo, el mantenimiento de niveles
estables de IL-2R se debe a un buen control de la inmunosupresiéon controlando la
activacion de las células T, dando lugar a la tolerancia del injerto.

Se asume que un aumento indica la presencia de células T activadas que
causan rechazo del injerto. Los niveles de IL-2R en sangre se elevan varios dias antes
de que se diagnostique el rechazo, pudiendo considerarse un marcador precoz de
rechazo. Ademas, los incrementos rapidos en los niveles diarios de IL-2R ocurren en
pacientes con rechazo hepatico en los primeros 20 dias postrasplante.

La utilidad de este marcador es mayor en el postoperatorio precoz cuando

varias anormalidades, ademas de rechazo, pueden indicar disfunciéon del injerto, como
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dafio de preservacion, hepatotoxicidad por ciclosporina y hemdlisis. Otras causas que
pueden provocar aumento de los niveles de IL-2R tales como reintervencion de
fistulas biliares o infecciones bacterianas, viricas o flingicas“***.

El interés en determinar qué tipo de subpoblacién celular sintetiza citokinas
especificas va en aumento porque la subpoblacion celular puede determinar el tipo de
respuesta inmune Por ejemplo, se identifica en base a su potente reactividad como
factor de crecimiento sobre las células T, considerandose una citokina “llave” en la
allorespuesta del injerto, especialmente cuando es producida por células T CD8+“?.
Sin embargo, la IL-2, que es producida fundamentalmente por células T CD4+, esta
implicada en el mantenimiento de la tolerancia periférica, manteniendo la
supervivencia y funcién reguladora de las células T“®).

Son necesarios ensayos funcionales de citokinas para minimizar la variabilidad
intra e interlaboratorios y asi poder estandarizar el procedimiento antes de poder ser
estandarizado en la practica clinica rutinaria. Sin embargo, el impacto de la matriz
biologica, el tipo y tiempo de estimulacion, instrumentos utilizados y el analisis de
datos son consideraciones importantes en la implementacion de estas técnicas en
analisis multicéntricos y, por tanto, en la practica clinica rutinaria®”.

Una terapia inmunosupresora Optima es esencial para mantener un injerto
viable. Varios biomarcadores han demostrado resultados prometedores para detectar
la respuesta inmune individual y predecir el rechazo agudo“®.

Es de particular interés mediar la actividad soluble o intracelular de las
citokinas, demostrando asi una fuerte correlacién con el desenlace clinico®“?. En
nuestra experiencia, la medida de los niveles de IL-2R en suero ha demostrado ser un
herramienta muy util en el manejo del gran problema del diagnéstico y tratamiento

precoz del rechazo agudo en el trasplante hepatico con su morbi-mortalidad.

7.2 DETERMINACION DE RECEPTORES DE INTERLEUKINA-2
EN BILIS
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Lo novedoso de nuestro estudio es la determinacion de estos biomarcadores
(IL-2R e ICAM-1) en bilis. Asi como en el trasplante renal se probé con la
determinacion de enzimas urinarias o proteinas moleculares, como marcadores de
rechazo agudo en el postoperatorio precoz del trasplante renal®®*?, algunos ensayos
se han orientado en la busqueda de marcadores en bilis para la deteccién precoz del
rechazo agudo en el trasplante hepatico.

El sitio principal de la respuesta inmune en el injerto es la triada portal que
muestra inflamacion, endoteliitis y dafio del conducto biliar. Diversos autores han
demostrado un aumento de la secrecién local de citokinas en el sitio inflamado, a nivel
de los tractos portales, secretdndose asi en bilis y permtiendo su medicién. Una
posible explicacién de esta utilidad es que la acumulacién de linfocitos activos en el
higado, en los tractos portales, pueden producir dafio en las células de los conductos
biliares e interferir el flujo biliar en los canaliculos biliares secundario al dafio de estos.
De esta manera, los canaliculos biliares serian la diana principal del rechazo agudo en
el trasplante hepatico®*?. Para algunos autores, la activacion linfocitaria ocurre fuera
del injerto y las células activadas en la circulacién localizan el injerto. El nivel de una
proteina sérica en bilis depende del tamafio molecular de la misma y su concentraciéon
en suero, asi como de la integridad en la interfase conducto biliar/endotelio
vascular®?.

Sin embargo, los altos niveles de IL-2R determinados en bilis en el episodio de
rechazo son mas atribuibles a una gran produccion local que a una filtracién entre
suero y bilis. Niveles de IL-2R se han medido simultaneamente en suero y bilis. Para
asegurar alin mas la importancia de la produccion local de IL-2R, el cociente de IL-2R
bilis/suero se compara con el nivel de albimina, una proteina plasmética de paso
molecular a bilis por difusién pasiva®®.

La anastomosis coledo-coledociana T-T es el método estandar para la
reconstruccion de la via biliar en el trasplante hepatico. El drenaje biliar es importante
para conocer la cantidad, color y otras propiedades del débito biliar del injerto
hepatico. La formacién de bilis es la funcién central del higado. Tras el trasplante
hepatico, el flujo biliar, la viscosidad, su color, son monitorizados estrechamente. Los
cambios en la calidad de la bilis producida pueden indicar disfuncion del injerto.
Asimismo, puede reducir las complicaciones biliares®**". La bilis habitualmente es
desechada sin analizarla, aunque pensamos que podria aportar mucha informacion.
En algunos estudios se evalua la funcién del injerto analizando la bilirrubina en bilis®®,
acidos biliares® y otros biomarcadores. Se considera que este tipo de reconstruccion

biliar proporciona baja morbilidad al trasplante hepatico® Y.
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Un tubo en T se utiliza rutinariamente en la via biliar para acceder a estudios
diagnosticos y monitorizacion postoperatoria de la produccién de bilis. Esto incluye
poder medir los niveles de bilirrubina y de otros parametros. Esto compensa los
riesgos de colocacién de un tubo de kher, como puede ser una fistula biliar, etc.
Inicialmente la bilis drena libremente a una bolsa colectora externa. En general, el tubo
en T es clampado entre el dia 7 y 10 del postoperatorio. El tubo se retira a los tres
meses. En nuestro estudio la bilis ha sido recogida directamente del tubo en T.

Muchos medicamentos pueden afectar la formacién de bilis y su cantidad. Un
medicamento que causa colestasis es la ciclosporina, un péptido de origen fungico con

potentes propiedades inmunosupresoras®*"

. Dado que la secrecion de colesterol y
fosfolipidos depende de los acidos biliares, la colestasis puede ser resultado del
tratamiento con ciclosporina, dando lugar a un aumento de la concentracién de

bilirrubina y acidos biliares en suero®®

. Ademas, la ciclosporina puede afectar la
composicion de la bilis inhibiendo selectivamente la sintesis de acido quenodeoxicélico
(CDCA)®".

Uno de los problemas que se presentan en los estudios que pretenden
analizar la bilis es que las muestras de bilis obtenidas tras trasplante hepatico, en
ocasiones, no son suficientes para realizar determinaciones de parametros, debido a
su escaso volumen. La mayoria de estos estudios son a corto plazo, terminando antes
del clampaje del tubo en T y el restablecimiento de la circulacidon enterohepatica. En
nuestro estudio obtuvimos fluido biliar hasta el vigésimo dia tras la realizacién del
trasplante hepatico.

Se han estudiado diversos marcadores en bhilis para el diagnostico precoz de
rechazo agudo en el trasplante hepatico. Entre estos, la beta-2-microglobulina, una
proteina biliar, cuyos niveles biliares son considerados un indicador mas sensible de la
actividad inflamatoria, que los niveles séricos®**?. Otros ensayos han demostrado que
la determinacion de perforina y granzima B en la biopsia hepatica, pueden ser
marcadores sensibles y especificos para el diagnéstico de rechazo agudo®®).

Otro marcador estudiado con éxito es la composicion de lipidos biliares. Sin
embargo, se pueden ver alterados tras la administracién prolongada de ciclosporina.
La concentracion de lipidos biliares disminuye con el dafio del injerto, pero aumenta de
nuevo con la resolucién del agente perjudicial, sugiriendo que puede ser un indicador
de la funcién hepatica®®.

La elevacion precoz de los niveles de IL-2R da la oportunidad de instaurar un
tratamiento precoz para suprimir la activacion de linfocitos y prevenir la produccién de

citokinas y el reclutamiento de células inflamatorias capaces de dafiar el injerto. Los
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antagonistas de IL-2R humanizados u organicos son anticuerpos monoclonales IgG
contra la subunidad alfa de IL-2R que antagoniza competitivamente la activacion de
células T y de proliferacion bloqueando la combinacion de IL-2 con sus receptores.
Diversos trabajos han demostrado que el tratamiento de induccidon con antagonistas
de IL-2R, reduce la incidencia de rechazo agudo sin aumentar el riesgo de infeccién o
tumores(l7,69—72,73).

En nuestra serie, de los 90 pacientes estudiados, s6lo 34 pacientes pudieron
incluirse en el protocolo de determinacion en bilis debido a la dificultad para obtener la
muestra tras el clampaje del tubo en “T" y la restauracion de la circulacién
bilioentérica. No obstante, a pesar de este hecho, su repercusién sobre los resultados
no ha demostrado significacion estadistica.

De los 34 pacientes, 8 corresponden al grupo de pacientes estable; 6 al de
pacientes con complicaciones distintas al rechazo y 14 a pacientes con rechazo.

Comentar que los niveles de IL-2R en los tres grupos son muy bajos, no
llegando a los limites normales (100 + 50 pm/l), si bien hemos observado diferencias
entre cada uno de ellos. Creemos que los niveles bajos pueden ser secundarios al

metabolismo de la molécula.

Respecto a los resultados obtenidos en el analisis de este marcador, en
nuestra serie, los resultados son “parecidos” a los obtenidos en el analisis de IL-2R en
suero. Hay una elevaciéon de los niveles de IL-2R en bilis en el dia 5, 10 y 15,
disminuyendo radicalmente en el dia 20. Esta elevacion, sin embargo, es soélo
estadisticamente significativa en el dia 5, no en el dia 10 y 15, como ocurre en la IL-2R
en suero. Sin embargo, la diferencia de los niveles es evidente. Por lo tanto, la
determinacion de IL-2R en bilis es un buen marcador para el diagndstico precoz de
rechazo agudo en el trasplante hepatico. Que los niveles desciendan a partir del
vigésimo dia, nos llega a sugerir su utilidad para monitorizar la eficacia del tratamiento
inmunosupresor y la diferencia entre el grupo rechazo y el grupo complicaciones
podria facilitar el diagndstico diferencial de estas dos patologias clave en el
postoperatorio del trasplante hepatico. Insistir en la importancia de la elevacién precoz
de los niveles de este marcador en el grupo rechazo, contribuyendo a la instauracion
de un tratamiento inmunosupresor lo antes posible y aumentar la supervivencia del
injerto. Creemos que con un namero de muestras mayor los resultados obtenidos
hubieran ofrecido una mayor significacion estadistica.

Asi pues, IL-2R es un marcador util en el diagnéstico precoz de rechazo en
los pacientes con trasplante hepatico. La significacion en el 5° dia es un muy

interesante. Esto podria ser indicativo de pacientes con alta sospecha de desarrollar
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rechazo agudo y plantear la instauracion de un tratamiento precoz, o un estrecho
seguimiento.

Respecto al andlisis de sensibilidad y especificidad (curvas ROC) , es un
marcador con sensibilidad media a niveles bajos, muy poco sensible a niveles altos

y si es muy especifico, incluso a niveles bajos.

Asimismo, hay autores con resultados muy prometedores, Adams DH et al en
su serie de 76 pacientes®?, al que ya hemos hecho referencia en la discusién de los
resultados de la determinacion de IL-2R en suero, incluye 40 pacientes en el protocolo
de determinaciones de IL-2R en bilis (se afiadi6 thiomersal a la bilis como
bacteriostatico). Este autor publica que obtiene niveles elevados de IL-2R en bilis en
pacientes con rechazo agudo respecto a pacientes con injerto estable, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001). Su elevacion fue constatable 1-2
dias antes del diagndstico clinico de rechazo pero, sin embargo refiere que es mas
sensible que la determinacion de IL-2R en sangre, con una sensibilidad del 94%,
especificidad del 84%, VPP del 83% y VPN del 94%. Para el autor, la determinacion
de IL-2R en bilis en un buen marcador para el diagnéstico precoz de rechazo agudo
en el trasplante hepatico.

También se obtuvieron niveles elevados, en esta serie (hay que recordar que
se establecen tres grupos: (pacientes control, pacientes con rechazo agudo y
pacientes con complicaciones), aunque no de forma significativa, en pacientes con
disfuncién hepatica secundaria no a rechazo: infecciébn por CMV, colangitis 22 a
infeccion bacteriana indicando que la activacion de las células T forma parte de la
respuesta inflamatoria general.

Sin embargo, como ya se ha resefiado arriba, los niveles de IL-2R en bilis
fueron mas especificos y sensibles que en suero, pudiendo ser una prueba
“fundamental” en el diagndstico, sobre todo en los pacientes no subsidiarios de biopsia
hepatica por diferentes motivos, dando lugar a un tratamiento precoz que suprima la
activacion linfocitaria y prevenir la produccién de citokinas y el reclutamiento de células
inflamatorias capaces de dafiar el injerto.

Otro autor con buenos resultados es Perkins James D et al®, con una serie de
82 pacientes en la que se realizaron determinaciones protocolizadas, a saber:
determinacion diaria la primera semana, tres determinaciones la segunda semana y
dos veces la tercera semana Yy siguientes hasta la sexta semana o indicacion clinica.
Se evidencié una elevacion significativa en los diez dias previos al rechazo agudo

(p<0.0004), resultados similares a la determinacién de IL-2R en suero, definiendo la
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determinacion de IL-2R en bilis como un buen marcador de rechazo agudo en
pacientes trasplantados. La presencia de linfocitos Th o Ts o ambos en los tractos
portales parece estar relacionado con la presencia de niveles de IL-2R en bilis. Al igual
gue en suero, los niveles descienden tras la instauracién del tratamiento
inmunosupresor. Tal y como afirmabamos en la discusién sobre los resultados de IL-
2R en suero, es un buen marcador para el diagnostico de rechazo precoz en el
trasplante hepatico y para monitorizar la respuesta al tratamiento inmunosupresor.
Asimismo es buen marcador para diferenciar rechazo de complicaciones en el
postoperatorio precoz, al igual que nuestros resultados.

Este autor, sin embargo, hace constar que hay otros factores que pueden
elevar los niveles de IL-2R y dificultar el uso de esta molécula como indicador de
rechazo del injerto, tales como factores mecanicos tras una reintervenciéon, una fistula
biliar o secundario a infeccién bacterianas, viricas o fL’Jngicas‘?’s).

En este sentido, quizAs en nuestra serie, los niveles elevados
significativamente el primer dia postoperatorio pueden ser secundarios a la técnica
quirdrgica, a la reperfusion o a factores secundarios al injerto.

Otro punto sobre el que llama la atencién el autor es la identificacion de
enfermedad por CMV como un factor que causa niveles elevados de IL-2R,
posiblemente por estimulacién de la respuesta mediada por células, dando lugar a
niveles elevados de IL-2R, aunque mas bajos®39,

No obstante, para este autor es un buen marcador diagndstico/prondstico de
rechazo agudo en el trasplante hepatico.

Warlé MC et al”™, en una serie de 61 pacientes monitorizan los niveles de
ICAM-1, IL-2R, TNF, IL-6, IL-8 y IL-10 en suero y bilis diariamente durante el primer
mes postoperatorio. De los 61 pacientes son incluidos en el estudio 45 y de estos, 23
reciben tratamiento con anticuerpos monoclonales (basiliximab) 6 horas tras el
trasplante y en el 4° dia postoperatorio. Basiliximab es un antagonista de los
receptores de IL-2 que disminuye la incidencia de rechazo de un 41% al 26% (no
significativo). Los niveles sanguineos de IL-2R en suero disminuyen en el grupo
tratado con anticuerpos monoclonales de forma significativa. Sin embargo, los niveles
de IL-2R en bilis no se afectan por la administracién de esta medicacién. Sin embargo
el volumen de la muestra de pacientes en ambos grupos con anticuerpos
monoclonales es tan pequefia que no es susceptible de analisis estadistico.

Por consiguiente, en nuestra experiencia, la utilizacion de la determinacion de
IL-2R en bilis es muy util para el diagnéstico precoz de rechazo agudo en el trasplante

hepatico.
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7.3 DETERMINACION DE ICAM-1 EN SUERO

La molécula de adhesion intercelular (ICAM-1), es una molécula de adhesion
de la superfamilia de inmunoglobulinas que se expresa en las células endoteliales y
hematopoyeticas. Se induce también en diferentes tipos de células en lugares de
inflamacion®’”. ICAM-1(CD54) est4 implicado en las interacciones de las integrinas,
hecho importante en el proceso multipaso en la migracion celular transendoteliar
durante la respuesta inflamatoria®®.

La molécula de ICAM-1 tiene cuatro epitopos distintos en su molécula,
localizados en los dominios D1, D2, D4 Y D5. Cuando ICAM-1 se une a su antigeno
especifico, esto da lugar a la produccion de moléculas de similar tamafio y
propiedades. Es posible inmovilizar la funcion de ICAM-1 a través del dominio 5.
Tiene asimismo una sola regién transmembrana y una corta cola citoplasmatica V.
Es una glucoproteina de la superficie celular de 90 kDa.

Sus ligandos son integrinas expresadas en leucocitos y linfocitos cuya funcién
se asocia a moléculas LFA-1 (CD11a/CD18) y células NK como monocitos como Mac-
1 (CD11B/CD18)®*838%)

Es generalmente aceptado que la asociaciéon intercelular entre moléculas de
adhesién y sus ligandos estabiliza el contacto de los receptores de linfocitos y la célula
presentadora del complejo MHC-péptido durante el reconocimiento del antigeno y la
citolisis.

La induccion de ICAM-1 es un proceso paralelo al rechazo en trasplante

(85,86) (87,88)

renal y cardiaco

Durante el rechazo hepatico, la expresion de ICAM-1 se aumenta por las
citokinas: factor de necrosis tumoral (TNF)-alfa, interleukina (IL)-1, beta interferon
(IFN) gamma, IL-2 e IL-4%%Y. Niveles elevados de ICAM-1 se han publicado en
enfermedades crénicas hepaticas®, tras trasplante cardiaco® vy tras trasplante

®49  se ha demostrado la existencia de formas solubles de moléculas de

hepatico
adhesion en la circulacién de individuos normales®®, aunque poco es conocido sobre
su papel fisiolégico. Se ha sugerido que podrian inhibir la adhesién la adhesién de
leucocitos a las células endoteliales, bloqueando la adhesion a los receptores®® .
Publicaciones previas han detectado que estas moléculas estan elevadas en

procesos inflamatorios®”*®, cancer® e infecciones™®.
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ICAM-1 tiene un efecto sinérgico estimulando la sefial para la indispensable
activacion de las células T, dando lugar a un aumento en la expresién de moléculas de
adhesion, estando involucradas en la interaccion células T-células estromales, células
efectoras-células diana y reaccion inflamatoria, potenciando las funciones de las
células mononucleares y macrofagos. ICAM-1 también estd implicado en funciones
leucocitarias como quimiotaxis y presentaciéon de antigenos y es cosefial para la
activacion de linfocitos“?. Los leucocitos deben adherirse a las estructuras diana y
otras células inmunes antes de poder interactuar con ellas®®.

Las fuentes celulares de ICAM-1 parecen ser las células mononucleares y
lineas de células linfoides. Dado que ICAM-1 tiene la habilidad de ligarse

especificamente a LFA-1 puede actuar regulando la adhesién celular, promoviéndola.

En nuestro estudio, los resultados del analisis de este marcador son
prometedores. Sus niveles se elevan desde el dia 5, dia 10, dia 15 y dia 20. Excepto
el dia 5, esta elevacion es estadisticamente significativa los dias 10, 15 y 20. Los
niveles se mantienen elevados, aunque menos, en el dia 20 no siendo util para
monitorizar la eficacia del tratamiento inmunosupresor. Aunque los resultados no son
significativos en el dia 5, creo que podemos considerar que es un buen marcador para
el diagnéstico precoz de rechazo agudo en el trasplante hepatico. Asimismo es util
para el diagnostico diferencial entre rechazo y complicaciones en el postoperatorio

precoz del trasplante hepatico.

Respecto al analisis de la sensibilidad y especificidad (curvas ROC), con
niveles bajos (A), es un marcador poco especifico y no muy sensible. Con niveles mas
altos (B y C), es un marcador poco sensible pero muy especifico, obteniendo
especificidades de hasta el 100%. Esa especificidad hace de él que sea también muy
atil para diferenciar el rechazo agudo de otra causa de disfuncion hepatica, las

complicaciones no debidas a rechazo agudo.

Por consiguiente, creemos que es un marcador Uutil en el diagnostico de
rechazo agudo con sensibilidad baja y alta especificidad. Util para diferenciar
rechazo de complicaciones.

Multiples estudios han analizado la utilidad de esta molécula como marcador
diagnéstico. Yahoug YU et al?®, en una serie de 43 pacientes, con diversas
indicaciones para realizar trasplante hepatico, como en nuestra serie, (16 pacientes

con rechazo severo y 15 pacientes sin complicaciones severas que se utiliz6 como
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grupo control, tras desestimar pacientes), determiné ICAM-1 en suero y bilis en el
tercer, sexto y décimo dia postoperatorio. En su serie se observé un aumento
importante de los niveles de ICAM-1 en suero de pacientes con rechazo agudo
respecto al grupo control (pacientes sin complicaciones severas y pacientes con
diversas complicaciones, sobre todo infecciosas). Esta elevacién fue constatable tres
dias antes del diagnédstico de rechazo agudo, de forma significativa y en el momento
del diagnéstico, constituyendo un buen marcador de diagnéstico precoz de rechazo
agudo en el trasplante hepatico. Posteriormente comentaremos los resultados en bilis.

Segln Fabrega E, et al, en una serie mas amplia (140 pacientes)®®®, analizé
los niveles de ICAM-1 en los dias 1, 7 y 15 del postoperatorio, ademas del dia de la
biopsia hepatica Se compard pacientes con rechazo agudo y pacientes sin rechazo.
Pacientes con complicaciones de diversa indole fueron excluidos. Se obtuvieron
niveles significativamente elevados (p<0.03) en el 7° dia postoperatorio y en el dia de
la biopsia. Otros parametros analizados en este estudio son los niveles de VCAM-1,
con el que no se obtuvieron resultados significativos y niveles de acido hialurénico
(polisacarido de alto peso molecular sintetizado principalmente por las células
mesenquimales y transportado por el sistema linfoide a la circulacion general. Mas del
95% del hialurénico circulante es eliminado via vascular por el higado mediante
endocitosis con una vida media de 2.5-5 minutos), que también se elevan de forma
significativa (p<0.02) en el momento del diagnéstico de rechazo agudo. No se
encontrd relacién entre el grado de rechazo y los niveles e ICAM-1. En nuestro estudio
no incluimos esta correlacion.

Este estudio pone de manifiesto la utilidad de la monitorizacion de los niveles
de ICAM-1, asi como la de los niveles de acido hialuronico como marcadores para el
diagnostico precoz de rechazo agudo.

Warlé MC et al™, de su serie de 61 pacientes analiza 45, con monitorizacidn
diaria durante un mes de ICAM-1 y diversas citokinas. Aunque parte de los pacientes
fueron tratados con basiliximab, esto no afecta a la determinacion de los niveles en
suero de ICAM-1. En todos los casos se obtuvieron niveles elevados (p<0.001) se
obtuvieron en el momento del diagnostico de rechazo agudo lo que permite identificar
a este grupo de pacientes precozmente, diferenciarlos de otras complicaciones y
monitorizar la eficacia del tratamiento inmunosupresor.

1499 En una serie de 19

Otro autor con buenos resultados es Ninova D et a
pacientes se efectuaron determinaciones en el dia 1, 3 postoperatorio, en el momento
del diagnodstico y una semana después del tratamiento. Se establecen tres grupos:

pacientes con rechazo, pacientes con injerto estable y pacientes con infeccién por
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CMV (los pacienes afectos de rechazo y de infeccién por CMV fueron diagnosticados
mediante biopsia hepatica). No sélo hay resultados significativos en los pacientes con
rechazo agudo respecto a los que no lo presentan (p<0.008), sino que también se
obtuvieron resultados significativos en los niveles de ICAM-1 tras el tratamiento
inmunosupresor (p<0.014). Segun este estudio, la determinacién de ICAM-1 en suero
es un buen marcador para el diagnostico precoz de rechazo agudo en el trasplante
hepatico y para monitorizar la respuesta al tratamiento inmunosupresor.

Sin embargo no todos los resultados son iguales, hay autores como Adams
DH. et al” que, tras determinar los niveles de ICAM-1 en suero y compararla con los
niveles de bilirrubina, GOT, ALP, creatinina y niveles de inhibidores de
anticalcineurinicos, en 61 pacientes (17 pacientes con rechazo, 13 pacientes con
infeccion pero no rechazo, 12 con complicaciones no infecciosas sin rechazo y 19 con
injerto estable), realizandose determinaciones diarias, no se obtuvo correlaciéon
significativa entre los niveles de ICAM-1 en suero y los niveles de bilirrubina, enzimas
hepaticas y niveles de anticalcineurinicos. Al comparar estos tres grupos, obtuvieron
diferencias significativas entre el grupo rechazo y no rechazo. Aunque en el grupo de
complicaciones infecciosas los niveles estaban elevados, dicha elevacion no fue
significativa al compararla con el grupo rechazo. Asi pues, para estos autores, ICAM-1
es un buen marcador para el diagnostico precoz de rechazo, pero no para diferenciar
rechazo de complicaciones.

Navarro Victor et al®® no obtuvo resultados significativos. En una serie de
once pacientes estudiados en dos centros universitarios. Se determinaron los niveles
de VCAM-1, ELAM-1 e ICAM-1. En el caso de los niveles de ICAM-1, no se obtuvieron
resultados significativos entre el grupo rechazo y no rechazo. En este caso, uno de los
factores que pudo contribuir a este resultado es el pequefio tamafio de la muestra (11
pacientes de los que al final sélo fueron validos 7).

Otro autor sin resultados concluyentes es Sasan Roayaie et al®” con una serie
de 32 pacientes sometidos a trasplante hepatico por virus C con inmunosupresion con
OKT-3. Hace determinaciones de IL-2, IL-2R, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, TNF-alfa, IL-1
beta e IL-6. Ninguna de estas moléculas proporciono resultados satisfactorios. En el
caso de las moléculas de nuestro interés IL-2R e ICAM-1, en este estudio, se constatd
elevacién de los niveles de ICAM-1 en el 5° dia postoperatorio sin significacion
estadistica (p<0.7433).

La extensién del dafio por isquemia o reperfusiébn es considerado un
determinante principal de la funcién del injerto en el postoperatorio puede también

afectar los niveles de las citokinas en el postoperatorio precoz¢%7.
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Segin Adams DH et al®y Lang T et al®, los niveles de ICAM-1 disminuyen
tras el tratamiento inmunosupresor, constituyendo un magnifico marcador de
respuesta.

La disminucién tras la administracién de altas dosis de corticoides sugiere que
este farmaco actla en parte de manera directa en las células regulando la expresion
de ICAM-1 o inhibiendo la produccion de citokinas proinflamatorias de los leucocitos
infiltrantes. También podrian inhibir el efecto de las citokinas en las células dianas, o

bien unas combinacion de acontecimientos a dicho nivel®?,

En nuestra experiencia, ICAM-1 parece un buen marcador en unién a otras

pruebas complementarias.

7.4 DETERMINACION DE ICAM-1 EN BILIS

Diversos autores han estudiado el comportamiento de la molécula ICAM-1 a
nivel del injerto hepatico (biopsias) en el periodo postrasplante, durante el episodio de
rechazo agudo u otras disfunciones hepaticas.

Durante el rechazo del injerto, se ha demostrado un aumento de la expresion
de ICAM-1 en los tejidos, localizandose en las estructuras diana, como los conductos
biliares®**?. La determinacién de esta molécula es llamativa en el epitelio del
conducto biliar y en los hepatocitos durante el proceso de rechazo, siendo secretado
por estas células, cuestion no plenamente demostrada®?. Si esta demostrado, como
en el apartado anterior haciamos referencia, que las células mononucleares y las
células linfoides secretan ICAM-1 durante el episodio de rechazo®******* Esto hace al
injerto mas susceptible al dafio por las células efectoras: linfocitos y otras células
inflamatorias como neutréfilos y macréfagos que estan implicados en la respuesta
efectora del rechazo del injerto®**9.

La evidencia de la secrecién local de ICAM-1 es el alto ratio bilis:suero de esta
molécula que se detectan durante el rechazo. En algunos casos los niveles biliares
exceden los séricos, y en todos los casos el ratio bilis:suero es mucho mayor que el
gue podria esperarse para una molécula del mismo tamafio si procediese de difusion

(52)

pasiva del suero Esto daria la raz6n a aquellos autores que sugieren que los

factores inmunoldgicos en bilis son méas sensibles y especificos que los séricos ©2.
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En el higado normal, ICAM-1 se expresa débilmente en el endotelio sinusoidal

y algunas células kupffer*®),

Se ha sugerido que podrian inhibir la adhesion de
leucocitos a las células endoteliales®, bloqueando la adhesién a los receptores.

Estudios seriados revelan sorprendentemente altos niveles biliares de ICAM-1
en el postoperatorio inmediatamente, cayendo en las primeras 24 horas. Este patron
se ha visto en pacientes que desarrollan rechazo, pero también en pacientes con
postoperatorio complicado. Este mecanismo no es claro, puede reflejar la activaciéon
inicial de los linfocitos o el reconocimiento de los antigenos del injerto, o,
alternativamente, dafio en la preservacion del injerto .

En los episodios de rechazo se ha demostrado la expresion de ICAM-1 en los

s17-120 En g| estudio de Romero M. et al

hepatocitos en las biopsias hepatica
observaron un aumento significativo de la expresion de esta molécula segun el grado
de severidad del rechazo™?.

ICAM-1 puede ejercer efecto feed-back para controlar la adhesion celular y el
proceso inflamatorio.

Como la secrecion local de citokinas en el sitio inflamado en los tractos portales
puede proporcionar marcadores especificos de rechazo agudo, existiendo
publicaciones sobre la utilizacion de IL-2R en bilis™®, IL-6™" e ICAM-1™® para
monitorizar los pacientes trasplantado; mostrando que los niveles de ICAM-1 y de IL-
2R, aumentan durante el episodio de rechazo en comparacion con pacientes con otras

complicaciones y aquellos con injerto estable®®'®).

En nuestra experiencia, los resultados son muy satisfactorios, estando
elevados en el grupo de rechazo durante todos los dias. Los niveles estan elevados en
los tres grupos en el dia 1, probablemente debido a la manipulacién quirdrgica, a la
reperfusion o a otros factores en relacionados con el procedimiento quirdrgico. Los
niveles se van normalizando progresivamente a excepcion del grupo rechazo donde
se mantienen elevados incluso en el dia 20. La diferencia ha sido estadisticamente
significativa en todos los dias, dia 1, 5, 10, 15 y 20. Estos resultados hacen que este
marcador sea una herramienta muy Gtil para el diagnéstico precoz de rechazo agudo
en el trasplante hepatico. Al igual que la determinacion de ICAM-1 en suero, los
niveles permanecen elevados, aunque en menor nivel, en el dia 20, no siendo buen
marcador para monitorizar la respuesta al tratamiento inmunosupresor. Es muy util
para diferenciar rechazo de complicaciones, importante en el postoperatorio precoz del
trasplante hepatico. La media de los niveles en los tres grupos en el dia 1 esta muy
elevada descendiendo posteriormente en el grupo estable y con otras complicaciones

distintas al rechazo y manteniéndose elevados en el grupo rechazo. Esto ratifica que
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los niveles en bilis reflejan con mayor claridad los fenédmenos locales que ocurren en el

injerto.

Respecto al analisis de sensibilidad y especificidad (curvad de ROC), en el dia
5, en el postoperatorio precoz es un marcador muy sensible con niveles bajos (A).
Pasado este periodo la sensibilidad disminuye, convirtiéndose en un marcador muy

especifico con niveles medios y altos (B y C).

Asi pues, la determinacién de ICAM-1 en bilis es un marcador muy atil para
diagnostico precoz de rechazo agudo elevandose de forma significativa y de forma
muy sensible en el postoperatorio del trasplante hepatico. Asimismo, con niveles
elevados de forma media o alta, aporta buena especificidad. Es un marcador muy Util
en la monitorizacién de los pacientes sometidos a trasplante hepatico para poder
realizar un diagndstico precoz de rechazo agudo. Resulta muy util para diferenciar

rechazo de otro tipo de complicaciones.

Un autor con buenos resultados en el analisis de esta molécula es Adams DH
et al”. Aporta una serie de 61 pacientes donde evalué los niveles de ICAM-1 en
suero Yy bilis junto a otros parametros (bilirrubina, GOT, etc...). En suero, la diferencia
de niveles era significativa entre el grupo rechazo y no rechazo, pero no fue
significativa entre en grupo rechazo y el de complicaciones infecciosas. Sin embargo,
en bilis hay una diferencia significativa entre en grupo rechazo y el no rechazo
(p<0.001), no elevandose en pacientes con otras complicaciones. Esto sugiere que los
factores inmunolégicos en bilis son mas sensibles y especificos, constituyendo un
mejor marcador que en la determinacién en suero. La ratio bilis/suero es mayor en el
grupo rechazo que en el no rechazo, siendo también esta diferencia significativa
(p<0.001). La elevacion de los niveles de ICAM-1 en bilis son apreciables 24-48 horas
antes del diagnostico de rechazo. En este estudio se objetivan los niveles elevados las
24-28 horas postrasplante, que descienden en todos los pacientes y se elevan
posteriormente en los pacientes con rechazo agudo. Segun estos datos, la
determinacion de ICAM-1 en bilis es un marcador muy Uutil para diagnésticar
precozmente el rechazo agudo e instaurar precozmente el tratamiento
inmunosupresor.

Otro trabajo con resultados muy interesantes es el de Yahoung YU et al®®. En
una serie de 43 pacientes determina los niveles de ICAM-1 en suero y bilis. Ya

comentamos previamente que en su serie, la determinacién de ICAM-1 en suero se
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elevaba en rechazo agudo de forma significativa. La determinacion en bilis puso de
manifiesto niveles elevados también tres dias antes del diagndstico de rechazo agudo.
Segun el autor este aumento de los niveles de ICAM-1 en bilis reflejan mas fielmente
los los cambios hepaticos siendo muy Uutil para diferenciar rechazo de otras
complicaciones y monitorizar el rechazo y la respuesta al tratamiento. Hay autores que
consideran que ICAM-1 en suero puede elevarse también en procesos infecciosos y
secundario al fendmeno isquemia-reperfusién, mientras que en bilis se eleva s6lo en
rechazo, sugiriendo que la determinacién de los niveles de ICAM-1 en bilis puede ser
un marcador diagnéstico mas especifico de rechazo que la determinacién en
Suero(74,75, 119).

Ademas se ha estudiado la expresion de ICAM-1 en tejido biopsiado, en las
biopsias hepéticas de pacientes con rechazo agudo, hallando una expresiéon
aumentada de ICAM-1 en los conductos biliares, endotelio y hepatocitos alrededor de
la vena portal. Esto demuestra que ICAM-1 esta implicado en el rechazo agudo tras el
trasplante hepéatico®*%®,

Hay autores que no han obtenido resultados satisfactorios monitorizando

ICAM-1 en bilis, como Warlé et al

, en su serie de 45 pacientes, que detallamos en
la determinacion de ICAM-1 en suero y que utiliza basiliximab en parte de los
pacientes. Mientras que los resultados fueron estadisticamente significativos
monitorizando los niveles de ICAM-1 en suero no sucedié lo mismo en bilis, donde los
niveles se elevan en menor cuantia, sin significacion estadistica.

Uno de los primeros sucesos que ocurren en el rechazo agudo, junto a hechos
clinicos y analiticos, es la disminucién en la cantidad y calidad de bilis que se
exterioriza por el tubo de kher. Cynthia W. Ko et al®®, en una serie de 17 pacientes,
mide la concentracién de lipidos biliares en bilis ( acidos biliares, fosfolipidos,
colesterol y lipidos totales) 3° dia postoperatorio, 6°-7° dia en distintos dias los tres
meses del periodo postoperatorio. Estas determinaciones se acompafian de biopsias
hepaticas en el 10° 21° y 3 meses postoperatorios junto a pruebas de laboratorio
rutinarias. La autora observa una disminucion de la concentracién de los lipidos
biliares no sb6lo en los episodios de rechazo agudo, sino también en diversas
complicaciones como: trombosis de la vena cava inferior, hepatitis farmacolégica, etc.
No se obtuvo significacion estadistica (p>.2) aunque este descenso no es
significativamente estadistico. Lo que si que tiene correlacion significativa es la
composicion lipidica con los niveles de ciclosporina (p<0.03/0.002). Los niveles de
lipidos biliares aumentan tras la resolucién del episodio de rechazo o de complicacién

(disfuncion del injerto).
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7.5 OTROS PARAMETROS

Se han analizado otros parametros que se utilizan en la préactica clinica diaria y
gue son utiles en el control sistematico de la evolucién clinica del paciente.

Estos parametros se alteran en diversas situaciones que implican la disfuncion
del injerto como son, los episodios de rechazo, disfuncién primaria del mismo,
complicaciones de diversa indole, infecciénes, etc

Creimos fundamental incluir estos parametros en nuestro estudio para una
correcta interpretacion de los resultados obtenidos, y a su vez analizar si las

variaciones que se producian en ellos tenian alguna valor estadistico.

Los parametros analizados fueron:

Bilirrubina (Br)

GOT (aspartatoaminotrasferasa)
GPT (alanino aminotransferasa)
GGT (gamma glutamiltranspeptidasa)
ALP (fosfatasa alcalina)
Colinesterasa

Niveles de Inhibidores de Calcineurina

Los resultados obtenidos de los diversos parametros analiticos realizados en
el 10° dia postoperatorio fueron dispares, la bilirrubina estd significativamente
elevada en el grupo rechazo respecto al grupo estable o al grupo complicaciones. La
GOT y GPT, sin embargo, estan elevadas significativamente en el grupo
complicaciones respecto al grupo estable y el grupo rechazo. En cuanto a la GGT,
esta enzima estéa significativamente mas elevada en el grupo rechazo respecto a los
otros dos grupos. Finalmente, la ALP, estd mas elevada significativamente en el
grupo complicaciones respecto al grupo rechazo y al grupo estable. La colinesterasa
esta igual en los tres grupos y en rango normal y los niveles de inhibidores de
calcineurina son similares en los tres grupos, aunque sus niveles estan elevados (tras
la primera semana los niveles valle en sangre deben estar entre 250 y 350 ngr/cc),
aportando homogeneidad a la muestra y haciendo posible la comparacién del resto de

variables entre los tres grupos.
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Estos valores analiticos se utilizan habitualmente en la préactica clinica. Como
hemos expuesto se elevan ante cualquier dafio hepatico ya sea secundario a rechazo
o0 bien secundario a otras patologias. Aunque se han obtenido niveles elevados
significativamente, estos se han obtenido tanto en el grupo rechazo como en el grupo
complicaciones. Son parametros con gran sensibilidad, pero no Uutiles en el
diagnéstico de rechazo agudo en el trasplante hepatico. Consideramos que es Util
su monitorizacién junto otras pruebas complemetarias para facilitar el diagndstico
precoz de rechazo agudo en pacientes con trasplante hepatico, pero no son decisivas

en si mismas.

En la mayoria de los grupos de trasplante hepatico se intenta disminuir
progresivamente el nUmero de biopsias hepaticas para diagnosticar el rechazo agudo
en el trasplante hepatico. En la actualidad, s6lo en pacientes con elevacién en los
tests de funcién hepatica sin explicacion alternativa son sometidos a biopsia hepatica
por “sospecha” clinica de rechazo agudo. Los tests de funcion hepatica han sido
siempre muy sensibles pero no especificos para diagnosticar rechazo agudo, e incluso
los resultados de estos parametros no han sido uniformes en la literatura *?**?®. Sin
embargo, esta estrategia transforma el examen histoldgico, que es un método de
diagnostico objetivo y validado para diagnosticar y valorar la intensidad del rechazo
agudo™®?, en una aproximacién subjetiva que puede variar ampliamente, no sélo entre
los centros que realizan trasplante hepatico, sino entre los integrantes de la misma
institucién. Esto da lugar a resultados sorprendentes: 28% al 71% de los pacientes con
rechazo moderado-severo pueden haber sido diagnosticados correcta o
incorrectamente. De otra manera, del 15% al 43% de los pacientes sin rechazo o
minimo rechazo podrian haber sido biopsiado y mas del 24% podria haber recibido
tratamiento empirico con bolos de esteroides sin rechazo agudo. Se necesita un
consenso para seleccionar candidatos para biopsia hepatica y puede ser
particularmente relevante la realizacion de estudios randomizados controlados que
evalien diferentes protocolos de inmunosupresion post-trasplante hepatico,
especialmente cuando sélo se utiliza como método diagnéstico la biopsia hepatica “%°.

Segin Rodriguez-Perélvarez et al ®?®

, proponen un modelo multivariable
compuesto por parametros clinicos y parametros clinicos rutinarios capaces de
predecir rechazo severo-moderado en la biopsia hepatica. Pacientes jovenes con bajo
MELD (sistema de puntuacion para mediar la severidad de la enfermedad hepatica
crénica), tienen mas probabilidad de tener un rechazo moderado-severo, mientras que

los pacientes mas enfermos en el momento del trasplante (mayores y con mayor
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MELD), estan “protegidos” contra el rechazo agudo, como se refleja en diversas
publicaciones #7129,

Respecto a la inmunosupresion, el uso de dosis reducidas de tacrolimus,
concentraciones de <6 ngr/ml sin antimetabolitos es un factor predictivo independiente
de rechazo agudo. En publicaciones previas, dosis reducidas de tacrolimus tras
trasplante hepdatico junto a otros inmunosupresores se ha asociado a resultados
satisfactorios respecto a resultados de rechazo agudo™®*%, aunque no es comun en
la practica clinica.

Finalmente, el cambio en el nimero de eosinofilos en sangre proporciona una
informacién util sobre la presencia y el grado de rechazo, avalado por publicaciones

previas®*+132)

y avalado por este estudio.

En el estudio estadistico se utilizo la clasificacion MELD, inmunosupresiéon y
contaje de eosinofilos en sangre, obteniendo en el modelo AUROC un score de 0.84.
Esto hace que sea un método util para predecir qué pacientes son subsidiarios de
biopsia hepatica y es también util para monotorizar la respuesta del rechazo al

tratamiento con bolos de esteroides.

Tras todo lo expuesto en esta discusion es indiscutible la necesidad de un
marcador sensible, especifico, precoz, sin morbimortalidad para diagnosticar a la
mayor brevedad la aparicién de rechazo agudo en el trasplante hepatico.

Un anico biomarcador probablemente no serd suficiente para reflejar toda la
complejidad asociada al trasplante de 6rganos. Un panel de distintos biomarcadores
seria necesario para ajustar el tratamiento inmunosupresor.

Estos mismos marcadores han sido identificados como marcadores de riesgo
de rechazo en una cohorte de pacientes con trasplante hepatico estable bajo
tratamiento inmunosupresor. ElI hecho de que un biomarcador tenga el mismo
comportamiento en distintas cohortes de pacientes trasplantados confirma la validez
del biomarcador en la deteccién precoz de rechazo agudo “9.

La necesidad de un método no invasivo para el diagndstico de rechazo agudo
ha sido potenciado por Grandes Sociedades e Institutos Nacionales de Salud.
Recientes avances en la separacién de proteinas, incluyendo la deplecién de

(133)

abundantes cantidades de proteinas y la utilizacibn de la espectometria de

masas**¥, han facilitado la caracterizacién detallada de complejos biolégicos en suero
(135.136) Se ha intentado un estudio en dos fases. En una primera fase se procede a

una gran deplecién de proteinas para una absoluta cuantificacién y caracterizacion de
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las proteinas séricas en el rechazo agudo mediante la espectometria de masas. En la
segunda fase, las proteinas identificadas en la primera fase son validadas por ELISA.

La identificacion de distintas proteinas séricas en el episodio de rechazo,
incluyendo proteinas no previamente asociadas a este, aumenta la posibilidad de
nuevos avances diagndsticos y terapéuticos en el manejo de la inmunosupresion en el
trasplante hepatico y tal vez en el trasplante de otros 6rganos.

En la busqueda de ese biomarcador ideal, hay una técnica en auge, la
CITOMETRIA DE FLUJO permite la cuantificacion de grandes cantidades de células y
su distribucién, estado de activacién, perfil de produccion de citokinas y otras
funciones celulares. Esta técnica puede obtener informacion de cientos de células en
un corto periodo de tiempo ®*”. A la luz de nuestros resultados, determinacién de IL-
2R e ICAM-1 en sangre y bilis, bien pudieran entrar dentro de la esta bateria de
parametros inmunoldgicos.

Ademas, la introducciébn de estaa técnica permite evaluar diferentes
biomarcadores simultdaneamente en el mismo ensayo.

Algunos el uso de la citometria de flujo en los trabajos clinicos posee ciertas
ventajas como por ejemplo, su facil uso instrumental y el andlisis de datos. Es
importante en la citometria de flujo personal cualificado con buen entrenamiento, asi
como un hardware apropiado y un software que asegure una produccion de datos

seguros, lo cual no esté disponible en todos los laboratorios**®.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES 'SOBREIL2RTEN'SUERQ. Es un buen marcador para

el diagnostico precoz de rechazo agudo en el trasplante hepatico. Presenta muy
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buena sensibilidad. Se eleva de forma precoz y disminuye también pronto en cuanto
se instaura el tratamiento inmunosupresor. Es Uultil, en nuestra experiencia, para

diferenciar rechazo de complicaciones.

CONCLUSIONES SOBREIL=2"EN'BILIS. Es un buen marcador para el

diagnéstico precoz de rechazo agudo en el trasplante hepético, poco sensibie pero
muy especifico. Se eleva de forma precoz, disminuyendo rapidamente tras la
instauracion del tratamiento inmunosupresor. Es util para diferenciar rechazo de

complicaciones.

CONCLUSIONES'SOBRE ICAM=1'EN'SUERQ. Es (til para el diagndstico
precoz de rechazo agudo en el trasplante hepético. Sin embargo sus niveles se
mantienen elevados pese a la instauracion del tratamiento inmunosupresor. Su
sensibilidad es baja pero su especificidad es alta. Es util para diferenciar

complicaciones de rechazo.

CONCLUSIONES SOBREICAM=L'EN'BILIS. Es util para el diagnostico
precoz de rechazo agudo en el trasplante hepatico. Se eleva de forma precoz,
manteniendo sus niveles elevados pese a la instauracion del tratamiento
inmunosupresor. Es poco sensible pero muy especifico. Es atil para diferenciar

complicaciones de rechazo agudo.

CONCLUSIONESSOBREOTROSIPARAMETROS. La utilizacion de

parametros habituales en practica clinica, en nuestra experiencia, no son utiles para el
dignéstico de rechazo agudo. Son muy sensibles, elevandose tanto en pacientes con

rechazo como en complicaciones, no siendo Utiles para nuestro proposito.
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ABREVIATURAS

a.c.: Antes de Cristo
ACN: Anticalcineurinicos
ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Ag-Ac:Antigeno-anticuerpo
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ALP: Fosfatasa alcalina

APC: Célula presentadora de antigeno

BCR: Receptor de la célula B

Br: Bilirrubina

Ca2+: Calcio

cc.: Centimetros cubicos

CCCC: Cuatro cisteinas cercanas en posiciones equivalentes
CDCA: Acido quenodeoxicélico

CD2: Familia de supergenes de las inmunoglobulinas
CD18: Antigeno leucocitario funcional

CHP: Célula hematopoyética pluripotencial

CMV: Citomegalovirus

CTL: Linfocitos T citotoxicos

DAG: Diacilglicerol

d.c.: Después de Cristo

DNA: Acido desoxirribonucleico

EDTA: Acido etilendiaminotetra acético sal disodica
ELAM: Molécula de adhesion al endotelio

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
Fc: Parte del anticuerpo que se une a los receptores
FHF: Fallo hepatico fulminante

GGT: Gamma glutamiltranspeptidasa

GM-CSF: Factor estimulantede colonias de granulocitos y macréfagos
GOT: Aspartato aminotransferasa

gr: Gramo

GTP: Guanosin trifosfato

HLA: Antigeno de histocompatibilidad

HTA: Hipertension arterial

iC3b: Molécula poteica con habilidad especial para unirse a células diana
especificas

ICAM: Molécula de adhesion intercelular

ICE: Proteasa enddégena

IFN: Interferén

Ig: Inmunoglobulina
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IL: Interleukina

IL-Ra: Antagonista del receptor de la interleukina

IL-1a: Interleukina 1 alfa

IL-1b: Interleukina 1 beta

IL-2R: Receptor de interleukina 2

IP3: Inositoltrifosfato

JAK: Fosforilasa del receptor en residuos de tirosina
Kg: kilogramo

MALT: Tejido linfoide asociado a mucosas

MCAF: Factor quimiotactico activador de los monocitos
MELD: sistema de puntuacion para medir la severidad de la enfermedad
hepatica crénica

mgr: miligramos

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

MIF: Factor inhibidor de la migracion de los macréfagos
mlg: Inmunoglobulina de membrana

ml: mililitros

NK: Natural killer

NO: Oxido nitrico

NRI: Intermediarios reactivos de nitrdgeno

LFA: Antigenos leucocitarios funcionales

LPS: Lipopolisacarido

PKC: Proteinkinasa

PMN: Polimorfonucleares

PLC: Fosfolipasa C

PTK: Tirosinkinasas

ROI: Intermediarios reactivos de oxigeno

slL-R: Version soluble del receptor

STAT: Transductoras de sefial y activadoras de la transcripcion de la
fosforilacion de la tirosinas

Tc: Linfocitos T citotoxicos

TCGF: Factor potenciador del crecimiento de los linfocitos T citolitico
TCR: Receptor de lacélula T

Th: Linfocito T helper

TI: Antigeno timo-independiente
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Tind: Antigeno timo-independiente

TMB: Agregado del sustrato de la enzima en el procesamiento por ELISA

TNF: Factor de necrosis tumoral

TOH: Trasplante ortotdpico hepatico

Ts: Linfocito T supresor

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

VBDS: Sindrome desparicion conductos biliares
VCAM=INCAM: Molécula de adhesion al endotelio vascular
VHB: Virus hepatitis B

VHC: Virus hepatitis C

VPN: Valor predictivo negativo

VPP: Valor predictivo positivo

WSXWS: Triptéfano-serina X triptéfano-serina

6MP: 6 metil prednisolona
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