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RESUMEN

Muchas de las causas de morbi-mortalidad en los pacientes trasplantados hepéticos
estan relacionadas con el estado de inmunosupresion, y, por tanto, con la medicacion
inmunosupresora. Este dato sugiere la necesidad de un equilibrio en el nivel de
inmunosupresion de los pacientes trasplantados hepéticos, que evite el rechazo por
infraimunosupresion pero también las complicaciones infecciosas o los tumores de novo
asociados a un exceso de inmunosupresiéon. Actualmente, no existen test que midan
con precision el nivel de inmunosupresién de un trasplantado, ya que el nivel de
farmacos que disponemos no siempre refleja el estado de inmunosupresion de los
pacientes. ImmuKnow es un test que proporciona informacion objetiva acerca de la
funcion celular inmune. OBJETIVO: Nuestro objetivo en el estudio fue determinar la
correlacion entre grado de inmunosupresion y niveles de ATP de los linfocitos T CD4
medidos por ImmuKnow en pacientes trasplantados hepaticos en el Hospital
Universitario Rio Hortega (HURH). Como objetivo secundario, valorar si ImmuKnow es
capaz de identificar pacientes en riesgo de infeccion y si hubo mejoria analitica a los 6
meses de realizar el test. MATERIAL Y METODOS: Para ello disefiamos un estudio
retrospectivo, descriptivo, que incluye a 119 pacientes trasplantados hepéticos a los que
se les realiz6 ImmuKnow entre los afios 2014-2018. Se recogieron: edad, sexo,
indicacion y fecha del trasplante, dosis y niveles de farmacos inmunosupresores, niveles
de ImmuKnow y datos analiticos en el momento en que se realiz6 el test y a los 6 meses:
parametros de funcion hepatica, serie leucocitaria y PCR de citomegalovirus.
RESULTADOS: No hemos encontrado correlacion entre los niveles de tacrolimus en
sangre y los niveles de ATP medidos por ImmuKnow. A los seis meses de la realizacion
de ImmuKnow observamos en nuestra serie, diferencias significativas en los valores de
bilirrubina total y el nimero de monocitos. Sin embargo, hemos observado una
asociacion significativa entre niveles bajos de ImmuKnow, es decir, exceso de
inmunosupresién. e infeccion por citomegalovirus en trasplantados hepéaticos,
especialmente con niveles por debajo de 175 ng/ml (sensibilidad del 100%).
CONCLUSION: Immuknow parece un test Gtil para identificar pacientes en riesgo de
infeccion por citomegalovirus. No existe correlacion entre el nivel de tacrélimus y
ciclosporina y el nivel de IMMUKNOW. Se observo mejoria en las cifras de bilirrubina y
monocitos a los seis meses de la realizacion de ImmuKnow. Es posible que las
decisiones tomadas con el resultado del test modifiquen la actuacion terapéutica de los

especialistas en trasplante hepatico.

UTILIDAD DE LA MONITORIZACION DE LA INMUNIDAD CELULAR EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA DISFUNCION DEL INJERTO HEPATICO 3



INTRODUCCION

El trasplante hepético, que es la sustitucion del higado original enfermo por un érgano
sano (aloinjerto), ha supuesto uno de los avances mas importantes en las dltimas
décadas, siendo en la actualidad un tratamiento eficaz de la enfermedad hepatica
terminal, con supervivencias al afio de mas del 85 %y 70% a los 5 afios con una elevada

calidad de vida de los pacientes. (1)

El trasplante hepético esta indicado en aquellas enfermedades hepaticas en las que han

fracaso otras medidas terapéuticas, en ausencia de contraindicaciones absolutas.

Las principales causas de trasplante hepatico son la cirrosis hepatica avanzada, el
hepatocarcinoma en estadio BCLC-A con hipertension portal, algunas enfermedades
congénitas en nifios y a veces enfermedades que producen un deterioro muy brusco y
agudo del higado conduciendo a la insuficiencia hepatica aguda grave. En la infancia,
la causa mas frecuente es la atresia biliar extrahepética.

El primer trasplante hepatico lo realiz6 por primera vez Thomas Starzl en la Universidad
de Colorado en el afio 1963. Desde entonces se realizaron varias decenas de
trasplantes en el resto del mundo en las décadas de los sesenta y los setenta, pero con
unos resultados muy pobres, que en las mejores manos apenas SuUpuso una

supervivencia al afio de un 30% de los pacientes. (1)

Hubo que esperar a los ochenta para que las mejoras en el ambito quirdrgico, de la
anestesia, del manejo de la coagulacion, pero sobre todo de la inmunosupresion,
consiguieran que el trasplante tuviera supervivencias elevadas. Una conferencia de
consenso celebrada bajo los auspicios del Instituto de la Salud (NIH) norteamericanos
en Bethesda (Maryland) en junio de 1983 supuso la declaracién del trasplante hepatico
como procedimiento de utilidad terapéutica demostrada y su verdadera difusién por todo
el mundo. (2) La supervivencia al afio pasé del 30 al 70% y seguiria mejorando en las
siguientes décadas, en enfermos que sin este procedimiento tienen una mortalidad muy

elevada a corto plazo.
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lustracion 1. Actividad en Espaiia Trasplante Hepdtico <1990-2016. (2) trasplante hepatlco S€
realiza en 24 hospitales de
Espafia, y son mas de mil cien los enfermos que anualmente reciben un trasplante

hepatico en nuestro pais. [llustracion 1] (2)

De hecho, somos el pais con la tasa mas alta de trasplante hepatico en el mundo.
Espafa supone solo un 0,7% de la poblacion del planeta, pero realizamos desde hace
afos cerca del 10 % de todos los trasplantes de higado del mundo.

El descubrimiento en la década de los ochenta de la ciclosporina revolucioné el mundo
del trasplante, de modo que la tasa de rechazo agudo disminuy6 drasticamente hasta
cifras en torno al 10-15% en la actualidad, permitiendo un desarrollo realmente
importante del trasplante de érganos, y consiguiendo supervivencias del paciente que
llegan al primer afio al 90%. Posteriormente, se afiadieron al arsenal terapéutico del
rechazo el FK-506 o tacrolimus, el mofetil micofenolato y los inhibidores del enzima
MTOR, de modo que en la actualidad disponemos de un amplio abanico de posibilidades

terapéuticas para el rechazo.

La ciclosporina y el tacrolimus tienen el mismo mecanismo de accion, Unicamente que
tacrolimus es entre 10 y 100 veces mas potente que Ciclosporina. Ambos farmacos son
inhibidores de la calcineurina, por lo que inhiben la actividad fosfatasa de la calcineurina
linfocitaria a través de la union de los complejos ciclosporina-ciclofilina y tacrolimus-
FKBP12 inhibiendo la activacion de los linfocitos T. El tacrolimus en su formulacién
retardada es un farmaco seguro con menor toxicidad renal, mas comodo con una
administracion diaria, con ventajas respecto al tacrolimus inicial, de menor vida media.
Su eficacia en el control del rechazo ha hecho que el tacrolimus sustituya a la
ciclosporina en la mayor parte de los hospitales en los que se lleva a cabo trasplante

hepatico. (1)
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llustracion 2. Supervivencia del paciente tras trasplante ~ ..
hepdtico. RETH. Memoria de Resultados 1984-2016. (2) anos. [—IIIUStraCIOn 2 (2)

Esta mortalidad tardia esta asociada a la toxicidad renal, hipertension arterial, desarrollo
de diabetes, y aumento del riesgo de infecciones y tumores a largo plazo. (3)

Por ese motivo y gracias al desarrollo de otros inmunosupresores con distintos perfiles
de eficaciay de seguridad en el trasplante, han aparecido pautas inmunosupresoras de
“minimizacion” con el objetivo de mantener en niveles minimos la tasa de rechazo del
injerto hepatico, pero de mejorar a largo plazo la toxicidad asociada a

anticalcineurinicos.

El acido micofendlico, inhibidor del metabolismo de la purina no nucleosidico, es otro
inmunodepresor que habitualmente debe utilizarse en combinaciébn con
anticalcineurinicos. La ausencia de toxicidad renal de este farmaco, permite bajar la
dosis de tacrolimus o ciclosporina para mejorar la disfunciéon renal de los pacientes

sometidos a trasplante hepatico sin aumento de la tasa de rechazo.

En cuanto a otro grupo de los inmunosupresores introducidos recientemente, los
inhibidores de la enzima mTOR (mamalian Target of Rapamycin), se ha demostrado
que la combinacion de everolimus con los inhibidores de la calcineurina mejora
significativamente la funcion renal de los pacientes, manteniendo a la vez un perfil de
eficacia y seguridad comparables a la terapia estandar con tacrolimus para la prevencién
del rechazo agudo celular. Sin embargo, se ha asociado a un incremento de la dislipemia

y factores de riesgo cardiovascular. (4)
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Existen también otro tipo de inmunosupresién basada en el uso de anticuerpos
monoclonales en la induccion del trasplante hepdético, es decir, el primer dia
postrasplante hepdtico. La principal ventaja que presentan es que no producen
insuficiencia renal y permiten evitar en los primeros dias postrasplante el uso de
anticalcineurinicos en enfermos con problemas en la funcién renal. Actualmente se usan

sobre todo los anticuerpos anti-CD25 o Basiliximab.

Sin embargo, como ya hemos comentado, a pesar del evidente beneficio del tratamiento
inmunosupresor, se ha visto en la evolucion postrasplante que muchas de las causas
de morbi-mortalidad de los receptores de trasplante hepatico estan relacionadas con la
inmunosupresién, estimandose que entre el 40% -70% de toda la mortalidad post-
trasplante es atribuible a la inmunosupresion. (3)

Para conseguir un equilibrio adecuado, capaz de minimizar la mortalidad por rechazo y
ala vez conseguir tener una tasa minima de efectos secundarios de la inmunosupresion,
es fundamental un seguimiento postrasplante muy estrecho tanto de las pruebas de
funcion hepética, como de los niveles sanguineos de farmacos anticalcineurinicos,

realizado por especialistas en el manejo del paciente postrasplantado. (5)

Pero, ademas, méas de dos tercios de los pacientes trasplantados de higado tienen
minimo una infecciébn durante el seguimiento postrasplante. (6) Nuevamente la
inmunosupresion juega un papel importante en la aparicion de infecciones
postrasplante. Y, sin embargo, por el otro lado, la infrainmunosupresion conduce a

rechazo del injerto, acortando el tiempo hasta la muerte 0 un nuevo trasplante.

[llustracion 3] (7)

Por ello es importante en el trasplante de érganos proporcionar a los pacientes la minima
inmunosupresion necesaria para evitar el rechazo, pero minimizar la toxicidad a largo

plazo.

La biopsia hepatica es la técnica actual utilizada para diagnosticar el rechazo agudo
pero es una técnica invasiva, cara, requiere ingreso hospitalario e incbmoda para el
paciente, no exenta de complicaciones. Ademas, es capaz de medir la presencia de

rechazo, pero no el exceso de inmunosupresion.
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Se pueden medir en el laboratorio
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Hepatic \ -
23.99 Non Hepatic < I

63.3%
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inmunosupresion ideales en cada

paciente.

o

Watt K et al, Am J Transplant 2010
llustracion 3:Mortalidad tardia postrasplante hepdtico. (8)

En los Ultimos afios se ha desarrollado un test comercial, llamado ImmuKnow (Cylex)
capaz de medir la inmunidad celular en pacientes sometidos a trasplante de 6érganos
gue recibian tratamiento inmunosupresor. Es el Unico test aprobado por la FDA (Food
and Drug Administration) el 2 de abril de 2002 para cuantificar la funcién inmunolégica.
Se trata de una prueba analitica, no invasiva y comoda para los pacientes, capaz de

monitorizar la inmunidad celular.

Disponer de este test tendria un posible impacto clinico incluyendo: reduccion
significativa del numero de biopsias, reduccion de efectos adversos de la
inmunosupresion pudiendo mantener menores dosis, y también, minimizar el uso de
antibiéticos al disminuir el riesgo de infeccion. Permitiria ademas, individualizar la terapia
inmunosupresora (personalizar el grado de inmunosupresion), ingresos mas cortos de

los pacientes, reduccién en el nUmero de revisiones del paciente y reduccion de costes.
2.1 Fundamento de ImmuKnow ®

De forma especifica, ImmuKnow mide el trifosfato de adenosina producido después de
la estimulacion de células T con fitohemaglutinina de lectina de planta (PHA) mitégeno.
Después de la incubacién durante la noche, las células CD4 se seleccionan utilizando

particulas paramagnéticas recubiertas con un anticuerpo monoclonal para CD4. (9)

Las células clave son los linfocitos T CD4 positivas ya que los principales farmacos
inmunosupresores estan disefiados para inhibir especificamente la activacién de las
células T, lo que se ha relacionado con el rechazo. La cantidad de ATP presente en las

muestras de sangre estimulada es una medida de la actividad de los linfocitos.

[llustracién 4] (10)
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La importancia del ensayo es que proporciona una medida funcional global de las

células Th y no sélo la medida de un metabolito, una célula o el nivel de un farmaco.

Por otro lado, es un método reproducible que minimiza la variabilidad que existe con
otros ensayos celulares al ser independiente del numero de linfocitos CD4. (11)

Sangre Lavado de \.o
completa células no . ~
g Introducir adheridas é @®"°
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-
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Q 6 3 células CD4+ Wi
” ‘\ intensidad de
Incubar 3 / 7 senal
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llustracion 4. Esquema explicativo del ensayo para medir in vitro la funcion global de las células T CD4+

sanguineas. (12)

2.2 Trasplante hepéatico en la Comunidad de Castillay Ledn

La Comunidad de Castilla y Ledn dispone de un programa de Trasplante Hepéatico en el
Hospital Universitario del Rio Hortega de Valladolid. El primer trasplante hepatico se
realiz6 el 20 de Noviembre de 2001 desde entonces han sido mas de 700 los trasplantes

realizados.

El trasplante por otro lado no seria posible sin la generosidad de la poblacion y, en ese
sentido, es de destacar la alta tasa de donaciones de esta Comunidad que se sitla
incluso por encima de la media nacional sin duda. Espafia es el pais con la mayor tasa
de donantes por millon de habitantes del mundo. Sin embargo, a pesar de ello, la muerte
en lista de espera es actualmente el mayor problema de los pacientes candidatos a
trasplante hepatico.
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El ImmuKnow se empez0 a utilizar en este hospital en el afio 2014 en situaciones en las

que el especialista en trasplante precisaba una informacién precisa del estado de

inmunosupresion del paciente, bien por tener dudas sobre el riesgo de rechazo o sobre

el riesgo del paciente de exceso de inmunosupresion.

2.3 Protocolo de profilaxis infecciosa

Dada la relacién tan estrecha entre infeccion en el paciente trasplantado y mortalidad,

es de capital importancia la prevencion, asi como el diagnoéstico y tratamiento precoz de

las infecciones.

En la prevencién emplearemos:

Medidas generales: Aislamiento en planta de hospitalizacion, con uso de

guantes, medidas de asepsia para cualquier manipulacion vy restringir

procedimientos invasivos.

Medidas especificas de profilaxis farmacol6gicas destinadas a prevenir las

infecciones mas frecuentes en cada etapa del postrasplante. La profilaxis

utilizada en la unidad de trasplante del Hospital Universitario Rio Hortega es:

Profilaxis de neumonia por Pneumocystis Carinii: Cotrimoxazol
(Trimetoprin/ Sulfametoxazol) 1c/dia lunes, miércoles y viernes durante 12

meses desde el momento que el paciente tolere por via oral.

Fungica: de manera universal emplearemos Nistatina durante tres meses en

todos los pacientes de riesgo estandar para infeccién flngica.

Viral (s6lo se realizard para CMV): EI CMV es el agente que con mayor
frecuencia causa infeccion en todos los tipos de trasplante de 6rgano sélido.
En pacientes trasplantados hepaticos administraremos Valganciclovir 900
mg/24 horas desde el dia 7° postrasplante hasta el tercer mes postrasplante,

ajustando la dosis a la funcion renal del paciente.

Descontaminacion selectiva intestinal, con Norfloxacino 400 mg al dia,
para reducir el nimero de bacterias intestinales gram negativas y disminuir

el riesgo de infeccion por dichas bacterias.
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OBJETIVOS

El objetivo principal del estudio es determinar la correlacion entre el grado de
inmunosupresion y los niveles de ATP de los linfocitos T CD4 medidos por ImmuKnow

en pacientes trasplantados hepaticos.

Como objetivo secundario, queremos conocer si ImmuKnow es capaz de identificar
pacientes en riesgo de infeccién y conocer si hubo mejoria analitica de los pacientes a

los 6 meses.

MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio retrospectivo, observacional, comparativo, de todos los pacientes
trasplantados hepaticos en el Hospital Universitario Rio Hortega a los que se les solicitd
un ImmuKnow desde el afio 2014 hasta 2018.

4.1 Seleccion de los candidatos

Se seleccionaron a todos los pacientes a los que se les ha realizado la prueba
ImmuKnow desde 2014 hasta 2018 y estan trasplantados hepaticos. Se excluy6é a
aquellos pacientes a los que se realizo el test pretrasplante pero finalmente no fueron

trasplantados.

4.2 Recogida de datos clinicos

Se recogieron datos demogréficos, analiticos y microbioldégicos de manera andénima
acorde a la Ley de Proteccién de Datos. Dichos datos seran almacenados en una base
de datos que sera dada de alta en la Agencia de Proteccion de Datos.

4.2.1 Definiciones de las variables objeto de estudio

1. Variables epidemioldgicas:
e Edad: edad del paciente, medida en afios
e Sexo

2. Datos del trasplante:

e Indicacién o motivo por el que se trasplanté al paciente. Se clasifico la indicacion
en Cirrosis avanzada, Hepatocarcinoma, Insuficiencia Hepatica Aguda Grave,
Cirrosis Biliares y Autoinmunes y Otros que incluia otras indicaciones menos

frecuentes de trasplante.
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e Fecha de trasplante

e Régimen inmunosupresor: tacrolimus, ciclosporina, micofenolato de mofetilo,

everolimus y prednisona.
3. Datos analiticos:
e Posologia: Dosis administrada y concentracion de inmunosupresor en sangre.
e Funcion inmunitaria de las células T CD4 (ImmuKnow).

e Analitica basal: GOT, GPT, GGT, Fosfatasa Alcalina, Bilirrubina total, serie

leucocitaria, plaquetas, serologia y PCR citomegalovirus.

e Analitica a los 6 meses: GOT, GPT, GGT, Fosfatasa Alcalina, Bilirrubina total,

serie leucocitaria, plaquetas, serologia y PCR citomegalovirus.
4.3 Analisis de datos

4.3.1 Recogida y tratamiento de datos

Para la recogida de los datos se confecciond una base de datos en el programa Excel
2013. Los datos fueron adecuadamente anonimizados. Los datos fueron introducidos
por una sola persona y revisados por un experto. Tras su depuracién fueron analizados
utilizando el programa estadistico SPSS v. 15.0 (SPSS Inc. 1989-2006). La pérdida de
valores superior al 15% en una determinada variable sera considerada como un posible

sesgo del estudio.
4.3.2 Analisis Estadistico

La normalidad de las variables cuantitativas serd establecida con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Las variables de distribucién normal seran descritas como media
+ desviacion estandar (DE) y las de distribucion no normal y/o discretas como mediana
y rango intercuartilico. Por su parte, las variables cualitativas seran descritas mediante

la tabla de frecuencias absolutas y relativas (porcentajes) de sus categorias.

Para estudiar la asociacion entre variables cualitativas se utilizara la prueba de Chi
cuadrado con test exacto de Fisher (tablas 2x2) o razén de verosimilitud (mas de 2
categorias), dependiendo de sus condiciones de aplicacion (frecuencia esperada <5 en

més del 20% de las casillas).
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Para estudiar las diferencias entre medias independientes y dependientes se utilizara la
prueba de la t de Student o la U de Mann-Whitney, para muestras independientes y/o
pareadas dependiendo de las condiciones de aplicacién (normalidad), para 2 grupos, y
el ANOVA o la H de Kruskal-Wallis, dependiendo asimismo de las condiciones de

aplicacion (normalidad), para mas de 2 grupos.

Asi mismo, para estudiar la correlacion entre variables no paramétricas se empleara el

coeficiente de correlacion de Spearman.

El nivel de significacion para todas las pruebas se considerara para una p < 0,05.
4.4 Aspectos éticos

Este trabajo se realizara siguiendo las recomendaciones de la Declaracion de Helsinki
de 1964 (ultima enmienda, 2013). Se cuenta con la aprobacién de la Comision de
Investigacion y el Comité de Etica Asistencial y Ensayos Clinicos (CEIC) del Hospital

Universitario Rio Hortega-Area Oeste de Valladolid.

No precisa consentimiento informado porque sélo precisa la revision de historias

clinicas.

No existe conflicto de intereses ni se dispone de financiacidén por organismos publicos o

privados.
4.5 Busqueda bibliografica

La busqueda bibliografica principal ha sido realizada en la base de datos MEDLINE a
través de PubMed, recurso de acceso libre mantenido y desarrollado por el Centro
Nacional de Informacion Biotecnolégica (National Center for Biotechnology Information,
NCBI), de la Biblioteca Nacional de Medicina (National Library of Medicine, NLM) de los
Estados Unidos, localizada en los Institutos Nacionales de Salud (National Institutes of
Health, NIH). La busqueda inicial se plante6 utilizando términos libres y la definitiva a
través de términos controlados tomados del tesauro de MEDLINE, la base de datos
MeSH. Los términos de busqueda fueron relacionados mediante operadores logicos e
implementados mediante truncadores, utilizando como limites el tiempo (15 dltimos
anos), el idioma (espafiol e inglés) y las condiciones “investigacion en humanos” y
“articulos con abstract”, para confeccionar la estrategia mas adecuada. Esta estrategia
se planted, inicialmente, con formulacién PICO (Patients, Control, Outcome), adaptada
al disefio del estudio. De los articulos recuperados fueron seleccionados los que
aportaban la informacién mas pertinente y relevante segun criterio personal. Los limites
de busqueda no fueron considerados para trabajos historicos de referencia.

UTILIDAD DE LA MONITORIZACION DE LA INMUNIDAD CELULAR EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA DISFUNCION DEL INJERTO HEPATICO 13



La revisidn bibliografica ha sido realizada en dos tiempos, el primero antes del disefio
del estudio, para lograr una idea del estado actual del tema, y el segundo con
posterioridad al mismo, con el fin de priorizar los datos obtenidos y establecer modelos
comparativos. Dicha revisibn también se realiz6 con la finalidad de hacer una
comparacion de nuestros resultados con la literatura cientifica actual acerca del

ImmuKnow.

RESULTADOS

5.1 Datos demograficos de los pacientes trasplantados hepaticos

Se realiz6 ImmuKnow a 119 pacientes. Un total de 18 pacientes a los que se les realizo
el test entre 2014-2018 fueron excluidos de este andlisis en el estudio porque finalmente
no se trasplantaron. De ellos, el 39% fallecieron antes de recibir el trasplante.

De los 101 pacientes trasplantados hepaticos a los que se les realizd la prueba
ImmuKnow desde 2014 hasta 2018, el 82.2% eran hombres y el 17,8% mujeres
[llustracion 6], siendo la edad media 55.30 + 11,04.

Porcentaje de hombres y mujeres

Sexo

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

B Mujeres ™ Hombres

llustracion 5. Porcentaje de hombres y mujeres trasplantados hepaticos.
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El porcentaje de pacientes que se trasplantaron segun indicacion de trasplante y
etiologia se recoge en las siguientes figuras, siendo la cirrosis avanzada (65%) y el
alcohol (46%), la indicacion [llustracion 6] y etiologia [llustracion 7] mas frecuentes,

respectivamente.

INDICACION DE TRASPLANTE HEPATICO

H CIRROSIS AVANZADA mHEPATOCARCINOMA mCBP-HAI mIHAG mOTROS

llustracion 6. Porcentaje de pacientes trasplantados segun cada indicacion. HC: Hepatocarcinoma. CB-HAL:

Cirrosis biliares y Hepatitis autoinmune. IHAG: Insuficiencia hepética aguda.

ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD
HEPATICA

OTROS

HAI-CBP

ALCOHOL

llustracion 7. Porcentaje de pacientes trasplantados segun etiologia. OH: Alcohol. VHC: Virus de la Hepatitis

C. HAI-CBP: Hepatitis autoinmune y Cirrosis biliar primaria. IHAG: Insuficiencia hepatica aguda.

Durante el seguimiento, 18% de los pacientes incluidos fallecieron.
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5.2 Relacion entre ImmuKnow y niveles de inmunosupresion en

sangre

El nivel medio de ImmuKnow fue 154 + 114 ng/ml. 49 pacientes recibieron un régimen

de inmunosupresion basado en tacrolimus. La dosis media de tacrolimus fue 4 £ 3.8 mg

y los niveles de tacrolimus en sangre fueron 6 + 4,5 ng/ml.

Se clasificaron a los pacientes en cuatro grupos segun los resultados de ImmuKnow:

e <100ng/ml
e 100-175 ng/ml
e 175-250 ng/ml

e >250 ng/ml

En la siguiente ilustracion se
representa los niveles medios de
tacrolimus (ng/ml) con un intervalo
de confianza del 95%, segun los
grupos de respuesta inmune
sefalados (6.72 £ 6 ng/ml fue la
media de los niveles de tacrolimus
en el grupo < 100; 4.7 £ 2.6 ng/ml en
el grupo 100-175;6 + 1,6 en el grupo
175- 250 y en los que tuvieron un
resultado mayor de 250 ng/ml en el

test los niveles medios fueron de 6.7

+ 4,7 ng/ml). [llustracion 9]

95% IC NIVEL TACROLIMUS (ng/mL)

2

T T T T
<100 100-175 175-250 =250
Niveles_Immuknow (ATP ng/mL)

lustracion 8. Relacidn niveles de ImmuKnow (ATP ng/ml) con niveles sanguineos de
tacrolimus (ng/ml).

No hubo correlacion entre los niveles de tacrolimus en sangre y los niveles de
ImmuKnow (r de Spearman= 0,098, p= 0.536). [llustracion 10]
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llustracion 9. No hubo correlacion entre el nivel de respuesta inmune y los niveles de tacrolimus (ng/ml).

Tacrolimus es el inmunosupresor mas empleado y con el que se tiene mayor
experiencia. No obstante, dentro de nuestros pacientes, 10 fueron tratados con
ciclosporina y 14 con everolimus. Los niveles medios de ciclosporina y everolimus en
sangre fueron, respectivamente, 72.3 £ 16.3 ng/mly 4.6 + 1.6 ng/ml.

Junto al tratamiento anticalcineurinico se empled prednisona en 28 pacientes y acido
mofetil micofenolato en 32 trasplantados con la finalidad de reducir la dosis de tacrolimus
y ciclosporina.

5.3 Utilidad de ImmuKnow en predecir infeccion

47 de los 101 pacientes trasplantados sufrieron infecciones. 11 pacientes tuvieron
infeccion por citomegalovirus, 7 infeccién por el virus de la hepatitis B y 28 por el virus
de la hepatitis C. Si que se ha demostrado una relacion significativa entre los resultados
obtenidos con el test y la infecciébn por citomegalovirus (p=0,002). Estos pacientes
tuvieron un nivel de ImmuKnow més bajo comparado con los pacientes no infectados
(73.9 = 48 ng/ml vs 160.5 + 115.5 ng/ml). Es decir, los pacientes con mas nivel de

inmunosupresién tuvieron mayor incidencia de infeccion por CMV. [llustracién 11]
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llustracion 10. Los niveles de ImmuKnow fueron menores en los pacientes con infeccién por CMV que en
los no infectados (p=0,002).

De los 11 pacientes que sufrieron infeccidn por el CMV, 7 se detectaron en la analitica
inicial y posteriormente se negativizaron en la analitica de seguimiento
(presumiblemente debido a un cambio en la inmunosupresién después del test) y, en 4
pacientes aumentd la carga viral del virus en la PCR de la analitica de seguimiento.
Dentro de los 4 que se positivizaron, el 100% obtuvo valores por debajo de 175 ng/ml
en el test y 0% por encima de 175 ng/ml, por lo que se considera un buen punto de
corte. Ademas, este punto se ha podido confirmar con la curva ROC (punto de corte
175: Sensibilidad 100% y Especificidad 40%). [llustracion 12]

Curva COR
Por lo tanto, el ImmuKnow es un
1'D_ - _pe
test con una sensibilidad muy alta
(100%) y un alto valor predictivo
0,59
negativo (100%).
=
Lic]
T 0,6
3
w
=
1]
LS
0,24
D-D I | I I 1 I
0,0 02 0.4 05 08 1,0

1 - Especificidad
llustracion 11. Curva ROC, ImmuKnow como herramienta para predecir infecciéon por CMV. (AUC= 0,74, b=
0,032).
I ——
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5.4 Variacion de los parametros analiticos antes y después del
ImmuKnow
Se midieron parametros de funcion hepética y serie leucocitaria en el momento de

realizar el test inmune y a los 6 meses para verificar una posible mejoria analitica en la

evolucién. En la tabla 1 se recoge la media + desviacién tipica de las variables.

MEDIA + DESVIACION MEDIA MAS MENOS

VARIASEES ESTANDAR BASAL DS ALOS 6 MESES

GPT 58 + 66 40 + 46 NS
GGT 420 + 525 227,76 £ 392 NS
FA 213 + 169 164 + 184 NS
Bilirrubina total 1.23 + 0,65 1.27+2 <0,05
Leucocitos total

(x1000) 72 52 NS
Linfocitos total 17 +12 21+12 NS
Monocitos 6+2 6+3 <0,05
Neutroéfilos 57 + 33 63 +21 NS
Plaquetas (1000/ul) 162 + 97 169 + 75 NS

Tabla 1. Parametros analiticos antes y después del Immuknow. NS: No significativo.
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Los dos pardmetros que mejoraron a los 6 meses fueron la bilirrubina total y dentro de
la férmula leucocitaria, los monocitos (p <0,05). [llustracion 13]

354 I Bilirrubina total (mEqiL)

L
=]
1

ra
wn
1

L
o
1

Bilirrubina total (mEq/L) mediay CI95%

wn
1

T T
Basal A los 6 meses

llustracion 12. Mejoria de la bilirrubina total a los 6 meses de realizar el test.

T Bilirrubina total (mEgiL)
G- I Bilirrubina total (mEglL) a
los 6 meses

I

0 4L

T T T T
<100 100-175 175-250 =250
Niveles_Immuknow (ATP ng/mL)

lustracion 13. Niveles medios de bilirrubina total (mEq/l) en funcién de los niveles de ImmuKnow (ATP ng/ml).

También se han comparado los niveles medios de bilirrubina total en funcién del nivel
de inmunosupresiéon, observandose una clara disminucibn en la analitica de

seguimiento. [llustracién 14]
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DISCUSION

En el momento actual, disponemos de datos en la literatura acerca del uso de
ImmuKnow sobre todo en pacientes que han sido trasplantados de rifién, pero poca en
trasplantados hepaticos. Por eso este estudio es importante, aportando informacién

sobre la posible utilidad de ImmuKnow en trasplante hepatico.

En nuestro estudio, hemos encontrado que no existe correlacién entre los niveles de
tacrolimus en sangre y los niveles de ATP medidos por ImmuKnow. No es el primer
estudio que demuestra esta falta de correlacion en trasplante de 6rganos sélidos. Lopez-
Hoyos M y cols. del Hospital Marqués de Valdecilla de Santander publicaron que “los
resultados de ImmuKnow® no guardan relacién ni con el nimero de células T CD4+ ni
con los niveles sanguineos de los inmunosupresores en los pacientes trasplantados de
rifion”. (12) No obstante, otros investigadores si que han encontrado relacion
significativa (13). Es posible que en este analisis haya que incluir el resto de farmacos
inmunosupresores, para poder valorar el total de inmunosupresion que se administra a
un paciente y no solo la asociada al anticalcineurinico. Seran necesarios, por tanto,

nuevos estudios para confirmarlo.

Pero el dato méas importante del estudio es el hallazgo de una asociacién significativa
entre niveles bajos de ImmuKnow e infeccién por citomegalovirus en trasplantados
hepaticos. El nivel medio de ImmuKnow en los trasplantados hepaticos que sufrieron
una infeccién por el citomegalovirus fue significativamente inferior al de los que no
sufrieron infeccién por dicho virus (73.9 + 48 ng/ml vs 160.5 = 115.5 ng/ml), siendo los

niveles de test inferiores a los que describié Kowalski y cols (10), como zona de riesgo.

Aunque este test de funcién inmune(Immuknow) fue disefiado como una herramienta de
monitorizacién del estado de inmunosupresiéon y no como un test diagnéstico de
infeccion, en pacientes trasplantados, parece Util para predecir la aparicion de

infecciones oportunistas en pacientes con exceso de inmunosupresion.

Los resultados que hemos obtenido son comparables a los de otros estudios. (14) (15)
En un meta-analisis en el que se evaluaba el riesgo de infeccién y rechazo en 504
receptores de trasplante solido, Kowalski y otros investigadores describieron una zona
de minimo riesgo de infeccion o rechazo entre 130 y 450 ATP ng/ml con un valor
predictivo negativo del 95%. En su estudio, mostraron que niveles superiores a 280
ng/ml ATP podrian proteger al aloinjerto del riesgo de rechazo y al paciente de la

infeccion por citomegalovirus. (10)
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Cadillo- Chavez (16) estudié pacientes trasplantados de rifion y llegd a la misma
conclusion que Kowalski. En nuestro estudio, hemos encontrado una sensibilidad del
100% para un valor de ImmuKnow de 175 ATP ng/ml y un valor predictivo negativo del
100% aunque con significativamente menor nivel de especificidad (40%) y valor

predictivo positivo (6%).

Interpretando estos resultados, podemos deducir que el ImmuKnow proporciona
informacion muy interesante de cara al control del exceso de inmunosupresién que
favorece la aparicion de infecciones oportunistas como el CMV. Por tanto, mantener a
los pacientes trasplantados hepéaticos con niveles de ImmuKnow superiores a 175 ng/ml,
garantiza con un alto valor predictivo negativo, que el riesgo de infeccion por
citomegalovirus es muy bajo, ya que la probabilidad de que siendo el resultado negativo
tenga la infeccion es practicamente inexistente. Esto nos permite ahorrar muchas
pruebas innecesarias en estos pacientes y ahorrar recursos econémicos y, por lo tanto,

una mejor praxis con menos complicaciones clinicas en estos pacientes.

Cuando valoramos si existian diferencias analiticas a los seis meses de la extraccion
del ImmuKnow sélo hubo diferencias significativas en la bilirrubina total y el nimero de

monocitos.

Es posible que conocer el valor de ImmuKnow contribuya a mejorar la toma de
decisiones del médico, al disponer de una herramienta mas para el manejo del paciente
trasplantado, contribuyendo a mejorar la funcion hepatica y, l6gicamente, la

supervivencia del injerto.

Sin embargo, utilizar un solo nivel de iATP para evaluar el estado inmunosupresor tiene
indudablemente sus limitaciones. Resultaria interesante realizar varias determinaciones
de ImmuKnow en estos pacientes para ver la variacion, por ejemplo, una vez resulta la
infeccion y asi poder definir con mayor exactitud la periodicidad de la realizacién de
pruebas seriadas, sin embargo, esta es una prueba aun cara, y no esta implementada

en la rutina clinica debido al alto precio.

También, entre las limitaciones del estudio podemos sefialar el tamafio muestral, si bien
101 pacientes no es un tamafio muestral irrelevante pudiera ser que con mayor tamafo

muestral obtuviésemos mayor potencia estadistica.
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Considero gue resultaria interesante realizar estudios en un futuro de los cambios en
los niveles de ImmuKnow segun el protocolo de inmunosupresion que se emplee en
cada paciente, para ver si los niveles cambian en pacientes que sélo reciben tacrolimus
frente a los que reciben tacrolimus y mofetil micofenolato u otras combinaciones de

inmunosupresion.

CONCLUSIONES

e Los linfocitos CD4+ juegan un papel importante en la respuesta inmune y son
las células diana de la mayoria de agentes inmunosupresores. Por ello medir su

nivel de ATP podria aportar informacién sobre el nivel de inmunosupresion.

e En la actualidad existe un test comercial llamado ImmuKnow que mide los
niveles intracelulares de ATP en linfocitos T CD4+ estimulados con

fitohemaglutinina.

e Hasta el momento la mayoria de los datos publicados acerca de este test estan
relacionados con el trasplante renal, pero no existen muchos datos sobre la
utiidad de ImmuKnow en el trasplante hepatico. En nuestro estudio, no se
demuestra correlacion entre los niveles sanguineos de tacrolimus y los niveles

de ImmuKnow.

e Solo hubo diferencias significativas en la bilirrubina total y monocitos a los seis

meses postextraccion en el grupo de pacientes trasplantados hepaticos.

e El descenso de los niveles de ATP intracelular en un paciente tiene relacion con
el riesgo de infeccibn por citomegalovirus en el trasplante hepatico,

especialmente con valores inferiores a 175 ng/ml.

¢ ImmuKnow supone una herramienta Gtil en el manejo de la inmunosupresion y

el riesgo de infeccion postrasplante hepatico.

o Es posible que las decisiones tomadas con el resultado del test modifiquen la

actuacion terapéutica de los especialistas en el trasplante hepatico

e Son necesarios mas estudios en trasplante hepético que incluyan el total de
inmunosupresion de los pacientes para poder valorar globalmente la utilidad de

medir el nivel de ATP.
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POSTER DEL TRABAJO DE FIN DE GRADO

NTRODUCCION Y OBJETIVOS:

El trasplante hepatico ha supuesto un gran avance en las Ultimas décadas, suponiendo a dia de hoy un tratamiento eficaz de la enfermedad hepatica terminal. Dada
la importancia de las infecciones en la evolucion y prondstico de los pacientes trasplantados es importante mantener un nivel de inmunosupresion en estos paci

que a dia de hoy no se ha conseguido con las herramientas disponibles. IMMUKNOW surge como herramienta para cuantificar de manera objetiva la respuesta inmune y tratar
de mejorar el control del estado inmunosupresor de los pacientes.

Se pretende determinar la correlacion entre el grado de inmunosupresion y niveles de ATP de los linfocitos T CD4 medidos por ImmuKnow en pacientes trasplantados
hepaticos. También conocer si ImmuKnow es capaz de identificar pacientes en riesgo de infeccion y si existe mejoria analitica a los 6 meses.

MATERIAL Y METODOS
Estudio RETROSPECTIVO, OBSERVACIONAL con 119 pacientes trasplantados hepaticos a los que se realizé ImmuKnow desde 2014 hasta 2018 del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladalid.

Variables:

Se llevd a cabo un andlisis de variables descriptivas y comparacion de medias con T de student, prueba de chi-cuadrado. Se analizé grado de
Spearman.
Interpretacion de resultados: IBM SPSS Statistics

RESULTADOS:
= Variables demograficas: se recogieron un total de 119 pacmnlss de los cuales 18 fueron lidos por no ser fi De los 101 pacientes incluidos, el 82,2 % eran hombres siendg
la edad media fue de §5.30 £ 11,04. La ON de trasplante y CAUSA de hepatica mas frecuente fueron, respectivamente, la cirrosis avanzada y el alcohol.

INBICAEION Ot INASPLARLE HEPRIIED EI1OLDGIA DE L ENFERMEDAD HEPAIICA

Porcentaje de hombres y mujeres

= Correlacion niveles inmunosupresor-ImmuKnow: No se encontro correlacion entre niveles de tacrolimus en sangre y niveles de ImmuKnow.
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CONCLUSIONES:
BIBLIOGRAFIA
No se encontré correlacién entre niveles de tacrolimus y niveles de InmuKnow en sangre.
Parece que Immuknow es til para valorar pacientes en riesgo de infeccion por CMV - CiursRT.Decdisa . Tasoivis i
postrasplante hepético. - e S Skl e
Decf:iunes tomadas a partir de Inmuknow pueden resultar en una mejoria analitica de los = - & ¥ 2o s wmm:‘;‘? m:' S O T O3 e i T e L L Tt et
pacientes.
Es posible que las tomadas con el del test la
ica de los iali enel hepatico
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