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“Lldmase el doctor Pedro Recio y es Natural de Tirteafuera... Ese tal doctor dice él mismo de si mismo que él
no cura las enfermedades cuando las hay, sino que las previenes, para que no vengan.”

El Ingenioso Caballero Don Quijote de la Mancha, (Cap. 51, 1)

Miguel de Cervantes
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Trabajo Fin de Grado
Alberto Vicente Prieto

En situaciones como la cirrosis hepética (donde la enfermedad no se detiene) la Gnica
posibilidad terapéutica es el trasplante de higado total o parcial. Los injertos hepaticos
pueden ser reconocidos como extrafios y rechazados por nuestro sistema inmunitario,
lo que nos obliga a inmunosuprimir a los individuos trasplantados. La inmunosupresién
es un arma de doble filo, porque un exceso de puede dejar a los pacientes expuestos a

infecciones, y un defecto permitir el rechazo del trasplante.

La inmunosupresion se puede medir por la técnica Immuknow, que predice el riesgo de
infeccién y en menor medida el de rechazo. En este contexto en el presente trabajo
hemos realizado esta técnica en la cohorte de pacientes trasplantados (N= 150) en el
periodo 2014-2018 en el servicio de Hepatologia del HURH. En esa misma muestra
hemos medido la funcidén hepética con diversos parametros analiticos. Y hemos
correlacionado ambos resultados estratificando los pacientes en 2 grupos: los seguidos

menos de 1 afio (N=50) o méas de un afio post trasplante (N= 65).

Hemos encontrado correlaciones entre la inmunosupresion y la funcién hepatica en

ambos grupos de seguimiento.

Palabras clave: trasplante hepatico, Immuknow, funcién hepatica, inmunosupresion,

infeccion.

Some situations such as liver cirrhosis (where the disease does not stop) the only
therapeutic possibility is a total or partial liver transplantation. The liver grafts can be
recognized as foreign tissue and rejected by our immune system. For these reasons we
need to immunosuppress the liver transplanted patients. Immunosuppression has a
double-edged sword, because an excess exposed the patient to infections, and a low

immunosuppresion rejections of the liver grafts.

Immunosuppression can be measured by the ImmuKnow technique, which predicts the
risk of infection and the rejection. In these papers we have performed this technique in
the cohort of transplant patients (N=150) since 2014 to 2018 in the Hepatology Service
of HURH. In that sample we have measured the liver function with some analytical
parameters. Also, we correlated both results distributing the patients into 2 groups: those

followed less than 1 year (N=50) or more than one-year post transplant (N=65)

We have found correlations between immunosuppression and liver function in both

groups.

Main words: liver transplant, Immuknow, liver function, immunosuppress, infection.
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INTRODUCCION

El trasplante hepatico es el tratamiento de eleccién para las patologias terminales del
higado en las que se haya agotado el resto de las alternativas terapéuticas. Esta técnica
consiste en sustituir el drgano dafiado por uno nuevo procedente de un donante fallecido

o vivo. (1)

El primer trasplante hepatico se realiz6 en 1960 por Thomas Starzl, en la Universidad
de Colorado. En los primeros afios de su desarrollo el rechazo del injerto fue el reto méas
importante. La aparicion de la ciclosporina en 1980, fue un punto de inflexién para esta
técnica, pues consiguié aumentar la supervivencia de los pacientes Este tratamiento
inmunosupresor y el desarrollo de la técnica quirdrgica han conseguido que a dia de hoy
la supervivencia postrasplante hepatico sea del 85% en el primer afio, del 70% a los 5

afios y del 60% a los 10 afios.(1)

Los pacientes que han sido sometidos a un trasplante de 6rgano soélido son
inmunosuprimidos para evitar el rechazo del injerto mediado por el sistema inmune del
receptor. Controlar el nivel de inmunosupresién es una tarea dificil porque supone
establecer un equilibrio en el cual el sistema inmune no se encuentre tan activado como
para detectar el injerto y reaccionar contra él, pero tampoco tan inactivado que pase por

alto las infecciones.(2,3)

La base de los tratamientos inmunosupresores postrasplante son los farmacos
inhibidores de la calcineurina, entre los que se encuentran la Ciclosporina A y el
Tacrolimus. Esta familia de farmacos tiene un gran efecto inhibidor de la calcineurina
linfocitaria, molécula esencial en la produccién de interleucina 2. La interleucina 2 es la
citocina fundamental en la inmunidad adaptativa, inicia la cascada de activacién de

reconocimiento alogénico.(1)

Desde los afios 90 han aparecido otros farmacos que contribuyen a completar el arsenal
terapéutico de la inmunosupresiéon: mofetil micofenolato, inhibidores de mTOR como

everolimus, antiCD25 o corticoides.

Un importante inconveniente en cuanto al seguimiento y control de las pautas
inmunosupresoras es la gran variabilidad interindividual del metabolismo de los
anticalcineurinicos ante una misma posologia, en muchos casos debido a la presencia
de polimorfismos genéticos, responsables de la metabolizacion lenta o rpida de estos
farmacos (4) Esto hace que no haya una correlacién entre la dosis y la concentracion
del farmaco alcanzado en la sangre. Dado que son farmacos con un estrecho rango

terapéutico, es fundamental medir su nivel en sangre.
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Se desconoce cudles son los rangos mas adecuados para los farmacos
anticalcineurinicos, las recomendaciones de los niveles Optimos a conseguir
postrasplante han ido variando, tanto el nivel minimo para evitar el rechazo, como el

nivel maximo para evitar la toxicidad a largo plazo.

El rechazo agudo en el trasplante es un problema frecuente, entre el 20-25% de los
receptores presentaran un rechazo en el primer mes.(1) Gracias a las terapias
inmunosupresoras y cuidados postoperatorios los rechazos crénicos, aquellos que
aparecen después de un afo del trasplante, solo ocurren en un 1-2% de los
pacientes.(1) El diagnéstico del rechazo hepatico, independientemente del tiempo
postrasplante, se realiza mediante una biopsia hepética. La biopsia es un procedimiento
invasivo, no exento de riesgos, incluso con mortalidad asociada, que hace que no sea

muy bien aceptada por los pacientes.

Es por ello por lo que se han intentado encontrar alternativas al gold standard (biopsia
del injerto) para diagnosticar infecciones o rechazos. En los afios 90 se intenté relacionar
la histopatologia hepatica con diversos parametros analiticos (Bilirrubina total en suero,
GOT, GPT y fosfatasa alcalina) sin encontrar relacién(5). Al comienzo del siglo XXI, se
comenzaron a desarrollar multiples métodos (ejemplos: MLR, PBLs, anti CD3 mAbs)
para medir la inmunosupresion del paciente, pero los resultados tampoco fueron del
todo satisfactorios. (6) EI método mas usado en la practica clinica habitual es el
seguimiento del nivel de inmunosupresor en la sangre.(3) Con este método, se pueden
realizar ajustes de forma eficaz, pero nunca sabremos el nivel de activacion real del
sistema inmune. Las variaciones de la pauta terapéutica se realizan en este caso segln

criterios clinicos de infeccion o rechazo.(6)

Hace unos afios apareci6 la determinacion de adenosintrifosfato intracelular (IATP) en
linfocitos T CD4+ estimulados con mitdgenos (Immuknow®). Esta determinacion,
pretende conseguir una informacion mas precisa sobre el estado de inmunosupresion
del paciente. Hasta el momento se sabe que el resultado de esta técnica no muestra
relaciéon ni con el nivel de la pauta inmunosupresora, ni con la posologia o concentracion
sanguinea (6) o con el numero de linfocitos T CD4 + que haya en la sangre.(7,8)

Tampoco con sexo o edad del paciente. (4)

El control de la inmunosupresion mediante la deteccion del ATP intracelular ha mostrado
ser vélido para predecir el riesgo de infeccion, pero no es tan bueno para predecir los
rechazos.(3,4,7,8) Como veremos mas adelante en este trabajo esta técnica estimula el

sistema inmune adaptativo y cuantifica su funcionalidad.
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Un seguimiento periddico con el test Immuknow podria ser “una forma valida de objetivar
el nivel de inmunosupresion de un paciente y con estos resultados se podrian tomar

decisiones de cambios terapéuticos.(4,8)

FUNDAMENTOS IMMUKNOW®

Esta técnica nacié como alternativa a los controles de inmunosupresion existentes (nivel
de inmunosupresor en sangre, MLR, PBLs, anti CD3 mAbs). Mide la funcionalidad del
sistema inmune adaptativo analizando la capacidad de produccion de adenosin-
trifosfato de los linfocitos T CD4 + de la sangre del paciente, tras haber sido estimulados
con el mitégeno Fitohemaglutinina (PHA) Estos linfocitos son las principales dianas de
los fArmacos inmunosupresores, ya que la activacion de los linfocitos T CD4+ (Th) esta

relacionada con el rechazo del injerto.

El objetivo principal de esta técnica es individualizar el tratamiento inmunosupresor

consiguiendo el equilibrio entre minimo riesgo de infeccién y minima toxicidad posible.

(4)

Este método mide la funcién global de las células T CD4+, al contrario de los otros
métodos que solo evalian una molécula, célula o farmaco. Ademas, los resultados de
esta técnica se ajustan al volumen de sangre usada en la muestra y no a un niamero
concreto de linfocitos que estudiar. (4,8) Ademas, son independientes del nivel
sanguineo del inmunosupresor, la cantidad de linfocitos T circulantes (8) edad o sexo

del paciente. (4)

TRASPLANTE HEPATICO EN CASTILLA Y LEON

En Castilla y Ledn el hospital de referencia para realizar trasplante de érganos es el
Hospital Universitario Rio Hortega. El programa autonémico de trasplante fue iniciado
en 2001. Desde esa fecha se han realizado mas de 600 trasplantes en la comunidad.
En el afio 2017, el hospital lleg6é a realizar 52 trasplantes de este érgano, siendo el
maximo histdrico registrado. (9) Datos mostrados en la Grafica 1 (pagina 5)

Castilla y Ledn es una comunidad concienciada con los trasplantes, supera los 60
donantes por millon de personas (pmp), dato superior a la media nacional situada en 48
donaciones pmp. En 2018 se realizaron 145 donaciones, lo que supuso un aumento del
43% respecto a las realizadas en 2017.(10) Estas 145 donaciones son el 6,5% de todas

las donaciones de Espaiia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL: Conocer si existe correlacion entre el estado de la

inmunosupresion y la funcién hepatica.
OBJETIVOS SECUNDARIOS:

e Estudiar las caracteristicas sociodemograficas de nuestra poblacion.

e Estudiar la inmunosupresion mediante la técnica ImmuKnow y el recuento
leucocitario.

e Estudiar la funcién hepdética evaluando las enzimas hepaticas y valores de
coagulacion.

e Correlacionar los dos objetivos anteriores (inmunosupresion y funcion hepética)

con el tiempo de seguimiento del paciente: menor 0 mayor a un afio.

MATERIALES Y METODOS

|

Se trata de un estudio retrospectivo, observacional, comparativo, de los pacientes
trasplantados hepaticos en el Hospital Universitario Rio Hortega a los que se les solicitd

un Inmuknow desde el 2014 hasta el 2018.

PROTOCOLO IMMUKNOW® (11)

La técnica ImmuKnow es un procedimiento desarrollado para cuantificar funcionalidad
de los linfocitos T CD4+ circulantes en la sangre, tras su estimulacion, en términos de
produccion de ATP. Las células son activadas con la lectina fitohemaglutinina in vitro, y
el valor de ATP intracelular acumulado tras este proceso se toma como indicador del

nivel de activacion del sistema inmune.
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El Immuknow estudia los linfocitos de la muestra de sangre del paciente tras un periodo
de incubacién de 24 horas con fitohemaglutinina. Las células que responden a este
compuesto producen un aumento de los niveles de ATP intracelulares. Posteriormente
mediante anticuerpos monoclonales contra los linfocitos T CD4+ conjugados con un
compuesto metalico se separan estas células del resto de la muestra. Una vez que se
han pasado por la solucién de lavado, se seleccionan magnéticamente los linfocitos
marcados, se enfrentan a una solucién de lisis, lo que permite la salida del ATP
intracelular. EI ATP reaccionan con el agente luminiscente (luciferin/luciferasa) y emite
luz.

Mgz"'. Luciferase

Luciferin + ATP + 0, - » AMP + Pyrophosphate + CO, + Light

La luz es medida mediante un luminometro. La cantidad de luz emitida por la reaccion
es directamente proporcional a la cantidad de ATP en el extracto celular (valor minimo
detectado 1 ng/dl y maximo 562 ng/ml). El resultado obtenido es se intercala con los
valores de calibrado de diferentes concentraciones conocidas de ATP, que permite

construir una recta patrén. La Figura 1 es un esquema visual de la técnica.
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SELECCION DE LOS CANDIDATOS

En este estudio incluimos 150 pacientes trasplantados en el hospital universitario Rio
Hortega quienes se les realizd el estudio de inmunosupresion mediante la prueba
Immuknow entre 2014 y 2018. Agquellas personas a las que se les realiz6 la prueba
pretrasplante y finalmente no fueron trasplantados se han excluido de la muestra. Los

pacientes fueron divididos en dos grupos segun el tiempo que llevaran trasplantados:
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estableciendo dicho limite segun que se les hubiese realizado la prueba Immuknow de
inmunosupresion antes o después de los 12 meses postrasplante. Esta division se ha

realizado en base a la bibliografia consultada. (2) (7) (12) (13)

RECOGIDA DE DATOS CLiNICOS

Los datos demograficos y analiticos fueron recogidos de forma an6nima acorde a la Ley
de Proteccion de Datos. Los datos recogidos serdn almacenados en una base de datos
gue seré dada de alta en la Agencia de Proteccion de Datos.

DEFINICIONES DE LAS VARIABLES OBJETO DE ESTUDIO

1. VARIABLES EPIDEMIOLOGICAS.
e Edad: se considera la edad del paciente, medida en afos

e Sexo
e Fecha de trasplante
e Indicacion de trasplante

» Etiologia de la enfermedad hepatica.

2. DATOS ANALITICOS:

l. MARCADORES DE DANO HEPATICO (14):

- Las transaminasas GPT (la mas especifica de higado) y la GOT (presente en el
citosol celular del higado, muasculo, corazén...) son marcadores de dafo
hepéatico. Un aumento en su valor indica destruccién de hepatocitos. Dicha
destruccién puede deberse a una infeccién, rechazo del injerto u otra causa.

- La GGT tiene una vida media de 7 a 10 dias. Cuando hay afectacion hepéatica
disminuye su aclaramiento de la sangre, pasando a tener una vida media de 28
dias. Como consecuencia de esto aumenta su valor en la sangre.

- El higado se encarga de la captacion, conjugacion y eliminacion de bilirrubina de
la sangre. Por lo que un aumento de este marcado puede deberse a una
insuficiencia hepética en alguna de las funciones citadas.

- La fosfatasa alcalina se encarga del trasporte metabdlico a través de la
membrana plasmatica de los hepatocitos. Cuando hay dafio hepatico aumenta

su produccion y liberacién a la sangre.
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. MARCADORES DE COAGULACION (14)

La coagulacién es uno de los parametros que mejor miden la disfuncién hepatica

- Cuando el tiempo de protrombina esta alargado se debe a no hay absorcion de
vitamina K o0 no se sintetiza este factor por una insuficiencia hepatica aguda o
cronica

- Elfibrin6geno es una proteina precursora de la fibrina esencial para la correcta
coagulacion de la sangre. Esta formado en el higado, por lo que sus valores
pueden usarse como referencia de la actividad de este 6rgano.

- La clinica médica usa el INR para normalizar los valores de Actividad de
protrombina cuya técnica puede dar valores diferentes en distintos laboratorios.
Es util para establecer el riesgo de sangrado que tiene un paciente. Por ello es
un reflejo de la funciéon hepatica incluida en los pardmetros pronésticos de
enfermedad hepatica.

- Latrombopenia se debe a una disminucién de la eritropoyetina producida por el

higado, lo cual indicaria un fallo hepético.

. RECUENTO CELULAR:
- Contabilizando el nimero de leucocitos totales, linfocitos, monocitos y neutrofilos

podemos tener una referencia de la actividad del sistema inmune.

3. DATOS DE INMUNOSUPRESION
¢ Inmunosupresién del paciente: Se recogerda el farmaco inmunosupresor que el

paciente estéa recibiendo y el nivel correspondiente en la fecha de realizacion del
Immuknow.

Tacrolimus

Ciclosporina

Mofetilmicofenolato

Qo o P

Prednisona

o ATP intracelular producido por estimulacion de linfocitos T CD4+ con PHA
(Immuknow): Resultado de la prueba en ng/mil.

ANALISIS DE DATOS

RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE DATOS

Para la recogida de los datos se confeccionara una base de datos en el programa Excel
Office 365. Esta base de datos serd adecuadamente anonimizada. Los datos seran
introducidos por una sola persona y revisados por un experto. Tras su depuracion seran

analizados utilizando el programa estadistico R, version UCA. La pérdida de valores



Trabajo Fin de Grado
Alberto Vicente Prieto

superior al 15% en una determinada variable sera considerada como un posible sesgo

del estudio.

ANALISIS ESTADISTICO

La normalidad de las variables cuantitativas sera establecida con la prueba de Shapiro-
Wilk. Las variables de distribucién normal serdn descritas como media + desviacion
estandar (DE) y las de distribucién 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 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.

Las correlaciones entre las muestras se realizaran con el coeficiente de correlacién de

Pearson o de Spearman, dependiendo de las condiciones de aplicacion (normalidad)

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

ASPECTOS ETICOS

Este trabajo se realizara siguiendo las recomendaciones de la Declaracion de Helsinki
de 1964 (ultima enmienda, 2013). Se cuenta con la aprobacién de la Comisién de
Investigacion y el Comité de Etica Asistencial y Ensayos Clinicos (CEIC) del Hospital
Universitario Rio Hortega-Area Oeste de Valladolid (ver anexo).

No precisa consentimiento informado ya que se trata de una prueba de rutina clinica.

No precisa consentimiento informado porque solo precisa la revision de historias

clinicas.

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

privados.

BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

La busqueda bibliogréafica 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 Biotecnologica (National Center for Biotechnology Information,
NCBI), de la Biblioteca Nacional de Medicina (National Library of Medicine, NLM) de los
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Estados Unidos, localizada en los Institutos Nacionales de Salud (National Institutes of
Health, NIH). La busqueda inicial se planted 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 (10 udltimos
afos), 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 formulacion PICO (Patients, Control, Outcome), adaptada
al disefio del estudio. De los articulos recuperados fueron seleccionados los que
aportaban la informaciéon mas pertinente y relevante segun criterio personal. Los limites

de busqueda no fueron considerados para trabajos historicos de referencia.

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

DATOS DEMOGRAFICOS DE LOS PACIENTES CON TRASPLANTE HEPATICO

De los 150 pacientes a los que se les realizé la prueba Immuknow entre los afios 2014
y 2018 hemos seleccionado a 65 para el grupo de pacientes con mas de un afio
postrasplante y 50 para el grupo de pacientes con menos de un afio postrasplante. Los

criterios de inclusion fueron los siguientes:

- Tiempo postrasplante.

- No mostrar patologia aguda en el tiempo de estudio.

- Ser mayores de edad.

- Seguir un protocolo de inmunosupresién segun el “Protocolos de

Inmunosupresion del Hospital Universitario Rio Hortega”.
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Con estos criterios 18 pacientes fueron excluidos por no habérseles realizado el
trasplante, a 23 pacientes solo se les realizé el ImmuKnow antes del trasplante y no se
usé en su seguimiento. A 44 pacientes solo se les realiz6 el ImmuKnow en el primer afio
postrasplante. 59 pacientes se les realiz6 el ImnmuKnow por primera vez pasado un afio
del trasplante. 6 pacientes fueron estudiados con esta técnica cuando llevaban menos
de un afio trasplantado y posteriormente pasado el afio, estos pacientes fueron incluidos
en ambos grupos usando los datos del momento en el que se les realiz6 la prueba

ImmuKnow (Grafica 2)

Poblacion de la prueba IMK

IMK < 1 afioy >1 afio No trasplantados

.postrasplante . *‘
J- \‘ !
T

IMK Pretrasplante

IMK > 1 afo postrasplante

t

ok ',@

IMK < 1 afio postrasplante

te

44

1

Grafica 2: Poblacion en la que se ha realizado la prueba Immuknow, dividida segun
el momento del trasplante. La poblacion Immuknow pretrasplante, es aquella en la
cual solo se realiz6 la prueba para evaluar su inmunocompetencia antes del
trasplante.

GRUPO DE MENOS DE UN ANO TRASPLANTADO

De los 50 pacientes con menos de un afio de seguimiento postrasplante 42 eran
hombres, un 84% del total de este grupo, y 8 eran mujeres, un 16% del grupo. La edad
media de los hombres es de 55,9 + 9,2 afios. Las mujeres tienen una media de 52,25 +

17,3 afos.

La indicacién de trasplante y etiologia de la enfermedad hepatica para este grupo se
recoge en la Grafica 3 y 4. La etiologia mas coman de los trasplantes fue la cirrosis
endlica (55% de los casos). En 4 pacientes la etiologia de su enfermedad hepética fue
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mixta y la indicacion mas comun fue la cirrosis avanzada (58% de los casos). Estos

datos se recogen en la grafica 3 y 4.

El tiempo medio desde el trasplante hasta la realizacion de la prueba ImmuKnow para
este grupo es de 76,83 + 83 dias. El valor medio de Immuknow es de 170,53 + 104,59

ng/ml.
Indicacion de trasplante hepatico o
Grafica 3: Principales indicaciones

= Cirrosis avanzada de los trasplantes hepaticos del

= HCN grupo de menos de un afio post
= HAI-CBP trasplante.

= [HAG

= Otros HCN: Hepatocarcinoma

HAI-CBP: hepatitis autoinmune y
cirrosis biliar

IHAG: Insuficiencia hepética aguda

Grafica 4: Principales etiologias de Eth'Ogla de enfermedad hepatlca

los trasplantes hepaticos del grupo

N = Alcohol
de menos de un afio post trasplante. = VHC
) N = HAI-CBP
VHC: Virus hepatitis C m HAG
= Otros

HAI-CBP: hepatitis autoinmune y
cirrosis biliar

IHAG: Insuficiencia hepética aguda

GRUPO DE MAS DE UN ANO TRASPLANTADO

De los 65 pacientes a quienes se les realizo el seguimiento de la inmunosupresion con
ImmuKnow pasado el afio postrasplante 50 eran hombres, un 76,93% del total de este
grupo, y 15 eran mujeres, un 23,07% del grupo. La edad media de los hombres es de

56,22 + 12,37 afios. Las mujeres tienen una media de 55,33 + 16,67 afos.

La indicacién de trasplante y etiologia de la enfermedad hepatica para este grupo se
recoge en la Grafica 5y 6. La etiologia mas comun de los trasplantes fue la cirrosis
endlica (44,12% de los casos) y la indicacion mas comun fue la cirrosis avanzada

(53,84% de los casos. 3 pacientes tenian etiologia mixta para su enfermedad hepética.
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El tiempo medio desde el trasplante hasta la realizacion de la prueba ImmuKnow para
este grupo es de 6,64 * 6,3 afios (2442,113 + 2302,87 dias) El valor medio de la prueba
ImmuKnow es de 198,20 £ 110,62 ng/ml.

Indicacién de trasplante hepatico ¢ ... s. Principales indicaciones de los

trasplantes hepaticos del grupo de mas de

== Cirrosis avanzada un afio post trasplante.

== HCN

9 HAI-CBP HCN: Hepatocarcinoma

= |HAG

== Otros HAI-CBP: hepatitis autoinmune y cirrosis
biliar

IHAG: Insuficiencia hepatica aguda

Etiologia de enfermedad hepatica
Grafica 6: Principales etiologias de los

trasplantes hepéticos del grupo de mas de == Alcohol
3 (|

un afio post trasplante. 10 - \Hle:CBP

VHC: Virus hepatitis C : gg:fs

HAI-CBP: hepatitis autoinmune y cirrosis
biliar

IHAG: Insuficiencia hepatica aguda

RELACION ENTRE FUNCION HEPATICA E IMMUKNOW

En el mismo momento en que se sacaba una muestra de sangre para valorar la
inmunosupresion del paciente, se midieron parametros de funcion hepética y serie
leucocitaria. Los pacientes de cada grupo fueron clasificados segun la probabilidad de

sufrir infeccion basandonos en el valor del ImmuKnow obtenido (4)

- Riesgo de infeccion Alto (RI alto): 0 -100 ng/ml

- Riesgo de infeccion Medio (RI medio): 100 — 175 ng/ml

- Riesgo de infeccion Bajo (Rl bajo): 175 ng/ml — 250 ng/ml
- Estable: 250 - 525 ng/mi

En nuestra poblacion no se registraron valores de ImmuKnow por encima de 525 ng/ml.
No se encontré ninguna correlacion entre el parametro ImmuKnow y la cuantificacion en
sangre de los inmunosupresores (datos no mostrados). Los resultados se muestran en

latablaly 2.
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Tabla 1: Valores de funcion hepatica en
el grupo de menos de un afio de
seguimiento post trasplante hepatico.
La muestra esté dividida segun su riesgo
de infeccion en funcion al valor del
ImmuKnow. Valor de significacion p es
menor de 0,05. RI: Rango Inter cuartil.
NS: No significativo. Azul: correlacion
negativa. Rojo: correlacion positiva.
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Tabla 2: Valores de funcion hepatica en el
grupo de mas de un afio de seguimiento
post trasplante hepético. La muestra esta
dividida segun su riesgo de infeccion en
funciéon al valor del ImmuKnow. Valor de
significacion p es menor de 0,05. RI: Rango
Inter cuartil. NS: No significativo. Azul:

correlacion correlacion

positiva

negativa. Rojo:
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En ambos grupos hemos alcanzado correlacion significativa entre el riesgo de infeccion

y los pardmetros transaminasa glutamico-oxalacética (GOT), leucocitos y Neutrdfilos.

En el grupo de pacientes de mas de un afio postrasplante los parametros transaminasa

glutamicopiravica (GPT), gamma glutamil transpeptidasa (GGT), la bilirrubina total,

linfocitos, plaquetas y fibrinbgenos han mostrado correlacion significativa al compararlos

segun su riesgo de infeccion.

1800
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1400
1200
1000
800
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Alto Medio

Grafica 7: Parametros de funcién hepatica en el

grupo de pacientes de

postrasplante. Datos en mEa/L.

das L J Jaa
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Grafica 8: Parametros de funcién hepatica en el
grupo de pacientes de mas de un afio

menos de un afio
postrasplante. Datos en mEqg/L.

GOT: 10 — 40 mEq/L

GPT: 7 — 40 mEq/L

GGT: 6 — 50 mEq/L
Leucocitos: 4 — 10,5 *1000/pl
Linfocitos: 1,5 — 7,5 *1000/ul
Neutrdfilos: 0,2 — 1,1 *1000/pl
Tabla  3: Rangos de
normalidad  clinica  del

laboratorio que analizé las
muestras

En cuanto a los parametros de funcién hepatica que
mostramos en las graficas 7 y 8 (escalas diferentes). En el

grupo de menos de un afio postrasplante encontramos que los

pacientes de riesgo medio de infeccién y pacientes estables
tienen la GOT (Estimada por su mediana) dentro del rango de
normalidad clinica, pero las GPT y GGT estan fuera de dicho
rango. Los pacientes de bajo riesgo de infeccion presentan
valores muy por encima del rango de normalidad clinica para

los tres parametros.

En los subgrupos con alto riesgo de infeccion, GOT, GPT y

GGT presentan valores fuera del rango de normalidad clinica tanto en los pacientes

evaluados menos de un afio postrasplante como en los de mas de un afio.

En cuanto al grupo de pacientes de con un seguimiento de un afio postrasplante, los

subgrupos con riesgo medio y bajo de infeccion y pacientes estables presentan una
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GOT, GPT y GPT con valores normales. Pero para el pardmetro GGT los pacientes con

bajo riesgo son los que tienen una mediana dentro del rango de normalidad clinica.

[ Leucocitos 14 [ Leucocitos
T 1 Linfocitos 1 Linfacitos
I Neutréfilos 12 s : 0 Neutrofilos
T 10
oo,
6 T
= 5
: I Ll e : . é ) %
o X /7 L
& = & @ T &
: 0 B2 - :
Alto Medio Bajo Estable Alto Medio Bajo Estable

Grafica 9: Formula leucocitaria en el grupo de  Grdafica 10:  Formula leucocitaria en el grupo de
pacientes con menos de un afio de seguimiento  pacientes con mas de un afio de seguimiento
postrasplante. Datos en 1000/ul. postrasplante. Datos en 1000/pl.

Al estudiar la formula leucocitaria (Grafica 9 y 10) en el grupo de pacientes con

seguimiento menos de un afio postrasplante los leucocitos (en aquellos con riesgo bajo

0 estables) se encontraban dentro del rango de normalidad clinica. Sin embargo, las
medianas de los linfocitos estaban disminuidas en todos los subgrupos de riesgo de
infeccion. ElI numero absoluto de neutrofilos aumenta a medida que la actividad del
sistema inmunitario es mayor. Todos los neutréfilos en los subgrupos de riesgo de

infeccidn estan por encima de los valores de la normalidad clinica.

El recuento de leucocitos y neutrdfilos totales aumenta conforme la probabilidad de

infeccion baja para el grupo de pacientes de mas de un afio trasplantados. Los linfocitos

estan disminuidos (con respecto a la normalidad clinica) en los subgrupos de alto,
medio y bajo riesgo. Solo en los pacientes estables se encuentran en rango de

normalidad clinica

En las gréficas 9 y 10 no se han incluido los monocitos, porque no hemos encontrado

significacion estadistica en ninguno de los dos_grupos temporales.

El trasplante hepético se realiza en pacientes con patologia hepatica terminal.(1)
Gracias al altruismo de la poblacion espafiola en 2018 en la comunidad de Castilla y
Ledn el tiempo medio de espera para recibir un trasplante hepatico ha sido de 28,6 dias,
por debajo de la media nacional, situada en 50 dias.(15) Aun asi es necesario cuidar los
injertos trasplantados, para evitar perdida de funcion y que su receptor requiera un

retrasplante, aumentando con ello la demanda de injertos. La practica clinica ha usado
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numerosos métodos para diagnosticar infecciones o rechazos del injerto y prevenir su
pérdida.(7) Entre ellos el Immuknow ha destacado como método de deteccion de
infeccidn en pacientes postrasplante hepatico, como ha sido demostrado en varios
articulos (8), 6, (8). Estos mismos articulos advierten que esta técnica no es tan buena
como marcado de riesgo de rechazo del injerto. No hay una correlacién entre la
concentracion en sangre de los inmunosupresores y el ImmuKnow. (Datos no incluidos

por brevedad) tal y como esté publicado con anterioridad.(8)

En nuestro grupo de estudio con menos de un afio postrasplante, el porcentaje de

varones (86%) es superior al de mujeres (16%) Las mujeres de media (52,25 afios) son

mas jovenes que los hombres (55,9 afios). En el grupo de estudio con mas de un afio

postrasplante, los hombres son los mas numerosos (76,93%). Las mujeres también son
mas jovenes (55,33 afios) que los hombres (56,22) en este grupo. En ambos grupos la
principal indicacion de trasplante ha sido la cirrosis avanzada. Las caracteristicas de
estos grupos son similares a las de la poblacién de pacientes trasplantados de higado
en Castilla y Leén entre los afios 2014 y 2018. (15) en la cual los hombres (78,3%)

presentan una edad media (55,78 afios) menor que las mujeres (57,64 anos)

En pacientes de menos de un afio de seguimiento el valor medio del ImmuKnow (170,53

+ 104,59 ng/ml) es similar al descrito en Ravaiolit et al (12) en pacientes a los 6 meses
del trasplante (170 ng/ml) y es superior al del estudio de Xue et al. (13) (128 + 84 ng/ml)
El subgrupo de riesgo medio de infeccidn tiene un valor medio de ImmuKnow (140,77
+ 18,3 ng/ml) similar al del articulo de Hwang et al (16) (148,3 ng/ml) para los pacientes

gue sufren infeccidén postrasplante hepatico.

Los pacientes con mas de un afio de seguimiento postrasplante tienen una media de

ImmuKnow (198,20 + 110,62 ng/ml) algo inferior a la descrita en el articulo de Mendler
et al (17) (211 = 139 ng/ml) para los injertos estables a los 2 afios del trasplante. La
media de este articulo coincide con la media que hemos encontrado en el subgrupo de

bajo riesgo de infeccién (211,91 £ 16,37 ng/ml).

Los pacientes estables de menos de un afio (329,73 £ 46,76 ng/ml) y de mas de un
afo (339,38 = 75,45 ng/ml) presentan unas medias de ImmuKnow cercanas a la descrita
en la literatura para la poblacion sana ( 301 £101 ng/ml en Xue et al (13) y 347,4 + 116

ng/ml en Jwa et al. (7))

Los resultados del ImmuKnow de nuestra poblacion de estudio son similares a los
descritos en la bibliografia y consistentes ya que los pacientes en el primer afio

postrasplante muestran un nivel de inmunosupresion (170,53 £104,59 ng/ml) medido
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por ImmuKnow superior al de los pacientes con mas de un afio de seguimiento (198,20

+ 110,62 ng/ml) y que por ello necesitan menos inmunosupresion.

La mayor parte de los estudios en los que se analiza el ImnmuKnow, como parametro de
seguimiento de la inmunosupresién postrasplante, se han realizado en trasplante renal.
En los estudios encontrados que analizan el ImmuKnow en pacientes de trasplante
hepatico, las investigaciones se han centrado en relacionar los niveles de ATP y la
presencia de una infeccidn activa (2), o su relaciéon con la concentracion en sangre del
inmunosupresor (7). Con la metodologia indicada, no se han encontrado estudios que
relacionen los valores del ImmuKnow con la funcionalidad hepatica. Solo se ha
encontrado un estudio sobre trasplante hepético e ImmuKnow que recoja el valor medio
de GOT, bilirrubina total y recuento leucocitario.(18) Pero no analiza y/o comparan dichos

parametros.

En la muestra analizada, El ImnmuKnow tiene una correlacién positiva con los leucocitos
y neutrdfilos, y una correlacion negativa con GOT (tanto en pacientes con seguimiento

menor de un afio, como en los de sequimiento mayor) Ademas, hemos encontrado

correlaciones positivas entre el ImmuKnow y el recuento de linfocitos, plaquetas y
fibrindbgeno y correlaciones negativas con GPT, GGT Yy bilirrubina total en el grupo de

pacientes de seguimiento mayor a un afio postrasplante. A mejor funcién de los linfocitos

T CD4+, menor nimero de transaminasas hepdticas en la sangre y mayor niumero de la
serie leucocitaria. Las diferencias entre los dos grupos temporales pueden deberse a
que por debajo del afio de trasplante el higado aln se esta recuperando del dafio sufrido

en el trasplante.

Los pacientes con mas de un afio de sequimiento postrasplante de los subgrupos de

bajo riesgo de infeccion y pacientes estables presentan valores de funcién hepatica,
coagulacion y recuento leucocitario similares a los de la normalidad clinica. Esto mismo

ocurre en el subgrupo de pacientes estables de menos de un afio de seguimiento

postrasplante, pero no en el subgrupo de bajo riesgo. Esta diferencia puede deberse al
escaso numero de pacientes que integran el subgrupo de bajo riesgo con menos de un

afo de seguimiento. Por este motivo seria conveniente seguir realizando estudios en la

misma linea que el presente, pero con un mayor tamafio muestral.

Si fuéramos capaces de volver a ver las asociaciones descritas en este trabajo en
estudios posteriores, en un futuro podriamos saber el riesgo de infeccidén que tiene un
paciente usando solo parametros de funcion hepatica y recuento leucocitario. Con lo
que se conseguiria un mejor manejo de la inmunosupresion del paciente, sin la

necesidad de recurrir a pruebas como el ImmuKnow.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una limitacion ha sido que el nUmero de pacientes es pequefio y esto hace que se pierda

fuerza en las comparaciones. Otra limitacion es la falta de estudios en los que se

compare la funcién hepatica de los pacientes trasplantados y su correlacién con la

inmunosupresion, con los que comparar nuestros resultados.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La poblacién en la que se ha realizado este estudio presenta caracteristicas
similares a los pacientes trasplantados de higado entre 2014 y 2018 en Castilla
y Leon.

El ImmuKnow es una técnica valida para estudiar la actividad del sistema inmune
en los pacientes con inmunosupresion en la poblacion de Castillay Leén. Se ha
podido clasificar la muestra en alto, medio y bajo de infeccion y pacientes
estables, al igual que en otras poblaciones publicadas.

Los pacientes con riesgo bajo de infecciébn y estables tienen valores de
transaminasas hepéticas, coagulaciéon y serie leucocitaria similares a los de la
normalidad clinica. Los de riesgo alto y medio tienen valores alterados.

Los pacientes presentan una correlacion positiva entre el ImmuKnow y los
leucocitos y neutrdfilos totales y negativa con GOT en cualquier etapa post
trasplante.

En los pacientes de mas de un afio postrasplante hemos visto una correlacion
positiva entre el ImmuKnow vy linfocitos, plaquetas y fibrinbgeno, y una
correlacion negativa entre el ImmuKnow y GPT, GGTy bilirrubina total.

En nuestra muestra correlaciona la funcion hepatica y el valor del ImmuKnow.
No obstante, serian necesario aumentar el tamafio muestral para poder tomar

decisiones clinicas.
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ANEXOS

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AMP: adenosin monofosfato IHAG: insuficiencia hepatica aguda
ATP: adenosin trifosfato IMK: ImmuKnow

FA: fosfatasa alcalina INR: International Normalized Ratio
GGT: gamma glutamil transferasa mAbs: anticuerpos monoclonales
GOT/AST: aspartato transferasa MLR: reaccion mixta de linfocitos
GPT/ALT: alaninoamino transferasa ONT: Organizacion Nacional de

. ) o Trasplantes
HAI-CBP: hepatitis autoinmune y cirrosis

biliar primaria PBLs: linfocitos de sangre periférica
HCN: hepatocarcinoma PHA: fitohemaglutinina
iATP: adenosin trifosfato intracelular. pmp: por millén de personas

VIDEO IMMUKNOW

GradoleniMedicina
Universidadfde'Valladolid

Figura 2: Izquierda: captura de pantalla del video realizado. Derecha: Cédigo QR con link
para verlo.

Con la informacion recopilada para el desarrollo de este trabajo, hemos elaborado un
video de divulgacion cientifica sobre como medir la inmunosupresion con la técnica
ImmuKnow. Recomendamos a cualquier persona que dese profundizar mas en la
técnica su visionado. Este video estd dentro de la plataforma de innovacién docente

Immunomedia y esta disponible para todo el mundo en la plataforma Youtube.
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GRAFICA 7: GOT, GPT Y GGT EN POBLACION DE MENOS DE UN ANO POSTRASPLANTE
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Grafica 7: Pardmetros de funciéon hepética en el grupo de pacientes de menos de un afio
postrasplante. Datos en mEg/L.

GRAFICA 8: GOT, GPT Y GGT EN POBLACION DE MAS DE UN ANO POSTRASPLANTE
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Grafica 8:  Parametros de funcién hepatica en el grupo de pacientes de mas de un afio
postrasplante. Datos en mEqg/L.
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GRAFICA 9: LEUCOCITOS EN POBLACION DE MENOS DE UN ANO POSTRASPLANTE
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Grafica 9: Formula leucocitaria en el grupo de pacientes de menos de un afio
postrasplante. Datos en 1000/ul.

GRAFICA 10: LEUCOCITOS EN POBLACION DE MENOS DE UN ANO POSTRASPLANTE
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Grafica 10: Formula leucocitaria en el grupo de pacientes de mas de un afio

postrasplante. Datos en 1000/pl.
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