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Puntos clave

Aproximadamente un

20% de los receptores
de trasplante hepatico
mantienen la funcién del
injerto en ausencia de
inmunosupresion, fenémeno
conocido como tolerancia
operacional.

El uso de marcadores

transcripcionales de
expresion genética es la
estrategia mas prometedora
para la identificacion de los
pacientes operacionalmente
tolerantes.

Estudios retrospectivos

han evidenciado que
los pacientes tolerantes
presentan un perfil
transcripcional tanto en
sangre como en tejido que los
diferencia de los pacientes no
tolerantes.

Las vias funcionales

relacionadas con los
genes diferentemente
expresados entre tolerantes
y no tolerantes involucran
a linfocitos T Y9, linfocitos
natural killer y vias de
sefalizacién intracelular.

Se espera que los

estudios prospectivos
que se estan llevando a cabo
actualmente permitan en el
futuro desarrollar tests para
predecir tolerancia.

lustracién: Roger Ballabrera
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La supervivencia del injerto a largo plazo generalmente requiere
la utilizacién de farmacos inmunosupresores de por vida. Ello
supone un aumento en el riesgo de infecciones, complicaciones
metabdlicas, neoplasias y toxicidad farmacolégica'™. Por ello es
esencial minimizar el uso de estos firmacos y desarrollar estrate-
gias alternativas para inducir y mantener la tolerancia.

El higado es un érgano privilegiado desde el punto de vista
inmunoldgico, y ello se refleja en la ausencia de efecto deletéreo
de los episodios de rechazo agudo en la supervencia del injer-
to y la baja incidencia de rechazo crénico. Por dicho motivo,
el higado es el escenario ideal para realizar estrategias de mi-
nimizacién y/o retirada de la inmunosupresién. Actualmente
no se dispone de herramientas que permitan identificar a los
pacientes que pueden beneficiarse de estas estrategias. Aqui se
comentan los estudios mds relevantes que evaldan la utilidad de
los marcadores genéticos en la identificacién de este subgrupo
de pacientes.

TOLERANCIA OPERACIONAL

En aproximadamente un 20% de los receptores de trasplante
hepdtico, la funcién del injerto puede mantenerse indefinida-
mente en ausencia de firmacos inmunosupresores. Este fen-
meno se conoce como tolerancia operacional y es la prueba de
que la tolerancia inmunoldgica se puede lograr en humanos
(tabla 1)°'3. Estudios prospectivos publicados en forma de
resumen indican que la prevalencia de tolerancia operacional
podria ser mas alta'®. Como ya se ha mencionado, actual-
mente no se dispone de herramientas diagnésticas fidedignas
para identificar a los pacientes potencialmente tolerantes, y
por ello la mayorfa de los receptores de trasplante hepitico
contintan recibiendo inmunosupresién indefinidamente. Sin
embargo, en los ultimos afios se han publicado numerosos es-
tudios que evalian estrategias para identificar a los pacientes
potencialmente tolerantes (tabla 2)'. Entre ellas, el uso de
marcadores transcripcionales de expresién genética emplean-
do chips genéticos (microarrays) o la reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-PCR) son las mds promete-
doras.

BIOMARCADORES
TRANSCRIPCIONALES DE
TOLERANCIA OPERACIONAL EN
MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA

En 2007, Martinez-Llordella et al'” publicaron el primer estudio
evaluando la utilidad de los marcadores de expresion genética en
receptores de trasplante hepdtico. En ese estudio, se comparé a
16 receptores tolerantes con 16 no tolerantes (definidos como
los pacientes que sufrieron rechazo agudo tras un intento de
retirar ]a inmunosupresion; en el momento del estudio todos los
episodios de rechazo estaban resueltos y los pacientes recibian
tratamiento inmunosupresor a dosis baja) mediante analisis de
microarrays de oligonucleétidos (Affymetrix) en ARN obtenido
de células mononucleares (CMN) extraidas de sangre periférica.
Se encontraron 628 genes expresados de manera diferente en
uno y otro grupo (462 sobreexpresados y 166 infraexpresados
[FDR < 1%]), 22 de los cuales fueron validados por RT-PCR.
Entre ellos se encontraron genes que codifican para receptores
de linfocitos T yd y natural killer (NK) y genes que participan en

Tabla 2. Técnicas estudiadas para identificar a los pacientes tolerantes

Marcadores de expresién
genética

KLRF 1 y SLAMF7
Polimorfismos de TNFa.
Polimorfismos de interleucina 10

CD4+ CD25+ Foxp3+
Células Vd1+ T
Vd1+/Vd2T

Células natural killer
Células CD154+

Células dendriticas pDC/mDC

Otros HLA-G soluble

Anticuerpos especificos de
donante

Interleucina 17
Interleucina 23

Funcién de linfocitos T

Tabla 1. Tolerancia operacional en el trasplante hepdtico: experiencia con protocolos de retirada electiva de inmunosupresion

Afio Autor Sujetos, n Tiempo desde TH (afios) Exito, % Rechazo agudo/crénico, %
1997 Mazariegos® 95 8,4 (1,7-25) 19 26/0

1998 Devlin¢ 18 6,5 (5-10) 16,7 28/5,6

2005 Girlanda”

2001 Takatsuki® 26 > 2 23,8 12/0

2005 Eason? 18 > 6 meses 5,6 61/0

2005 Tryphonopoulus'® 104 4 19 67/1,9

2006 Tissone'' 34 5,3 23,4 76,4/0

2007 Assy!? 26 4,6 8 58/0

2008 Pons'® 21 5,2 (24-127) 38 22/0

TH: trasplante hepdtico.
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vias de sefializacién del receptor de la interleucina 2, la regula-
ci6n de la transcripcién, el procesamiento de ARNm, la sintesis
de proteinas, la reparacién del ADN y el control del ciclo celular.
El perfil de expresion genética estaba significativamente influi-
do por la presencia de infeccién por el virus de la hepatitis C, ya
que estos pacientes (el 50% de los pacientes tolerantes y el 75%
de los pacientes no tolerantes) presentaron una sobreexpresion
de genes proinflamatorios.

Posteriormente, Kawasaki et al'® realizaron un estudio similar
comparando los perfiles de expresién genética en muestras ob-
tenidas de CMN extraidas de sangre periférica (Agilent cDNA
microarray) de 11 pacientes tolerantes receptores de trasplante
hepitico de donante vivo con 11 controles sanos. Se encontra-
ron 717 expresados de manera diferente en uno y otro grupo,
muchos de los cuales participaban en respuestas inmunitarias.
Diez genes fueron validados por PCR.

Un segundo estudio publicado por Martinez-Llordella’ vali-
d6 los resultados mencionados previamente en una cohorte de
pacientes mds grande. En este estudio se evalué a 17 pacientes
tolerantes y 21 no tolerantes. Tras realizar diferentes algoritmos
predictivos, se identificaron tres huellas genéticas con 2,6y 7 ge-
nes, respectivamente, capaces de predecir el estado de tolerancia
con una alta precision (tasa de error entre el 3 y el 6% en el grupo
de estudio). Estos tres grupos de genes también fueron capaces
de clasificar correctamente a los pacientes como tolerantes o no
tolerantes en una cohorte de validacion independiente (tasa de
error entre el 13 y el 17%). Asimismo, después de realizar and-
lisis funcionales, se encontré que algunas vias de sefializacién
relacionadas con linfocitos T yd y células NK se asociaban de
forma significativa con el estado de tolerancia. Estos genes estin
siendo validados en un estudio prospectivo multicéntrico euro-
peo de retirada de inmunosupresion, en el que las muestras de
sangre se obtienen antes de iniciar la retirada de la inmunosu-
presion.

Pons et al'® evaluaron la expresién de FoxP3 (forkhead box P3;
considerado el gen maestro de las células T reguladoras) durante
el proceso de retirada de la inmunosupresién en 12 receptores de
trasplante hepdtico estables en tratamiento inmunosupresor con
ciclosporina. Los autores encontraron un aumento de 3,5 veces
en la expresién de ARNm de FoxP3 antes de la retirada comple-
ta del tratamiento inmunosupresor en los pacientes tolerantes.
Este aumento en la expresién de FoxP3 se mantuvo después de
la retirada del tratamiento.

BIOMARCADORES
TRANSCRIPCIONALES DE
TOLERANCIA OPERACIONAL EN
MUESTRAS DE TEJIDO HEPATICO

En un estudio realizado por Li et al®’, se determind la expresién
de FoxP3 en el tejido hepitico. Los autores encontraron un au-
mento en la expresion de FoxP3 en pacientes tolerantes cuando
se los compar6 con pacientes estables o con rechazo crénico.

Mis recientemente, Bohne et al?! realizaron un estudio com-
parando el perfil de expresién genética (mediante Illumina,
Affymetrix y TagMan PCR) en tejido hepitico de 28 pacientes
tolerantes y 33 no tolerantes incluidos en un estudio prospectivo
de retirada de inmunosupresién. Las muestras de tejido se ob-
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tuvieron antes de iniciar la retirada de inmunosupresién. Las di-
ferencias entre tolerantes y no tolerantes fueron muy pequefias,
con s6lo 21 genes expresados de menera diferente en uno y otro
grupo (FDR < 5%). Las vias funcionales mas relevantes repre-
sentadas en estos genes estaban relacionadas con el metabolismo
del hierro y la activacién de las células T.

CONCLUSIONES

Se ha comunicado tolerancia operacional en aproximadamente
un 20% de los receptores de trasplante hepdtico, aunque podria
ser més prevalente en periodos tardios del trasplante. Aunque
no existen marcadores fidedignos que identifiquen a los pacien-
tes tolerantes, algunos estudios han encontrado que los pacien-
tes tolerantes presentan un perfil de expresién genética tanto
en sangre periférica como en tejido hepitico que los diferencia
de los pacientes no tolerantes. La diferencia en los patrones de
expresion podria constituir la base del desarrollo de test de to-
lerancia.
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