UNIVERSIDAD DE MURCIA
FACULTAD DE MEDICINA

Estudio para la Validaciéon de los Biomarcadores de
Eleccion que Reflejen la Respuesta Individual de los
Pacientes Trasplantados de Organos Sélidos al
Tratamiento Inmunosupresor

D. Francisco José Boix Giner

2017



A mi esposa e hija



DIFUSION DE RESULTADOS

Los resultados presentados en esta memoria han dado lugar a las siguientes publicaciones:

v' Boix F, Mrowiec A, Muro M. Cytokine expression profile as predictive surrogate
biomarkers for clinical events in the field of solid organ transplantation. Curr Protein
Pept Sci. 2017, 18, 240-249.

v' Boix F, Bolarin JM, Eguia J, Gonzalez-Martinez G, De La Pefia J, Galian JA,
Hernandez-Martinez AM, Moya-Quiles MR, Legaz |, Campillo JA, Ramirez P,
Sanchez-Bueno F, Garcia-Alonso AM, Pons JA, Minguela A, Llorente S, Muro M.
Pretransplant CD28 Biomarker (Levels of Expression and Quantification of
Molecules per Cell) in Peripheral CD4+ T Cells Predicts Acute Rejection Episodes in
Liver and Kidney Recipients. Transplant Proc. 2016 Nov;48(9):2987-2989.

v' Boix F, Millan O, San Segundo D, Mancebo E, Rimola A, Fabrega E, Fortuna V,
Mrowiec A, Castro-Panete MJ, Pefia Jde L, Llorente S, Minguela A, Bolarin JM,
Paz-Artal E, Lopez-Hoyos M, Brunet M, Muro M. High expression of CD38, CD69,
CD95 and CD154 biomarkers in cultured peripheral T lymphocytes correlates with
an increased risk of acute rejection in liver allograft recipients. Immunobiology. 2016
May;221(5):595-603.

v' Boix F, Millan O, San Segundo D, Mufioz-Cacho P, Mancebo E, Llorente S, Rafael-
Valdivia L, Rimola A, Fabrega E, Mrowiec A, Allende L, Minguela A, Bolarin JM,
Paz-Artal E, Loépez-Hoyos M, Brunet M, Muro M. High frequency of central
memory regulatory T cells allows detection of liver recipients at risk of early acute
rejection within the first month after transplantation. Int Immunol. 2016
Feb;28(2):55-64.

v" Mancebo E, Castro MJ, Allende LM, Talayero P, Brunet M, Millan O, Guirado L,
Lopez-Hoyos M, San Segundo D, Rodrigo E, Mufioz P, Boix F, Llorente Vifas S,
Muro-Amador M, Paz-Artal E. High proportion of CD95(+) and CD38(+) in cultured
CD8(+) T cells predicts acute rejection and infection, respectively, in kidney
recipients. Transpl Immunol. 2016 Feb;34:33-41.

v' Boix F, Millan O, San Segundo D, Mancebo E, Miras M, Rimola A, Fabrega E,
Allende L, Minguela A, Paz-Artal E, Lopez-Hoyos M, Brunet M, Muro M. Activated



Regulatory T Cells Expressing CD4¢cD25M"MCcD4sROMCD62L" Biomarkers
Could Be a Risk Factor in Liver Allograft Rejection. Transplant Proc. 2015
Oct;47(8):2380-1.

v' Millan O, Rafael-Valdivia L, San Segundo D, Boix F, Castro-Panete MJ, Lopez-
Hoyos M, Muro M, Valero-Hervas D, Rimola A, Navasa M, Mufioz P, Miras M,
Andrés A, Guirado L, Pascual J, Brunet M. Should IFN-y, IL-17 and IL-2 be
considered predictive biomarkers of acute rejection in liver and kidney transplant?
Results of a multicentric study. Clin Immunol. 2014 Oct;154(2):141-54.

v' San Segundo D, Millan O, Mufioz-Cacho P, Boix F, Paz-Artal E, Talayero P,
Morales JM, Muro M, De Cos MA, Guirado L, Llorente S, Pascual J, Arias M,
Brunet M, Lopez-Hoyos M. High proportion of pretransplantation activated
regulatory T cells (CD4+CD25highCD62L+CD45R0O+) predicts acute rejection in
kidney transplantation: results of a multicenter study. Transplantation. 2014 Dec
15;98(11):1213-8.

Igualmente estos resultados han sido objeto de 13 comunicaciones en congresos

nacionales y 8 comunicaciones en congresos internacionales:

Comunicaciones en congresos nacionales:

v' Boix F, Bolarin JM, Eguia J, Gonzalez-Martinez G, De la Pefia J, Salgado G,
Mrowiec A, Gimeno L, Legaz I, Campillo JA, Moya-Quiles MR, Garcia-Alonso
AM, Llorente S, Minguela A, Muro M. CD28 pre-trasplante (niveles de expresion
y cuantificacion de moléculas por célula) en células T CD4+ predice el desarrollo
de rechazo agudo en receptores renales y hepaticos. Abstract sometido en el
XXXIX Congreso de la Sociedad Espafiola de Inmunologia. Alicante, 5-7 de
Mayo 2016.

v Boix F, Eguia J, Gonzalez-Martinez G, Galian JA, Salgado G, Mrowiec A,
Gimeno L, Legaz I, Campillo JA, Moya-Quiles MR, Minguela A, Garcia-Alonso
AM, Miras M, Llorente S, Muro M. Diferentes niveles de citoquinas intracelulares
Thl, Th2 y Thl7 podrian condicionar la aparicion de infeccion oportunista en
post-trasplante renal y hepatico. Abstract sometido en el XXXIX Congreso de la
Sociedad Espafiola de Inmunologia. Alicante, 5-7 de Mayo 2016.



v' Boix F, Llorente S, Eguia J, Gonzalez-Martinez G, Campillo JA, Moya-Quiles
MR, Minguela A, Miras M, Garcia-Alonso AM, Muro M. The imbalance between
IL-17, IFN-y and IL-10 producing-T-helper cells among kidney and liver
recipients could be associated with opportunistic infection development after solid
organ transplantation. Abstract sometido al IV Congreso de la Sociedad Espafiola
de Trasplante. Santander, 6-8 Mayo 2016.

v' Boix F, Bolarin JM, Eguia J, Gonzalez-Martinez G, De La Pefia J, Mrowiec A,
Salgado G, Moya-Quiles MR, Ramirez P, Garcia-Alonso A, Minguela A, Miras
M, Llorente S, Muro M. Pre-transplant CD28 biomarker (levels of expression and
quantification of molecules per cell) in peripheral CD4*T-cells predicts acute
rejection episodes development in liver and kidney recipients. Abstract sometido
al IV Congreso de la Sociedad Espafiola de Trasplante. Santander, 6-8 Mayo
2016.

v' Boix F, Millan O, San Segundo D, Mufioz-Cacho P, Mancebo E, Miras M,
Rafael-Valdivia L, Rimola A, Fabrega E, Mrowiec A, Allende L, Minguela A,
Bolarin JM, Paz-Artal E, Lopez-Hoyos M, Brunet M, Muro M. Central memory
regulatory T cells (CD4'CD25"CD45RO*CD62L") predicts acute rejection in
orthotopic liver transplant recipients along first month post-transplantation: a
multi-center study. Abstract aceptado como presentacion oral en la XIII
Conferencia de la Sociedad Catalana de Trasplante. Barcelona, 18-20 Marzo
2015.

v' San Segundo D, Millan O, Boix F, Talayero P, Ballesteros MA, Mifiambres E,
Muro M, Paz-Artal E, Brunet M, Lépez-Hoyos M. Expresion elevada de CD38 en
pacientes candidatos a trasplante pulmonar identifica a aquéllos en riesgo de sufrir
un episodio de rechazo del injerto. Abstract aceptado como presentacion oral en la
XI1I Conferencia de la Sociedad Catalana de Trasplante. Barcelona, 18-20 Marzo
2015.

v Boix F, Millan O, San Segundo D, Valero-Hervas D, Miras M, Mufioz P, Rafael-
Valdivia L, Minguela A, Rimola A, Castro-Panete MJ, Lopez-Hoyos M, Brunet

M, Muro M. Acute rejection risk predictive model based on allo-reactive T cells



biomarkers expression in Orthotopic Liver Transplantation. Abstract sometido al

I11 Congreso de la Sociedad Espafiola de Trasplante. Valencia, 8-10 Junio 2014.

Boix F, Millan O, San Segundo D, Valero-Hervas D, Miras M, Mufioz P, Rafael-
Valdivia L, Minguela A, Rimola A, Castro-Panete MJ, Lopez-Hoyos M, Brunet
M, Muro M. Activated circulating T regulatory cells (Treg)
(CD4+CD25highCD45RO+CD62L+ and CD4+CD25highCD27+CD127low) but
not natural Tregs (CD4+CD25highCD127lowFoxP3+) are able to discriminate
acute rejection development after orthotopic liver transplantation. Abstract
sometido al 111 Congreso de la Sociedad Espafiola de Trasplante. Valencia, 8-10
Junio 2014.

San Segundo D, Millan O, Boix F, Paz Artal E, Talayero P, Muro M, De Cos
MM, Arias M, Brunet M, Lépez-Hoyos M. High proportion of pre-transplant
activated Tregs (CD4+CD25highCD62L+CD45R0+) predicts acute rejection in
kidney transplantation: Results of a multicenter study. Abstract sometido al 11

Congreso de la Sociedad Espariola de Trasplante. Valencia, 8-10 Junio 2014.

San Segundo D, Millan O, Boix F, Paz Artal E, Talayero P, Muro M, Brunet M,
Lopez-Hoyos M. High proportion of pre-transplant activated Tregs
(CD4*CD25""CD62L*CD45R0OY)  predicts acute  rejection in  kidney
transplantation: Results of a multicenter study. Abstract presentado en el
XXXV Congreso de la Sociedad Espafiola de Inmunologia. Badajoz, 8-10
Mayo 2014.

Boix F, Salgado G, Llorente S, Minguela A, Martinez H, Miras M, Alvarez-L6pez
MR, Muro M. Decreased expression of biomarkers of cell activation in CD4" and
CD8" T-cells in patients with recurrence HCV after orthotopic liver
transplantation. Abstract presentado en el XXXVII Congreso de la Sociedad

Espafiola de Inmunologia. Salamanca, 29-01 Mayo-Junio 2013.

Boix F, Salgado G, Brunet M, Millan O, Martinez H, Lopez-Hoyos M, Castro MJ,
Minguela A, Miras M, Alvarez R, Muro M. Role of T helper 17 (Th-17) cells in
acute allograft rejection and hepatitis C virus recurrence in patients after
Orthotopic Liver Transplantation. Abstract presentado en la X1l Conferencia de la

Sociedad Catalana de Trasplante. Barcelona, 13-15 Marzo 2013.



v' Boix F, Salgado G, Brunet M, Millan O, Martinez H, Lopez-Hoyos M, Valero-
Hervas D, Minguela A, Miras M, Alvarez R, Muto M. Post-transplant
monitorization of CD25, CD38, CD154, CD69 CD95 in T cells and their use as
biomarkers of the immunosuppressive therapy to predict HCV recurrence in Liver
Graft Recipients. Abstract presentado en la XII Conferencia de la Sociedad

Catalana de Trasplante. Barcelona, 13-15 Marzo 2013.

Comunicaciones en congresos internacionales:

v" Millan O, Boix F, San Segundo D, Mufioz-Cacho P, Miras M, Rafael-Valdivia L,
Rimola A, Fabrega E, Mrowiec A, Minguela A, Aliart I, Bolarin JM, Paz-Artal E,
Lopez-Hoyos M, Brunet M, Muro M. Central memory regulatory T cells
(CD4+CD25hiCD45RO+CD62L+) predicts acute rejection in orthotopic liver
transplant recipients along first month post-transplantation: a multicenter study.
Abstract aceptado en el XIV Congreso Internacional de Monitorizacion

Terapeéutica y Toxicologia Clinica. Rotterdam, 11-15 Octubre 2015.

v" Boix F, Eguia J, Marlovick A, Bolarin JM, Salgado G, Martinez H, Minguela A,
Miras M, Llorente S, Muro M. Pretransplant intracytoplasmatic cytokine
expression of INF-y and IL-10 on peripheral T lymphocytes predicts opportunistic
infection in liver and renal transplantation. Abstract presentado en la XXIX
Conferencia de la Sociedad Europea de Histocompatibilidad e Inmunogenética.
Switzerland, 26-29 Abril 2015.

v" Boix F, Millan O, San Segundo D, Valero-Hervas D, Miras M, Mufioz P, Rafael-
Valdivia L, Minguela A, Rimola A, Castro-Panete MJ, Lopez-Hoyos M, Brunet
M, Muro M. Acute rejection risk predictive model based on allo-reactive T cells
biomarkers expression in Orthotopic Liver Transplantation. Abstract presentado
en la XXIX Conferencia de la Sociedad Europea de Histocompatibilidad e
Inmunogenética. Switzerland, 26-29 Abril 2015.

v" Mancebo E, Paz-Artal E, Valero D, Brunet M, L6pez-Hoyos M, Boix F, Mora S,
Castro MJ. CD38"CD8" T cell subset predicts viral and bacterial infection after
kidney transplantation. Results from a multicenter study. Abstract presentado en la
XXIX Conferencia de la Sociedad Europea de Histocompatibilidad e
Inmunogenética. Switzerland, 26-29 Abril 2015.



v' Boix F, Salgado G, Brunet M, Millan O, Martinez H, Lépez-Hoyos M, Castro MJ,
Minguela A, Miras M, Alvarez MR, Muro M. Role of T helper 17 (Th17) cells in
acute allograft rejection and Hepatitis C virus recurrence in patients after
Orthotopic Liver Transplantation. Abstract presentado en la XXVII Conferencia
de la Sociedad Europea de Histocompatibilidad e Inmunogenética. Maastricht, 11-
14 Mayo 2013.

v" Boix F, Salgado G, Brunet M, Millan O, Martinez H, Lépez-Hoyos M, Valero D,
Minguela A, Miras M, Alvarez MR, Muro M. Post-transplant monitoring of
CD25, CD38, CD154, CD69 and CD95 in T cells as biomarkers of
immunosuppressive therapy to predict HCV recurrence in liver graft recipients.
Abstract presentado en la XXVII Conferencia de la Sociedad Europea de
Histocompatibilidad e Inmunogenética. Maastricht, 11-14 Mayo 2013.

v" Boix F, Salgado G, Brunet M, Millan O, L6pez-Hoyos M, Castro MJ, Minguela
A, Miras M, Alvarez MR, Muro M. The role of T helper 17 cells in Acute
Allograft Rejection Development in Liver Transplantation. Abstract presentado en
el 111 Congreso de la Sociedad Europea de Inmunologia. Glasgow, 5-8 Septiembre
2012.

v' Boix F, Salgado G, Brunet M, Millan O, Lépez-Hoyos M, Valero D, Minguela A,
Miras M, Alvarez MR, Muro M. Significance of T Helper 17 Immunity in
Hepatitis C Virus recurrence in Orthotopic Liver Transplantation. Abstract
presentado en el 111 Congreso de la Sociedad Europea de Inmunologia. Glasgow,
5-8 Septiembre 2012.



FUENTES DE FINANCIACION

Igualmente, se hace constar que el trabajo de Francisco José Boix Giner y la parte
experimental de esta memoria han sido financiados en parte por los proyectos de
investigacion del Fondo de Investigaciones Sanitarias de la Seguridad Social (FIS) y la

Fundacidén Séneca.

Proyecto FIS: Estudio multicéntrico para la validacion de los biomarcadores de eleccion
que reflejen la respuesta individual de los pacientes transplantados de 6rganos solidos al

tratamiento inmunosupresor”. FIS. P1080446.

Proyecto Fundacién Séneca: Mecanismos de induccion y ruptura de tolerancia:
Aplicacion en inmunobiologia de trasplantes y enfermedades con hipo 6 hiperreactividad
inmunitaria. 04487/GERM/06.

Proyecto FIS: Procesos bioldgicos implicados en el desarrollo del rechazo humoral o en
fendbmenos de acomodacion en trasplante mediados por anticuerpos anti-antigeno
leucocitario humano (HLA)”. 1SCIII. P111/02686.






Agradecimientos







AGRADECIMIENTOS
Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento

Al director de esta tesis, el Dr. Manuel Muro Amador, por su ayuda, esfuerzo,
incansable y desinteresda dedicacion en la direccion de esta tesis; por todo de lo que de él
he aprendido ya que en él encontré una fuente de inspiracion por su dedicacion en el

campo del transplante.

A la codirectora de esta tesis, la Dra. M? del Rocio Alvarez Lopez, por su
inestimable guia durante mi formacion como especialista en Inmunologia y por la

confianza que puso en mi para la elaboracion de esta tesis doctoral.

A los servicios de Nefrologia y Digestologia, en especial al Dr. Santiago Llorente
y Dr. Manuel Miras, por su desinteresada colaboracion en la aportacion de muestras y

datos clinicos de los pacientes incluidos en esta memoria.
Al Dr. Perdo Aparicio Alonso, por su ayuda como tutor de esta Tesis.

A mis compafieros de residencia, en espcial a Helios y Gorka por todos los buenos

momentos que pasamos juntos.

A los facultativos especialistas del servicio, en especial a los doctores José

Antonio Campillo y Rosa Moya Quiles por su generosa ayuda y aportacion intelectual.

A los investigadores post-doctorales del servicio de Inmunologia, en especial a las
Dras. Victoria y Lourdes por su incondicional apoyo y aportacién de grandes consejos

tanto personales como profesionales.

Una especial mencion a mi compariero José Miguel Bolarin por su generosa ayuda

en el analisis estadistico.

A todos ellos mi mas sincera gratitud por su incondicional apoyo durante mi
estancia como facultativo residente y tras el paso de los afios, de los que tanto he
aprendido y que de una forma u otra han colaborado en que esta tesis doctoral haya sido
posible.

Por ultimo quiero agradecer a mi esposa, por su incondicional apoyo, sin el cual

este trabajo no hubiera visto la luz.






“We can only see a short distance

ahead, but we can see plenty there that needs to be done”

Alan Turing






Abreviaturas







Abreviaturas

Acs: anticuerpos

AcMo: Anticuerpo monoclonal

Ags: antigenos

aloAgs: aloantigenos

APC: Aloficocianina

AUC: Area bajo curva

CD: Cluster de diferenciacion

CF: Citometria de flujo

CMV: Citomegalovirus

Con-A: Concavalina A

CPAs: células presentadoras de antigeno

CsA: Ciclosporina

EICH: Enfermedad de injerto contra huésped
FITC: Isotiocianato de fluoresceina

IEN: Interferon

IL: Interleuquina

IMF: Intensidad media de fluorescencia

lo: lonomicina

LTC: Linfocito T citotoxico

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad
MMF: Micofenolato de mofetilo

NRA: Pacientes sin rechazo agudo

NoINF: Pacientes sin infeccion post-trasplante
NVHC: Pacientes sin recidiva de virus de hepatitis C
PCNA: Antigeno de proliferacién nuclear

PE: Ficoeritrina

PerCP: Proteina clorofila peridrina



Abreviaturas

RA: Rechazo agudo

RLM: reacciones linfocitarias mixtas

SP: Sangre periférica

SRL.: Sirolimus

TOH: Trasplante ortotopico hepatico

Ty: Linfocito T colaborador

Treg: linfocitos T reguladores

nTreg: Linfocitos T reguladores naturales
aTreg: Linfocitos T reguladores activados
TRL: Tacrolimus

VEB: Virus Epstein-Bar

VHB: Virus de hepatitis B

VHC: Virus de hepatitis C

VHS: Virus herpes simple

VHZ: Virus herpes-zoster

XenoAgs: xenoantigenos



Indice







indice

1.

INTRODUCCION
1.1. Generalidades sobre el trasplante inmunolégico
1.2. Generalidades sobre el trasplante hepatico
1.3. Caracteristicas histoldgicas y funcionales del higado
1.4. Generalidades sobre el trasplante renal
1.5. Caracteristicas histoldgicas y funcionales del rifion
1.6. Principios genéticos que gobiernan el trasplante de tejidos
1.6.1. Complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
1.6.1.1.Estructura de las moléculas HLA de clase |
1.6.1.2.Estructura de las moléculas HLA de clase Il
1.7. La respuesta inmunitaria alogénica
1.7.1. Activacion linfocitaria alogénica
1.7.2. Reconocimiento alogénico directo

1.7.3. Reconocimiento alogénico indirecto

1.8. Mecanismos efectores de la respuesta inmunitaria alogénica

1.8.1. Linfocitos T CD3"CD8"
1.8.1.1.Diferenciacién de los linfocitos T CD8*

1.8.1.2. Reconocimiento antigénico y activacion de los LTCs

1.8.1.3. Mecanismos efectores de los linfocitos T citotéxicos

1.8.2. Linfocitos T CD3"CD4"

© N o1 W o~k

11
12
13
14
15
16
19
21
23
23
23
25
25
27

1.8.2.1. Diferenciacion de los linfocitos T CD4" en subpoblaciones de

celulas efectoras
1.8.2.2. Linfocitos T CD4" Tyl
1.8.2.3. Linfocitos T CD4" Ty17
1.8.2.3.1. Diferenciacion de los linfocitos Ty17

1.8.2.3.2. Papel de los linfocitos Ty17 en trasplante

1.8.2.3.3. Terapias contra los linfocitos Ty17 aloinmunes

1.8.2.4.Linfocitos T CD4"CD25""FoxP3" (Treg)
1.8.2.4.1. Diferenciacion de los linfocitos Treg

1.8.2.4.2. Mecanismos efectores de linfocitos Treg

28
28
30
32
33
37
38
39
44

1.8.2.4.2.1. Citoquinas implicadas en la funcion de los

linfocitos Treg

1.8.2.4.2.2. Adenosina pericelular

1.8.2.4.2.3. Apoptosis por deprivacion de citoquinas

44
46
46



indice

1.8.2.5. Paradigma Treg/Ty17
1.9. Citoquinas implicadas en la respuesta inmunitaria
1.9.1. Interleucina 6 (IL-6)
1.9.2. Interleucina 2 (IL-2)
1.9.3. Factor transformante del crecimiento  (TGFp)
1.9.4. Interferon y (IFNy)
1.9.5. Interleucina 10 (IL-10)
1.9.6. Interleucina 17 (I1L-17)

1.10. Mecanismo de rechazo del injerto

1.10.1. Mecanismos inmunoldgicos en el rechazo hiperagudo

1.10.2. Mecanismos inmunoldgicos en el rechazo agudo

1.10.3. Mecanismos inmunoldgicos en el rechazo crénico

1.11. Farmacodinamia: Biomarcadores del efecto inmunosupresor

1.11.1. Monitorizacién de la inmunosupresion

1.11.2. Inmunosupresion  personalizada: Bases de la monitorizacion

farmacocinética y farmacodinamica

1.11.3. Farmacocinética

1.11.4. Correlacion de los cambios inducidos por la farmacocinética y

farmacodinamia sobre los marcadores de evolucion del injerto

1.11.5. Anélisis de los biomarcadores del efecto inmunomodulador de los

farmacos inmunosupresores en trasplantados

1.11.5.1. Biomarcadores especificos del efecto farmacodinamico

1.11.51.1.

Dianas farmacolégicas

1.11.5.2. Biomarcadores no especificos del efecto farmacodinamico

1.115.2.1.

1.11.5.2.2.

1.11.5.2.3.

1.11.5.2.4.

1.11.5.2.5.

Citoquinas

Tincion intracitoplasmatica de citoquinas

Medicion de la produccién de citoquinas en
sobrenadanre de cultivo tras estimulacion in vitro con
Con-A

Monitorizacién de la expresién de CD28 sobre linfocitos
T CD4" periféricos en trasplantados hepaticos y renales
Expresion de CD25, CD38, CD69, CD95 y CD154 en

trasplantados hepéticos y renales y su utilizacion como

47
48
48
49
51
52
54
56
58
58
59
64
67
69

70
74

75

77
79
80
81
81
83

85

86



indice

biomarcadores del efecto farmacodinamico de
inmunosupresion
1.11.5.2.6. Biomarcadores de tolerancia inmunoldgica
1.12. Consideraciones finales
HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. Hipotesis
2.2. Objetivos
PACIENTES, MATERIAL Y METODOS
3.1. Pacientes
3.1.1. Grupos de estudio: Pacientes y controles
3.1.2. Técnica quirdrgica del trasplante hepatico
3.1.3. Técnica quirdrgica del trasplante renal
3.1.4. Terapias inmunosupresoras y anti-rechazo
3.1.4.1. Terapias inmunosupresoras en trasplante hepético
3.1.4.1.1. Terapia de induccién
3.1.4.1.2. Terapia inmunosupresora post-trasplante
3.1.4.1.3. Terapia inmunosupresora de mantenimiento
3.1.4.1.4. Terapia anti-rechazo agudo
3.1.4.2. Terapias inmunosupresoras en trasplante renal
3.1.4.2.1. Terapia de induccién
3.1.4.2.2. Terapia inmunosupresora post-trasplante
3.1.4.2.3. Terapia inmunosupresora de mantenimiento
3.1.5. Diagnostico de rechazo agudo en trasplante hepatico
3.1.6. Diagnostico de rechazo agudo en trasplante renal
3.1.7. Diagnostico y tratamiento de la recidiva de virus de hepatitis C
3.1.8. Control, diagndstico y prevencion de infecciones
3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Parédmetros farmacocinéticos

3.2.2. Parametros farmacodinamicos

la

3.2.2.1. Determinaciéon de la capacidad productora de citoquinas

intracitoplasmaticas (IL-2, IFNy, IL-10 e IL-17) por citometria

tras estimulo policlonal en células T CD4" y CD8" in vitro

87

91

96

98

98

99
100
100
100
108
110
113
114
114
115
115
115
116
116
116
117
117
118
119
120
122
122
122

122



indice

3.2.2.2.

3.2.2.3.

3.2.24.

3.2.2.5.

3.2.2.6.

4. RESULTADOS

Determinacion de la expresion de CD25, CD38, CD69, CD95
y CD154 por citometria de flujo en linfocitos T CD4" y CD8"
tras estimulacion in vitro con Con-A

Cuantificacion del porcentaje y cifras absolutas de linfocitos
aTreg y nTreg en sangre periférica de trasplantados hepaticos y
renales

Monitorizacion de la expresion de CD28 en linfocitos T CD4"
de sangre periférica

Determinacion de la secrecion de IL-17, IFNy, IL-10 y TGFp
en sobrenadante de cultivo de leucocitos estimulados in vitro
con Con-A por ELISA en pacientes con trasplante hepético y
renal

Andlisis estadistico de los datos

4.1. Datos demograficos, clinicos y farmacocinéticos en receptores de trasplante

hepatico y renal

132

139

147

153
160
162

162

4.1.1. Caracteristicas demograficas, clinicas y farmacocinéticas en

receptores hepaticos y su relacién con el desarrollo de rechazo agudo,

infeccion oportunista y reinfccion por virus de hepatitis C

41.1.1.
41.1.2.

Infecciones oportunistas en el periodo post-trasplante
Rechazo agudo y niveles de inmunosupresor en sangre

periférica de trasplantados hepaticos

4.1.2. Caracteristicas demogréficas, clinicas y farmacocinéticas en

receptores renales y su relacion con rechazo agudo e infeccion

oportunista

41.2.1.
41.2.2.

Infecciones oportunistas en el periodo post-trasplante
Rechazo agudo y niveles de inmunosupresor en sangre

periférica

4.2. Poblaciones celulares en sangre periférica previos al trasplante de pacientes

con enfermedad hepaética y renal terminal

4.2.1. Poblaciones leucocitarias y linfocitarias totales en sangre periférica

de trasplantados hepaticos y renales

4.2.1.1.

Leucocitos totales en trasplante hepético y renal

162
165

166

168

169

171

173

174
174



indice

4.2.1.1.1. Leucocitos totales (x10%ml) en trasplantados

hepaticos

4.2.1.1.2. Leucocitos totales (x10%ml) en trasplantados renales

4.2.1.2. Linfocitos totales en trasplante hepatico y renal

4.2.1.2.1. Frecuencia (%) y cifras absolutas (x10%/ul) de linfocitos

en trasplantados hepaticos

4.2.1.2.2. Frecuencia (%) y cifras absolutas (x10%/ul) de linfocitos

totales en trasplantados renales

4.2.2. Evaluacion de la capacidad productora de citocinas

intracitoplasmatica en situacion pre-trasplante de trasplantados

hepaticos y renales

4.2.2.1.

4.2.2.2.

4.2.2.3.

4.2.2.4.

4.2.2.5.

4.2.2.6.

4.2.217.

Niveles pre-trasplante intracitoplasmaticos de IL-2, IL-10,
IL-17 e IFNy en linfocitos T CD4" y CD8" de trasplantados
hepaticos y su relacion con rechazo agudo

Niveles pre-trasplante intracitoplasmaticos de IL-2, IL-10,
IL-17 e IFNy en linfocitos T CD4"CD69" y CD8'CD69" de
trasplantados renales y su relacién con rechazo agudo
Niveles pre-trasplante intracitoplasmaticos de IL-2, IL-10,
IL-17 e IFNy en linfocitos T CD4"CD69" y CD8"CD69" de
trasplantados hepaticos y su relacion con infeccion
oportunista

Niveles pre-trasplante intracitoplasmaticos de IL-2, IL-10,
IL-17 e IFNy en linfocitos T CD4" y CD8" de trasplantados
renales y su relacion con infeccién oportunista

Niveles pre-trasplante intracitoplasmaticos de IL-2, IL-10,
IL-17 e IFNy en linfocitos T CD4"CD69" y CD8"CD69" de
trasplantados hepaticos y su relacion con recidiva de virus
de hepatitis C

Niveles pre-trasplante de IFNy, IL-17, IL-10 y TGFp
soluble de trasplantados hepaticos y su relacién con rechazo
agudo

Niveles pre-trasplante de IFNy, IL-17, IL-10 y TGFp
soluble de trasplantados hepaticos y su relacion con
infeccion oportunista y recidiva de virus de hepatitis C

174
175
176

176

177

178

179

185

191

196

201

206

210



indice

4.2.2.8.

4.2.2.9.

4.2.2.10.

4.2.2.11.

4.2.2.12.

Niveles pre-trasplante de IFNy, IL-17, IL-10 y TGFp
soluble de trasplantados renales y su relacion con rechazo
agudo e infeccion oportunista

Niveles pre-trasplante de linfocitos atTregs
(CD4*CD25""CD45RO'CD62LY) y linfocitos nTregs
(CD4*CD25""CD127"“FoxP3") en trasplantados hepaticos
y su relacion con rechazo agudo e infeccion oportunista
Niveles pre-trasplante de linfocitos nTregs
(CD4*CD25""CD127""“FoxP3") en trasplantados renales y
su relacién con rechazo agudo e infeccion oportunista
Niveles pre-trasplante de expresion in vitro de antigenos de
superficie CD38, CD95 y CD154 en linfocitos T CD4" y
CD8" y andlisis de la expresion (% vy cifras absolutas) de
CD28 sobre linfocitos T CD4" de sangre periférica de
trasplantados hepaticos y renales y su relacién con rechazo
agudo

Niveles pre-trasplante de expresion in vitro de antigenos de
superficie CD25, CD69 y CD154 en linfocitos T CD4" y
CD8" y andlisis de la expresion (% vy cifras absolutas) de
CD28 sobre linfocitos T CD4" de sangre periférica de
trasplantados hepaticos y renales y su relacion con infeccion

oportunista y recidiva de virus de hepatitis C

4.2.3. Expresion intracitoplasmaética de citocinas IL-2, IL-17, IFNy e IL-

10 en linfocitos T CD4" y CD8" en el periodo post-trasplante

hepético y renal

4.2.3.1.

4.2.3.2.

Niveles post-trasplante intracitoplasmaticos de IL-2, IL-17 e
IFNy en linfocitos T CD4" y CD8" de trasplantados
hepaticos y renales y su relacion con rechazo agudo

Niveles intracitoplasmaticos post-trasplante de IL-10, IL-17
e IFNy en linfocitos T CD4'CD69" y CD8'CD69" de
trasplantados hepaticos y renales y su relacion con infeccion

oportunista y recidiva de virus de hepatitis C

4.2.4. Niveles post-trasplante de IL-17 y TGFp solubles de trasplantados

hepéticos y renales y su relacion con rechazo agudo, infeccidn

215

217

224

232

243

252

253

261



indice

oportunista y recidiva de virus de hepatitis C durante el periodo

post-trasplante 271
4.2.5. Niveles de linfocitos aTreg (CD4*CD25"""CD45RO*CD62L") y

nTreg (CD4'CD25""CD127""FoxP3") de trasplantados

hepaticos y renales y su relacion con rechazo agudo, infeccién

oportunista y recidiva de virus de hepatitis C durante el periodo

post-trasplante 278
4.2.6. Niveles de expresion (%) in vitro de CD38, CD69, CD95 y CD154

en linfocitos T CD4" y CD8" y expresion (% y cifras absolutas) de

la proteina de superficie CD28 sobre linfocitos T CD4" periféricos

de trasplantados hepéticos y renales y su relacion con rechazo

agudo, infeccion oportunista y recidiva de virus de hepatitis C

durante el periodo post-trasplante 289

5. DISCUSION 306
5.1. Tasa de rechazo agudo e infeccion oportunista en trasplante hepatico 307
5.2. Tasa de rechazo agudo e infeccion oportunista en trasplante renal 312

5.3. Estudio de biomarcadores farmacodindmicos de inmunosupresion en
trasplante 316
5.3.1. Monitorizacion de la funcién inmunitaria pre-trasplante de

pacientes con enfermedad terminal hepética y renal y papel en la
prediccion de RA 318
5.3.2. Monitorizacion de la funcién inmunitaria pre-trasplante de
pacientes con enfermedad hepética y renal terminal y su papel en la
prediccion de INF 326
5.3.3. Monitorizacion de la funcién inmunitaria de receptores hepéticos
gue en situacion basal que desarrollaron recurrencia de VHC 334
5.3.4. Monitorizacion de la funcién inmunitaria post-trasplante de
receptores hepaticos y renales y su papel en la prediccion de
rechazo agudo temprano asi como también en la monitorizacién de
pacientes de alto riesgo 336
5.3.5. Monitorizacion post-trasplante de la funcién inmunitaria en
receptores y su papel en la prediccion de INF, y monitorizacion de

pacientes de alto riesgo 351



indice

5.3.6. Monitorizacion de la funcion inmunitaria en situacion post-
trasplante de receptores hepaticos con infeccion activa de VHC y
su papel en la prediccién de cirrosis hepatica por VHC 362
CONCLUSIONES 369
BIBLIOGRAFIA 373



Introduccion







Introduccién

1. INTRODUCCION

El trasplante de 6rganos y células entre individuos es una medida terapéutica que
salva o prolonga miles de vidas cada afio. Esta opcion terapéutica para determinadas
patologias humanas ha experimentado un crecimiento sostenido durante la Gltima mitad
del siglo XX, y en la actualidad, los trasplantes de oOrganos solidos y de células
hematopoyéticas son procedimientos ampliamente utilizados en la practica clinica. Una
limitacion importante para el éxito de los trasplantes es que la respuesta inmunitaria del
receptor frente al tejido del donante, produce rechazo. Diversos estudios experimentales
iniciales revelaron que el rechazo se debe a una fuerte respuesta inmunitaria adaptativa
alogénica especifica (Medawar et al., 1958; Hildemann y Medawar, 1959).

Ya que en general, todos estos trasplantes se realizan entre individuos
genéticamente relacionados, es decir, entre individuos diferentes de la misma especie, se
les denomina alotrasplantes. Como consecuencia, un injerto entre dos individuos de la
misma especie, pero genéticamente distintos, se conoce como aloinjerto, injerto
alogeénico o alotrasplante.

El éxito en todos los tipos de trasplante depende de que se consiga revertir dicha
respuesta hasta adquirir un equilibrio que evite la aparicion de episodios de rechazo frente
al injerto. En el caso del trasplante de progenitores hematopoyéticos, ya que con el
injerto, salvo en deplecion, se introducen linfocitos T maduros del donante a un receptor
inmunodeprimido; se puede producir una reaccion que conduce a la denominada
“Enfermedad de injerto contra huésped” (EICH), principal complicacion en estos
trasplantes.

Los injertos pueden fracasar también por otras anomalias distintas al rechazo. En la
practica clinica, es importante distinguir entre el rechazo, un fenomeno de naturaleza
inmunitaria, y las demés causas de fracaso de los injertos.

Sin embargo, ain con todas las complicaciones generadas a partir de los episodios
de rechazo y reconocimiento alogénico las mejoras en las terapias inmunosupresoras han
incrementado notablemente el éxito del alotrasplante, hasta el punto de que en la
actualidad la mayor limitacion viene impuesta por la limitada disponibilidad de 6rganos
humanos. Mientras esta limitacion en trasplantes como el renal, hepatico o pulmonar,
puede ser suplida con trasplantes de donantes vivos, existen otros 6rganos como el
corazén que, obviamente solo puede realizarse a partir de donantes cadavéricos. El

xenotraplante también es visto por algunos clinicos como una solucion prometedora a la
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escasez de Organos humanos, pero hoy por hoy, presenta un mayor nimero de efectos
inmunitarios que el alotransplante, asi como, una mayor incidencia de riesgo de rechazo o
infecciones entre otras complicaciones. Es por todo ello que en el campo del trasplante,
queda ain mucho camino por recorrer.

Ya que el trasplante de 6rganos o tejidos entre donante y receptor, de la misma
especie 0 de especies distintas, es un fendmeno ajeno a la fisiologica en la naturaleza,
cuando se pone en practica como terapéutica clinica, el sistema inmunitario oldgico
orquesta toda una respuesta inmunitaria especifica contra el 6rgano trasplantado que,
compromete la supervivencia del injerto en el receptor. A estos tipos de respuesta
inmunitaria se la conoce respectivamente como respuesta inmunitaria alogénica o
xenogenica. Una respuesta inmunitaria alogénica es aquella que se produce contra nuevos
antigenos (Ags) de otros individuos de la misma especie, mientras que una respuesta
inmunitaria xenogénica es la que se produce contra antigenos nuevos de una especie
animal diferente.

Las moléculas reconocidas como extrafias sobre los aloinjertos se denominan
aloantigenos (aloAgs), mientras que las de los xenoinjertos son xenoantigenos (xenoAgs).
Los linfocitos y anticuerpos (Acs) que reaccionan contra ellos se describen como
linfocitos o moléculas alorreactivas o xenorreactivas, respectivamente. Probablemente,
tanto la respuesta alogénica como la xenogénica, no se desarrollan con el fin de producir
un rechazo; hoy en dia existen multitud de cuestiones del campo de la inmunologia
fundamental de ambos tipos de respuestas que no pueden ser explicadas. Las respuestas
alogénica y xenogénica, difieren de otras respuestas inmunitarias, al menos, en dos
aspectos fundamentales: Primero, ambas respuestas exhiben una fuerza extraordinaria vy,
probablemente, por esta razon, se incluyan respuestas que son inusuales y que no pueden
ser detectadas con métodos inmunoldgicos clasicos y segundo, pueden ser estimuladas
por dos tipos diferentes de células presentadoras de antigeno (CPAS), unas pertenecientes
al donante y otras al receptor.

Estudios realizados en el campo del trasplante han contribuido significativamente al
conocimiento de la inmunologia fundamental. Un buen ejemplo fueron los estudios
iniciales que llevaron al descubrimiento del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC), o los ensayos de reacciones linfocitarias mixtas (RLM) para evaluar la activacion
de la célula T (lvanyi et al., 1967; Klein et al., 1976). Pero hoy en dia, esta inquietud ha

cambiado de direccion en el sentido de valorar la importancia que en el dmbito del
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trasplante clinico, tiene la aplicacion de conocimientos en inmunologia fundamental para
evitar los problemas que causa el rechazo del injerto o la EICH.

En suma, la importancia de la inmunologia del trasplante depende de dos factores

principales:

e En primer lugar, la respuesta de rechazo inmunitario sigue siendo en la
actualidad uno de los obstaculos méas importantes para el traplante.

e En segundo lugar, aunque es poco probable que durante la vida normal de un
organismo se produzca un encuentro con aloAgs, salvo por transfusiones o
embarazos, la respuesta inmunitaria frente a ellos es potente, por lo que
constituye un modelo util para el estudio de los mecanismos de activacién de los
linfocitos.

1.2. Generalidades sobre el trasplante hepatico

El trasplante ortotopico de higado (TOH), consiste en la extirpacion del higado
enfermo del paciente y su sustitucion, en la misma localizacion anatémica, por otro sano
procedente de un donante cadaver o vivo. Se trata de un procedimiento méedico-quirdrgico
complejo y sofisticado que precisa de una amplia implicacion multidisciplinar. EI primer
trasplante hepatico se realizo en 1963 por el Dr. Thomas Starzl en el Veteran’s Hospital
de Denver y, pese a que el receptor falleci6 a las 5 horas, supuso el primer paso para lo
que hoy constituye la mejor y, en algunos casos, la Unica alternativa terapéutica de los
enfermos con hepatopatias cronicas graves e irreversibles (Ortega, 2012; Matesanz,
2008). En Espafia fueron los Dres. Carles Margarit y Eduardo Jaurrieta quienes en el
Hospital de Bellvitge, Barcelona, en 1984 realizaron con éxito la primera intervencion.
Hoy se efectla en 24 hospitales de todo el estado y son mas de mil los enfermos que
anualmente reciben un trasplante hepéatico en nuestro pais.

En el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) el primer
TOH se realiz6 en 1988 y en la actualidad se han efectuado mas de 1000 trasplantes. Los
datos de supervivencia a un afio han mejorado significativamente en las Ultimas décadas
pasando del 30% al 70% y se espera que sigan mejorando en las siguientes décadas. En
definitiva, se trata de un método terapéutico especialmente importante, maxime si se tiene
en cuenta que estos enfermos de otra forma estarian condenados a muerte en dias 0 a lo

SUmMo en meses.
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Las principales indicaciones para un TOH, son las enfermedades irreversibles del
higado, ya sean vasculares (sindrome de Budd-Chiari), hepatocelulares (hepatitis virica,
hepatitis producidas por farmacos o iatrogénica y cirrosis alcohdlica) o colestasicas
(cirrosis biliar, colangitis esclerosante primaria), fallos hepéticos fulminantes (inducidos
por virus, farmacos, toxinas o la enfermedad de Wilson), tumores (hepatocarcinoma,
colangiocarcinoma y adenocarcinoma) y enfermedades genéticas metabolicas.

A lo largo de los afios, el higado ha demostrado ser un 6rgano inmunoldégicamente
privilegiado. A este respecto, existen numerosas evidencias que describen como algunos
receptores hepaticos que han dejado el tratamiento inmunosupresor mantienen la funcién
del injerto, lo que indica un fuerte mecanismo de tolerancia. Ademas, los receptores
hepaticos requieren en general, regimenes de inmunosupresion mas reducidos que con
otros érganos Yy el propio trasplante de higado puede conferir proteccion frente al injerto
de otros dérganos del mismo donante (Neuberger, 1999). Asimismo, la incidencia de
rechazo es inferior a la de otros érganos. En los afios 1990, el rechazo agudo ocurria
aproximadamente en el 60% de los pacientes, si bien no comprometia la supervivencia
del injerto y paciente. Desde el afio 2000, la incidencia de rechazo agudo ha disminuido
considerablemente, hasta alcanzar tasas que en algunas series representan el 15%. Este
descenso se ha visto favorecido por el uso de nuevos agentes inmunosupresores y por la
mejora en el manejo del tratamiento (Conti et al., 2003), pero en contrapartida, el uso de
estos agentes se ha asociado al desarrollo de toxicidad, elevado riesgo de infecciones y
alta incidencia de ciertos tumores (Dantal et al., 2005; Braet et al., 2001).

En las Gltimas dos décadas, la supervivencia del trasplante hepatico ha mejorado de
forma concomitante con los avances en la preservacion de los Organos, técnicas
quirdrgicas, cuidados postoperatorios, regimenes inmunosupresores, diagnostico de
rechazo y, quiza por encima de todo, a unos criterios mas fundamentados de seleccion de
enfermos y de fijacion del momento del trasplante (Hughes et al., 1997; Jamieson, 1998).
A pesar de la relativa alta mortalidad inicial, la supervivencia a un afio es comparable
ahora a la de los trasplantes de corazén y rifion. Aunque el rechazo agudo es, sin duda
problematico, la tasa de mortalidad después de un afio debido al rechazo crénico es
comparativamente baja. El trasplante hepéatico también difiere al de otros Organos
vascularizados en el marcado poder de recuperacion del rechazo hiperagudo y una
susceptibilidad reducida al rechazo cronico. El higado es el érgano de mayor fuente de
moléculas solubles HLA de clase | (sSHLA-I) que podrian ejercer, segun diversos estudios,

potentes efectos inmunomoduladores. Ademas, al contrario que el corazon y el rifién, el
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higado tiene capacidad regenerativa y las células de Kuppfer del donante son remplazadas
por células reticulo-endonteliales del receptor en 6 semanas.

En este tipo de trasplante también juega un papel importante las infecciones virales
(CMV, HBV 06 HCV), ya que se han descrito determinadas asociaciones. Por ejemplo, se
ha descrito una relacion entre la presencia de infeccion viral, compatibilidad parcial en
HLA clase | y la aparicion de rechazo agudo (Ontafion et al., 1998). Otros grupos
correlacionan la presencia de CMV activo junto con compatibilidad en HLA-DR vy el
desarrollo de rechazo crénico, mientras otros grupos no encuentran esta asociacion.

También se ha informado de que el status genético HLA-DQ del receptor podria ser
importante en rechazo agudo (Muro et al., 1997b y 2001b). También determinadas
moléculas costimuladoras y sHLA (Blanco-Garcia et al., 2011 y 2013) podrian jugar un
papel en rechazo agudo, asi como la compatibilidad en el locus HLA-C, recientemente
informado su papel en este tipo de trasplante, abriendo una via de estudio a este gen tan
poco estudiado en el trasplante de 6rganos en general (Lopez-Alvarez et al., 2009).

A pesar de todas estas mejoras conseguidas, aun hoy en dia, el rechazo es el
principal escollo que se presenta en las primeras etapas de estos trasplantes. Por ello, es
de gran importancia profundizar en el conocimiento de los mecanismos que participan en
la respuesta inmunitaria que se desarrolla frente al injerto (respuesta alogénica) y de los
factores que pueden modificarla. Controlar estos mecanismos permitiria una mayor
prevision sobre la evolucion del trasplante y, quizds la aplicacion de una terapia
preventiva ajustada a los factores de riesgo concurrentes en cada caso.

Para comprender los mecanismos implicados en la regulacion local de la respuesta

inmune del higado es necesario conocer las funciones metabdlicas y su micro-anatomia.
1.3. Caracteristicas histologicas y funcionales del higado

El higado se considera la mayor glandula del organismo y funciona, como glandula
exocrina, produciendo bilis y, como glandula endocrina, sintetizando gran variedad de
productos que se vierten directamente al torrente circulatorio. Ademas, en él se sintetizan
diversos componentes proteicos esenciales y, en virtud de su capacidad para almacenar y
liberar carbohidratos, ejerce una importante accion reguladora sobre el metabolismo
general. Por otro lado, metaboliza y transforma los productos de la digestién, a la vez que
inactiva productos toxicos procedentes del intestino o de la circulacion general

degradandolos por oxidacién e hidroxilacion.
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La importancia del higado radica en su localizacion estratégica en la circulacion y
en que se trata de un 6rgano altamente irrigado. El higado recibe un gran volumen de
sangre venosa procedente del tubo digestivo a traves de la vena porta y un pequefio
volumen de sangre arterial por la arteria hepatica. La sangre sale del higado por las venas
hepaticas que van a desembocar a la vena cava inferior, de modo que el higado queda
interpuesto entre el tubo intestinal y la circulacion general (Ham y Cormack, 1984). Las
celulas hepéticas se disponen radialmente respecto a las ramas terminales de las venas
hepaticas (venas centrales), situadas en el centro de los lobulillos hepaticos. A los lados
de las laminas de células hepaticas, hay un sistema de conductos vasculares llenos de
sangre denominados sinusoides hepaticos. En los angulos de los lobulillos hepaticos, se
encuentran los canaliculos portales, estructuras que contienen una pequefia rama de la
vena porta y otra de la arteria hepatica, asi como un canaliculo biliar, rodeados de una

envoltura comun de tejido conjuntivo (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Microambiente hepético. (A) Estructura de un lobulillo hepatico.
El lobulillo esta constituido por una rama de la vena porta, una arteriola y un
conducto biliar. Desde la vena porta, la sangre fluye hacia la vena central a lo
largo de los sinusoides hepéticos. Los sinusoides contienen una poblacién de
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macrofagos conocidos como células de Kupffer. (B) Organizacién de los
sinusoides. Los sinusoides estan delimitados por un endotelio fenestrado
formado por células endoteliales del sinusoide hepatico (LSEC). Las células
de Kupffer, los linfocitos y las células Dendriticas (CDs) inmaduras se
localizan en los sinusoides. El espacio sub-endotelial se conoce como espacio
de Disse y es por donde los linfocitos salen a los vasos linfaticos. [Modificado
de Nat Rev Immunol. 2003. 3(1):51-62.]

La sangre se introduce en los sinusoides hepaticos desde las pequefias ramas de la
arteria hepatica y de la vena porta, circula en forma centripeta por el lobulillo y lo
abandona por la vena central. La bilis, por el contrario, es secretada por los hepatocitos a
los finos canaliculos biliares intercelulares, y de ellos drena por los conductos biliares
para acumularse en la vesicula biliar, desde donde la bilis se vierte al duodeno a través del

conducto colédoco (Bloom y Fawecett, 1975; Ham y Cormack, 1984).

1.4. Generalidades sobre el trasplante renal

Un trasplante de rifidn es una cirugia que se realiza para reemplazar un rifion
enfermo o dafiado por el rifion de un donante. El donante puede ser un familiar o donante
vivo no emparentado, o bien, puede ser una persona fallecida, en este caso hablamos de
donante cadavérico. El ur6logo hace una incisién en la parte inferior del abdomen para
poder conectar el rifion donado a sus arterias, venas y uretra. En la mayoria de los casos,
se dejarén los rifiones dafiados en su lugar. El nuevo rifion puede empezar a producir
orina inmediatamente o al poco tiempo después de la cirugia. Mas del 90% de los rifiones
trasplantados que provienen de donantes fallecidos siguen funcionando después de un
afio. El porcentaje de éxito suele aumentar cuando el rifién proviene de un donante vivo.

Los rifiones han sido los 6rganos mas frecuentemente trasplantados durante muchos
afios. El primer trasplante renal fue realizado por el Dr. Yury Voronoy en Rusia en el afio
1933 a partir de un donante cadaver de 60 afios y el receptor fue una mujer (Ortega et al.,
2012; Del Castillo-Olivares et al., 1999). Dos dias después del trasplante la paciente tuvo
fallo del injerto. EI primer trasplante renal entre humanos llevado a cabo con éxito tuvo
lugar en Boston en 1947 (Terasaki, 1991). El rifion excretd la orina durante un solo dia y
luego dejo de funcionar. A pesar de esto, se reestablecid la diuresis normal dos dias mas
tarde y la paciente se recuperd. El primer trasplante renal en el cual se utilizé radiacion
como terapia inmunosupresora se llevé a cabo en la misma ciudad en 1958, realizado por

el equipo del Dr. Murray, premio nobel de medicina (Terasaki, 1991; Starzl, 2000).
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La supervivencia de los receptores renales en aquellos afios era muy baja debido a
gue no habia tratamiento que previniera la aparicion de rechazo. A finales de la década de
los 50 se realizaron los primeros intentos para tratar los episodios de rechazo. Los
primeros tratamientos inmunosupresores consistian en la irradiacion intensiva del
receptor del aloinjerto (Del Castillo-Olivares et al., 1999).

La probabilidad de que un aloinjerto renal tenga una alta supervivencia y con buena
funcion renal durante al menos el primer afio post-transplante, poco a poco ha ido en
aumento. La supervivencia del paciente después del primer afio post-trasplante es
aproximadamente del 90% (Sykes, 2003).

Sin embargo, incluso los receptores emparentados de trasplantes renales deben, en
su mayor parte, tomar medicamentos inmunosupresores por el resto de sus vidas. Estos
pacientes son susceptibles a las complicaciones de los tratamientos inmunosupresores,
incluyendo un mayor riesgo de infeccidn, cancer, hipertension, y enfermedades Gseas
metabolicas, ya que el éxito del trasplante clinico es una espada de doble filo.

Los tres obstaculos principales de un exitoso trasplante renal son ahora la escasez
de o6rganos, el problema de la sensibilizacion, y el rechazo cronico de los rifiones que
pueden ocurrir tras muchos afios. En parte, debido al creciente éxito del trasplante renal,
el nimero de candidatos para el procedimiento ha ido creciendo y ahora supera con creces
la oferta de 6rganos disponibles. A diferencia de los corazones e higados, donde un
inadecuado suministro de 6rganos conduce a la muerte de muchos candidatos, los que
estan esperando un trasplante renal en cambio se enfrentan a largos periodos en dialisis.
Este tiempo de espera es a menudo largo, incluso para los candidatos no sensibilizados
que esperan un rifion de donante cadaver. El segundo obstaculo importante en la
obtencion de un trasplante con éxito se deriva de la existencia de candidatos
sensibilizados con presencia de Acs resultantes de exposicion a aloAgs. Estos individuos
altamente sensibilizados pueden esperar muchos afios para obtener un rifién que resulte en
una prueba cruzada negativa, y algunos nunca recibiran un trasplante en absoluto.

El fracaso tardio en los trasplantes de rifidn muchos afios despues del procedimiento
implica probablemente un componente de rechazo inmunolégico, pero también puede ser
debido a otros factores, incluyendo los efectos de la lesion isquémica temprana y los
persistentes efectos de las drogas y las anormalidades metabdlicas en el receptor. Aunque
la tasa de supervivencia al afio del trasplante renal ha mejorado de un 40% a casi el 90%
en los ultimos 40 afios, la vida media condicional para los trasplantes de rifion apenas ha

aumentado y es todavia menor de 10 afios en algunas series.
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El uso de farmacos inmunosupresores mejores ha reducido la importancia de las
compatibilidades genéticas coincidentes y la creciente lista de espera para donantes
cadavéricos ha puesto de manifiesto la importancia de encontrar donantes vivos.

Entre los factores de riesgo inmunoldgico que se han sugerido para la mala
evolucion del trasplante renal estarian, la incompatibilidad HLA, la suboptima
inmunosupresion, Acs citotdxicos elevados, retrasplante y aparicion de rechazo agudo.
Entre los factores de riesgo no inmunolégicos tendriamos, la raza, edad y sexo del
donante, el status del donante (tiempo de isquemia), hipertrigliceridemia, hipertension

arterial e infeccién por CMV.

1.5. Caracteristicas histoldgicas y funcionales del rifidn

Los rifiones son un 6rgano par de color pardo rojizo que se hallan en la parte
posterior del peritoneo, a ambos lados de la columna vertebral. Tienen forma de alubia,
con una superficie lisa que presenta una profunda depresion en su borde interno
denominada hilio renal. El tamafio medio de un rifién adulto es de 10-12 cm de longitud,
5-7 cm de ancho y 3 cm de espesor, y su peso aproximado es de 115-155 gramos en las
mujeres y de 125-170 gramos en los hombres. El rifion derecho se encuentra ligeramente
mas abajo que el izquierdo, ya que el higado ocupa un gran espacio en el lado derecho.

Los rifiones estan rodeados por un abundante tejido fibroso (Arévalo, 1997).
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Figura 1.2. Seccidon longitudinal de un rifion. Estructura externa e
interna. (Tomada y modificada Tresguerres, 2005).



Introduccién

En una seccion sagital de un rifion se distinguen dos regiones: la mas externa o
corteza, de color rojizo parduzco y de aspecto granuloso, y la méas interna o medula de
color més pélido y de aspecto estriado. La médula, a su vez, se divide en médula externa,
la més préxima a la corteza, y médula interna, la mas alejada de la corteza.

La corteza renal se sitia inmediatamente debajo de la capsula y no forma una capa
longitudinalmente separada de la médula, sino que surgen proyecciones hacia la médula
que se denominan columnas renales o de Bertin (Figura 1.2). La médula renal esta
formada por unidades de aspecto conico, con la base dirigida hacia la corteza y el vértice
dirigido hacia el hilio, que son las piramides renales; estan separadas por las columnas
renales y su numero varia entre 12 y 18. Cada piramide medular junto con la corteza renal
asociada forma un I6bulo renal; por lo tanto, el rifion humano es multilobulado. El vértice
de cada pirdmide forma una papila renal, que se situa dentro de un céliz menor. La unién
de varios célices menores forma un céliz mayor, y los célices mayores se reinen para
formar una estructura con forma de embudo, la pelvis renal, en donde se recoge la orina.
La pelvis renal constituye la regién superior del uréter que transporta la orina hasta la
vejiga urinaria, donde se acumula hasta su vaciamiento (Cachofeiro et al., 2005).

La unidad funcional del rifion es la nefrona, y es responsable de la formacion de la
orina. Cada rifidn contiene alrededor de 1 millon de nefronas repartidas por la corteza
renal. Este numero se reduce con la edad, ya que el rifidn no tiene capacidad de regenerar
nefronas. La nefrona consiste en un grupo especializado de células que filtran la sangre y,
posteriormente, modifican de manera selectiva el liquido filtrado mediante la reabsorcion
y secrecidn de diferentes sustancias. En cada nefrona se distinguen dos componentes
principales: el corplsculo renal y el sistema tubular. El corplsculo renal, de forma
esférica, esta formado por una red de capilares interconectados que forman el glomérulo,
los capilares glomerulares, que se encuentran englobados dentro de la capsula de
Bowman. Estos capilares se originan en la arteriola aferente y se retinen para formar la
arteriola eferente. La capsula de Bowman constituye la parte inicial del sistema tubular
de la nefrona. Se invagina para englobar el glomérulo, dejando en su interior el espacio
de Bowman o espacio urinario, donde se recoge el liquido filtrado en los glomérulos. La
capa interna (visceral) de la capsula, que esta en contacto con los capilares del glomérulo,
estd formada por unas celulas epiteliales modificadas, denominadas podocitos, los cuales
presentan numerosas proyecciones citoplasmaticas que se dirigen a las paredes de los
capilares glomerulares. La capa visceral de la capsula de Bowman se continGa con una

capa parietal constituida por un epitelio plano simple. Las células endoteliales de los
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capilares glomerulares y los podocitos son dos de los componentes de la barrera de
filtracion glomerular (Tisher y Madsen, 1996; Verland, 1998).

La eliminacion de los productos de desecho del metabolismo es necesaria para
mantener un funcionamiento normal del organismo, y el rifién es el principal medio de
que dispone el organismo para eliminarlos. Entre estos productos se encuentra: la urea,
formada a partir del metabolismo de las proteinas, el acido Urico, derivado de los &cidos
nucleicos, la bilirrubina, procedente de la degradacién de la hemoglobina, la creatinina,
formada en el metabolismo muscular y los metabolitos de algunas hormonas. Ademas los
rifiones eliminan sustancias quimicas extrafias que son ingeridas habitualmente, como son
los farmacos, los pesticidas y los aditivos de los alimentos.

Una de las principales funciones que ejerce el rifidn es la regulacién del volumen y
la osmolaridad del liquido extracelular y, por tanto, la regulacién del intercambio entre el
medio interno y el medio externo, ya que el rifién es el 6rgano primario responsable del
control del equilibrio hidroelectrolitico. Gracias a esta funcion homeostéatica, los rifiones
proporcionan un medio relativamente constante para que los tejidos y las células puedan

llevar a cabo sus funciones normales.

1.6.  Principios genéticos que gobiernan el trasplante de tejidos

La respuesta inmunitaria es un proceso fisioldgico en el que de forma secuencial se
suceden una serie de eventos complejos encaminados a la erradicacion de un agente
extrafio dentro del organismo. En este proceso intervienen de forma conjunta células
especializadas, factores solubles y tejidos. El primer paso de la respuesta adaptativa frente
a un Ag extraiio es el reconocimiento por los linfocitos T del Ag presentado en el
contexto de MHC y su posterior activacion. Una vez activado, el linfocito T se diferencia
a célula efectora, responsable de la respuesta inmunitaria hacia el Ag diana.

Los aloAgs desencadenan respuestas inmunitarias celulares y humorales. El
reconocimiento de las células trasplantadas como propias o extrafias depende de la
presencia de determinados grupos de genes polimoérficos heredados y que se expresan de
forma codominante. Los responsables del rechazo son moléculas polimdrficas que se
expresan en el injerto. EI polimorfismo se refiere al hecho de que estos Ags del injerto
difieren entre los distintos individuos de una especie o entre cepas endogamicas distintas
de animales. A mediados del siglo XX, se utilizaron cepas congénitas de ratones

endogamicos para identificar al HLA (del inglés Human Leukocyte Antigen) como los
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genes polimorficos que codifican las dianas moleculares del rechazo (Counce et al., 1956;
Snell et al., 1961; McKenzie et al., 1973; Klein et al., 1976). Dado que la expresion de las
moléculas del HLA, es decir, las dianas del rechazo en los injertos, es muy amplia,
muchos tipos distintos de tejidos desencadenan respuestas de linfocitos T alorreactivos.
Las moléculas HLA son importantes en las respuestas inmunitarias normales frente
a los Ags extrafios y, en especial, en la presentacion de los péptidos derivados de los Ags

proteicos en una forma tal que permita su reconocimiento por los linfocitos T.
1.6.1. Complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)

El MHC es uno de los principales complejos génicos que intervienen en la
regulacion y funcionamiento del sistema inmunitario. Se trata de una regién con un alto
contenido en genes sumamente polimorficos cuyos productos se expresan en la superficie
de las células. EI MHC en humanos se denomina HLA vy esta constituido por un conjunto
de genes localizados en el brazo corto del cromosoma 6 (region 6p21.3)(Fig 1.3), que
abarca 4,000 kbs y codifican proteinas implicadas en procesamiento de Ags proteicos y
en la presentacion de péptidos a células T (Klein y Sato, 2000; Abbas y Lichtman, 2004).
Este complejo estd compuesto por 3 subregiones: clase I, 11y Ill. La region de clase I,
cercana al telémero, contiene los loci HLA-A, -B y -C que agrupan genes que codifican
Ags llamados Ags HLA clasicos de trasplante. Hacia el centrdmero, se encuentra la
region de clase 111 con genes del complemento C4, C2 y Bf, y factor de necrosis tumoral

(TNFa y ), entre otros. La region de clase Il engloba los genes HLA-DR, -DQ y —-DP.
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Figura 1.3. Mapa génico del complejo principal de
histocompatibilidad (Tomado de Muro et al., 1997).
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1.6.1.1. Estructura de las moléculas HLA de clase |

Las moléculas de clase I constan de dos cadenas polipeptidicas unidas de forma no
covalente: una cadena o (cadena pesada) codificada por el locus HLA, de 44-47 kDa (340
aas) y una subunidad de 12 kDa codificada en el cromosoma 15, denominada f».
microglobulina. Esta se une no covalentemente al dominio a3 de la cadena pesada, y es
necesaria para la expresion de la molécula HLA clase | en superficie celular. Su
estructura se visualiza con detalle en la figura 1.4A.

Las cadenas a son glicoproteinas de membrana tipo I, con una region extracelular
de 300 aas, porcién transmembrana (TM) de 25 aas, y region citoplasmica con 30 aas.
Los 3 dominios extracelulares se extienden desde la region a3, adyacente a membrana, a

las regiones més distales a2 y al (Goodfellow et al., 1975).

a) MHC de clase I b) MHC de clase II
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Figura 1.4. (A). Estructura de una molécula de clase 1. (B) Estructura de una molécula de
clase Il. Abreviaciones: N, amino terminal; C, carboxilo terminal (Tomada y modificada
de Abbas y Lichtman, 2004).
La mayor cantidad de polimorfismo en la secuencia de estas moléculas se localiza
en unas regiones hipervariables (HVR) dentro de los dominios al y a2 (Arnett et al.,
1995). ElI dominio a3 tiene un plegamiento del tipo de dominio de Igs, es menos

polimédrfico que los anteriores, y en su estructura se encuentra el sitio de unién a la
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molécula CD8 del linfocito T. La cadena B2-microglobulina es una proteina no
polimorfica de 100 aas que presenta una estructura de dominio de Igs, a diferencia de la
cadena oo de HLA clase I, no posee region TM, por lo que se mantiene unida a través de
su interaccion con los dominios al, a2 y a3. Su principal funcion dentro del complejo es
la de estabilizar el conjunto y ayudar a que las moléculas HLA adquieran la estructura
terciaria adecuada.

La moléculas HLA de clase | totalmente ensamblada es un heterotrimero que consta
de cadena alfa, B2-microglobulina y un péptido antigénico unido y la expresion estable de
las moléculas de clase | sobre la superficie celular requiere la presencia de los tres
componentes del heterotrimero. Las moléculas MHC de clase |, expresadas en la mayoria
de las células somaticas en el hombre, presentan niveles variables de tejido a tejido. Asi,
no se detecta expresion en la superficie expuesta del trofoblasto velloso, neuronas del
sistema nervioso central, endotelio corneal y la porcion exocrina del péncreas, y
solamente se expresa a bajos niveles en el tejido endocrino, miocardio, musculo
esquelético e higado. La expresion de estas moléculas es influenciada por citoquinas y
linfoquinas (Daar et al., 1984; Khoury et al., 1992; Rose 1993; Sollid 2000).

1.6.1.2. Estructura de las moléculas HLA de clase Il

Las moléculas HLA de clase Il son glicoproteinas de membrana de tipo | y estan
compuestas por dos cadenas polipéptidicas asociadas de forma no covalente, una cadena
o de 31-34 kDa y una cadena 3 de 26-29 kDa. A diferencia de las moléculas de clase I,
ambas moléculas de clase Il estan codificadas por genes polimorfos del MHC.

Los segmentos a2 y B2 de las moléculas de clase II, como a3 y B2-microglobulina
de la clase I, estan plegados en dominios Ig y no son polimorfos. El punto de unién para
CD4 es un bucle presente en el segmento B2, parecido al lugar de fijacion para CD8 que
existe en a3 de las cadenas pesadas de clase 1.

Cada una de ambas cadenas consta de una regién citoplasmica de 12 a 15 aas, una
regién TM de 20-25 aas, y una region extracitoplasmica formada por 2 dominios de unos
90-100 aas. Los dominios proximos a la membrana de cada cadena, a2 y 2, poseen una
estructura del tipo superfamilia de las Igs. Los segmentos amino terminales ol y B1 de las
cadenas de clase Il interactuan para formar la hendidura de union a péptidos, que es
similar desde el punto de vista estructural a la de las moléculas de clase I (Brown et al.,

1988; Schwartz, 1991). Esta hendidura de unién a péptidos presenta extremos abiertos
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que permiten la union de péptidos de mayor tamafio que las moléculas de clase | (Chicz et
al., 1993; Hammer et al., 1993; Benham et al., 1995). Los residuos polimorfos estan
localizados en al y B1, en la hendidura de union a péptidos, como en las moléculas de
clase I. La estructura de una molécula de clase Il se expone en la figura 1.4B.

La cadena o de HLA-DR hasta ahora se ha considerado monomorfica. Las regiones
hipervariables, para las moléculas HLA-DRB1, se sitGan entre las posiciones aas 25 a 40
y 65 a 80, y son las regiones diana de los métodos de tipaje (Jordan et al., 1995). Las
moléculas HLA-DQ y -DP son polimorficas en ambas cadenas o y . En las moléculas de
clase II, la mayor parte de los polimorfismos se encuentran en la cadena . El péptido que
ligan las moléculas HLA de clase Il suele ser de origen exdgeno, en contraste al caracter
endogeno de que ligan los de HLA de clase I. Un polipéptido no polimorfo que se
denomina cadena invariante (I;) se asocia a moléculas de clase Il sintetizadas de novo. La
l; tiene importantes funciones en el trafico de moléculas de clase Il y en la determinacion
del lugar de la célula en que se unen los péptidos a las moléculas de clase I1.

La molécula de clase Il totalmente ensamblada es un heterotrimero que consta de
cadena alfa, cadena beta (Figura 1.4B) y un péptido antigénico unido y la expresion
estable de las moléculas de clase 1l en la superficie celular requiere la presencia de todos.

En comparacion con clase |, el rango de tejidos que expresan moléculas de clase 11
es limitado pero, por induccién por citocinas, el nimero de tejidos que pueden
expresarlos aumenta. Constitutivamente, estan presentes en la superficie celular de células
B, monocitos, macréfagos y CDs, conocidas como células presentadoras de antigeno
(CPA) (Janitz et al., 1997). Ademas, las moléculas de clase Il se encuentran también en
determinados endotelios vasculares, epitelios ductales (senos, tracto gastrointestinal) y
glomérulo del rifién (Daar et al., 1984; Rose, 1993; Nepom et al., 1995).

1.7. La respuesta inmunitaria alogénica

Los principios que rigen el reconocimiento alogénico constituyen uno de los
principales campos de estudio de la inmunologia. Dos son las caracteristicas principales
que permiten distinguir la respuesta alogénica de la respuesta inmunitaria normal. La
primera es que, en comparacion con el reconocimiento convencional de Ags, el
reconocimiento alogénico es una de las respuestas inmunitarias mas violentas que ocurren
in vivo, de modo que de 1-10% de los linfocitos T del organismo responde frente a

aloAgs, mientras que tan solo 1/10.000 linfocitos T responde frente a un determinado
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patdgeno. La segunda caracteristica es que en el trasplante coexisten en el mismo
organismo dos grupos de CPAs diferentes (donante y receptor), cada una de ellas

facilitando la activacién del sistema inmunitario.
1.7.1  Activacion linfocitaria alogénica

La presencia de aloAgs y su reconocimiento por parte de las células T no es
generalmente suficiente para que se produzca una respuesta frente al injerto; es necesario
también que los linfocitos T reciban, de la CPA, una sefial coestimuladora (CoS)
(Lafferty et al., 1983). Inicialmente, se considerd que la expresion de clase Il era un
marcador de las células con funcion CoS. Sin embargo, se ha demostrado que no todas las
células que expresan dichos Ags son buenas activadoras de células T y que incluso,
algunas de ellas, pueden ser tolerogénicas. Actualmente, se admite que la funcion CoS no
viene determinada por la presencia de una unica molécula de membrana sino por una
combinacion de factores como la densidad antigénica, la presencia de determinadas
moléculas de adhesion y la capacidad de producir factores solubles (Kaye, 1995;
Bluestone y Lechler, 1995). Ademas, debe de producirse lo que se conoce como sinapsis
inmunologica entre las células T y CPAs, con una serie de interacciones entre receptores
y sus ligandos, tales como TCR/CD3 con moléculas HLA, y moléculas de adhesion y
CoS temprana y tardia (entre ellas, CD28/CTLA-4 - CD80 y CD86) (Allen et al., 1997).

Las CDs son el arquetipo de CPA profesional (Stingl y Bergstresser, 1995) (con
funcion CoS constitutiva), proceden de la médula Osea, y estan en los tejidos
trasplantados de forma pasajera por lo que, al cabo de un tiempo, son reemplazadas por
células del receptor (Gouw et al., 1987; Starzl et al., 1996). Su presencia es uno de los
factores clave para el inicio de la respuesta de rechazo celular o agudo (Steinman et al.,
1983), como demuestran los siguientes hechos: el rechazo agudo aparece casi
exclusivamente durante los primeros 2 meses, periodo aproximado durante el cual
persisten las células pasajeras del donante; la asociacion entre compatibilidad HLA y
supervivencia en el trasplante renal depende de lo que sucede en estos meses y, ademas,
su eliminacion (en trabajos experimentales) conduce a la aceptacion del injerto.

Otras celulas como macréfagos y linfocitos B pueden actuar como CPAs para
células T de memoria o primadas (Kaye, 1995); su efectividad en la activacion de células
T virgenes es mucho menor que la de las CDs, pero pueden aumentarla.

En el higado se ha sefialado a las células de Kupffer como CPA y, por tanto, como

principales desencadenantes de la activacion de la respuesta inmunitaria alogénica y del
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rechazo. Sin embargo, estudios experimentales muestran la incapacidad que tienen las
células sinusoidales (células endoteliales y de Kupffer), para estimular linfocitos T
alogénicos, a pesar de que expresan Ags HLA de clase Il (Prickett et al., 1988). La escasa
presencia de CDs en el higado y la falta de funcién CoS de las células sinusoidales, es
uno de los hechos gque se esgrimen para justificar que la respuesta inmunitaria hacia el
este trasplante sea menor que frente al trasplante de rifion u otros (Gill et al., 1993).

Se sabe que la respuesta inmunitaria hacia los Ags MHC es mucho mayor que
contra cualquier otro Ag, fendbmeno conocido como alorreactividad. Estos Ags son la
principal diana del sistema inmunitario en la respuesta frente a trasplantes alogénicos y
constituyen la principal barrera para su aceptacion, ya que pueden provocar en el huésped
una fuerte reaccion inmunitaria que conduce a la destruccion del injerto. La
alorreactividad puede considerarse un caso especial de reconocimiento antigénico, y
puede ser directo o indirecto (Shoskes y Wood, 1994). El rechazo alogénico se produce
como consecuencia de la activacion incontrolada del sistema inmunitario innato y
adquirido. Asi, aparte de su implicacion en la patogenia de las lesiones de base humoral,
la activacién de la cascada del complemento es también capaz de modular las respuestas
T alorreactivas, probablemente cuando actla a nivel de CDs. Asimismo, recientemente se
ha demostrado la participaci