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@ Resumen:

Método de andlisis del rechazo agudo en trasplante -
ortotépico de higado mediante la determinacién de
la intensidad de expresién de las moléculas coestimu-

ladoras (CD28, CTLA-4, CD80y CD86) en la super-
ficie de linfocitos de sangre periférica por citometria 70 5
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El presente descubrimiento se refiere a un nuevo a H% "
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procedimiento para detectar de forma precoz e in-
cruenta el rechazo agudo tras el trasplante ortotdpico
de higado, mediante el estudio de la intensidad de
expresion de las moléculas coestimuladoras CD28,
CTLA-4, CD80 y CD86, determinada por su canal
medio de fluorescencia estimado por técnicas de ci-
tometria de flujo, en células de sangre periférica ex-
traidas cada 3 dias después del trasplante.

Aplicaciones: Este método permite la deteccién pre-
coz y el tratamiento preventivo de los episodios de re-
chazo agudo tras el trasplante ortotépico de higado,
lo que supone la ventaja de evitar danos en el injerto &
y del empleo de tratamientos tardios mas agresivos. S
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DESCRIPCION

Método de anélisis del rechazo agudo en
trasplante ortotépico de higado mediante la de-
terminacién de la intensidad de expresién de
las moléculas coestimuladoras (CD28, CTLA-4,
CD80 y CD86) en la superficie de linfocitos de
sangre periférica por citometria de flujo.

El presente descubrimiento se refiere a un
nuevo procedimiento para detectar de forma tem-
prana e incruenta el rechazo agudo del trasplante
ortotépico de higado, mediante el analisis de la
expresién de las moléculas CD28, CD80 y CD86
en células de sangre periférica por técnicas de ci-
tometria de flujo.

La técnica estandar de deteccién del rechazo
agudo de un injerto es el método anatomopa-
tolégico de biopsias realizadas a los trasplantados
cuando los sintomas clinicos y bioquimicos asi lo
indican.

Sin embargo, la realizacién de la biopsia es
una técnica que puede entranar riesgo para el en-
fermo, a la vez que puede ocasionar molestias.
Ademads, el método patoldgico no siempre es lo
suficientemente preciso debido a diferentes cau-
sas, como son la calidad de la biopsia, el momento
de realizacién de la misma o la instauracién del
tratamiento antirechazo previo a su realizacién
que enmascare su aspecto. También puede haber
enfermos en los que la realizaciéon de la biopsia
pueda estar contraindicada, como son los casos
de defectos en la coagulacién sanguinea.

Por otro lado, la evolucién de los pardmetro
bloquimicos que normalmente se emplean para el
seguimiento de los receptores de trasplante or-
totopico de higado, se ven a menudo alterados por
causas ajenas a la aparicién del rechazo agudo,
tales como la mala preservacion del injerto, coles-
tasis, infecciones virales, procesos inflamatorios y
obstructivos.

El andlisis de la expresiéon de las moléculas
CD28, CD80, CD86 y otras como BLA clase-I
y CTLA-4 en células de sangre periférica, per-
mite monitorizar el estado de activacién del sis-
tema inmunoldgico de los receptores de injertos
tan frecuentemente como sea preciso, permitiendo
el anélisis del rechazo agudo de una forma répida,
precoz, incruenta y de facil realizacion.

El rechazo agudo evaluado por métodos
clasicos puede verse apoyado, o en algunos ca-
sos incluso sustituido, por este nuevo método, de-
bido a las siguientes caracteristicas del sistema
empleado, que permite:

- Predecir el rechazo precozmente, posibili-
tando la instauracién de terapias inmunosu-
presoras preventivas que mejoren la acep-
tacion del injerto.

- Determinar la eficacia del tratamiento an-
tirechazo, ya que dicho tratamiento induce
una fuerte disminucién en la expresiéon de
las moléculas estudiadas.

- Conocer el estado de activacién pretras-
plante del sistema inmunolégico del recep-
tor y su evoluciéon durante el periodo pos-
trasplante.
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- Facilitar la interpretacion anatomopatolégi-
ca del rechazo agudo en los casos de dificil
discriminacion.

- Facilitar el analisis de rechazo agudo en en-
fermos con contraindicaciones para la reali-
zacién de la biopsia.

- Colaborar con los anilisis bioquimicos en
el seguimiento clinico de los trasplantados,
ayudando a esclarecer casos dudosos.

- Indicar el momento adecuado de la reali-
zacién de la biopsia, coincidiendo con la
mayor activacion del sistema inmunolégico,
para que el andlisis anatomopatologico sea
ma&s preciso.

El objetivo de esta patente es por consiguien-
te, describir un método de andlisis por citometria
de flujo para la deteccién del rechazo agudo en
pacientes sometidos a trasplante hepéatico, un sis-
tema rapido, sencillo y que no conlleva riesgo ni
molestia alguna. El método se basa en la deter-
minacién de la expresiéon de las moléculas coesti-
muladoras que participan en la respuesta contra
el injerto (repuestas alogénicas), a partir de mues-
tras de sangre periférica de facil obtencién.

Los hallazgos objeto de esta patente de apli-
cacion clinica, cuyo contenido se resume en la fi-
gura 1, consiste en la deteccién de un aumento
de la expresién de las moléculas CD28, CTLA-4,
CD80 y CD86 sobre células de sangre periférica
medida mediante técnicas de citometria de flujo
y de inmunofluorescencia directa con anticuerpos
monoclonales especificos dirigidos contra dichas
moléculas.

La comparacién de los valores de la intensidad
de expresion pretrasplante (dia 0), determinados
por su canal medio de expresién, con los valores
postrasplante de dichas moléculas, permite deter-
minar un indice del incremento o disminucion.
De esta manera, se comprueba que en el caso de
buena evolucion del injerto, las moléculas perma-
necen en niveles similares o inferiores a los del pre-
trasplante, mientras que durante los episodios de
rechazo agudo superan los valores pretrasplante,
pudiéndose detectar este incremento tan pronto
como 6 a 3 dias antes que la determinacién ana-
tomopatolégica (Fig. 1).

En la figura 1, se representa la evolucién de
los canales de expresion medios de las moléculas
CD28 sobre los linfocitos T CD4+ y las moléculas
CD80 y CD86 sobre los linfocitos B CD19+ a lo
largo de un mes de monitonzacion de receptores
de trasplante hepatico que no sufrieron episodios
de rechazo agudo (cuadro superior), y de recep-
tores con rechazo agudo (cuadro inferior).

Se utilizan muestras de sangre periférica an-
ticoagulada con EDTA extraidas cada 3 dias
después del trasplante, marcadas con anticuer-
pos monoclonales especificos contra las molécu-
las CD28, CTLA-4, CD80 y CD86 por técni-
cas de triple inmunofluorescencia en la siguiente
combinaciéon CD80OFITC- CD86PE-CD19PerCP,
CD28FITC-CTLA-4PE-CD4PerCP, CD28FITC-
CTLA-4PE-CD8PerCP y un tubo control de cada
una de las fluorescencias (FITC 12-flourescencia,
PE 22-fluorescencia y PerCP 32-fluorescencia).
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La preparacién de la muestra requiere, anadir a
100uL, de sangre penférica 10ul. de cada anti-
cuerpo monoclonal correspondiente e incubar 10
minutos a temperatura ambiente y oscuridad, li-
sando posteriormente los eritrocitos y lavando las
células con PBS (Tampén fosfato salino).

El anilisis citométrico debe estar estandari-
zado para garantizar la fiabilidad de la compa-
racién de la intensidad de las fluorescencias de
muestras analizadas en diferentes dias. La estan-
darizacion se realiza mediante la medida diana de
unos calibradores con valores de fluorescencia fi-
jos, v en caso de algin cambio significativo, el
citometro debe ser recalibrado.

Una vez marcadas las muestras, 8.000 células
de aspecto linfoide son adquiridas en el citémetro
mediante una ventana de adquisiciéon realizada
en FSC/SSC(Tamaiio/Complejidad celular). Es-
tas células, son analizadas mediante un programa
de andlisis adecuado para evaluar el nimero de
células positivas para dichas moléculas respecto
al control de fluorescencias, e igualmente 1til para
determinar el canal medio de expresién de las mis-
mas sobre las células estudiadas, lo que nos da
una estimacién numérica de su intensidad de ex-
presion.

La intensidad de expresién, estimada por el
canal medio de fluoescencia, de las moléculas
CD80 y CD86 se evalia sobre monocitos y lin-
focitos B analizando el tubo con el marcaje
CD8OFITC-CD86PE-CD19PerCP, mientras que
la de las moléculas CD28 y CTLA-4 se anali-
zan sobre los linfocitos CD4+ analizando el tubo
CD28FITC-CTLA-4PE-CD4PerCP y sobre los
linfocitos CD8+ con el tubo CD28FITC-CTLA-
4PE-CD8PerCP Comparando los valores obteni-
dos en cada dia postrasplante, con los del andlisis
pretrasplante, se puede valorar la evolucién pos-
trasplante de dichas moléculas (Fig. 2)

La figura 2, es una representaciéon inmunoci-
tométrica de la expresién de la molécula CD28
sobre los linfocitos T CD4+ (en histogramas), y
de las moléculas CD80 y CD86 sobre los linfo-
citos B CD19+ (en contornos de densidad), en
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un receptor de trasplante hepatico en el dia del
pretrasplante (columna izquierda) y en el dia de
la deteccién anatomopatologica de rechazo agudo
(columna derecha).

Cuando estas moléculas se elevan conjunta-
mente por encima de sus valores pretrasplante se
corresponde con la apariciéon de rechazo agudo.
Debemos tener en cuenta, que el incremento en la
expresién de las moléculas CD80 y CD86 mues-
tran una alta especificidad (100%) y sensibili-
dad (82.5 %) en la prediccién de rechazo agudo,
apareciendo elevadas sdlo durante los mismos,
mientras que el CD28, de elevacion maxima mas
precoz, a nivel individual puede incrementarse
también por otras causas, resultando en un es-
timador menos especifico, por lo que se requiere
su analisis conjunto con CD80 y CD86, e incluso
con CTLA-4, para garantizar su especificidad.

Como en todos los métodos analiticos, cada la-
boratorio debe estandarizar el método y estable-
cer sus propios controles intra e interensayo que le
permita establecer el indice de cambio para cada
molécula relacionada con la aparicién de rechazo
agudo en los receptores de injertos. En nuestro
grupo de estudio, los incrementos medios encon-
trados para dichas moléculas durante los episo-
dios de rechazo agudo, considerando el valor pre-
trasplante como el 100 %, fueron CD28 135420,
CD80 343487, CD86 480160 (Figura 3).

En la figura 3, se representan los cambios por-
centuales medios de la intensidad de expresién de
las molécula CD28 sobre linfocitos T CD4+ (en
linea) y, de las moléculas CD80 y CD86 sobre los
linfocitos B CD19+ (en barras, negras y rayadas
respectivamente), durante los periodos pre y post-
trasplante en los receptores de injertos hepéticos
que presentaron episodios de rechazo agudo.

El método de andlisis de la expresién de las
moléculas CD28, CTLA-4, CD80 y CD86 que se
describe, de la misma manera podria tener apli-
cacion en el estudio de rechazo agudo de otros
6rganos (rifién, corazén, pulmén, pancreas, intes-
tino y médula 6sea).
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REIVINDICACIONES

1. Método de andlisis de rechazo agudo en
el trasplante ortotopico de higado caracterizado
por la determinacién de la intensidad de expresién
de las moléculas coestimuladoras (CD28, CTLA-
4, CD80 y CD86) en la superficie de linfocitos
de sangre periférica por citometria de flujo, me-
diante el cual se puede detectar una disminucién
en la intensidad de expresién de las moléculas
CD28, CTLA-4, CD80 y CD&6 sobre los linfoci-
tos de sangre periférica por técnicas de citometria
de flujo en los trasplantados hepaticos sin episo-
dios de rechazo agudo durante las 3 primeras se-
manas postrasplante, mientras que los receptores
con episodios de rechazo agudo muestran un in-
cremento en la expresién de dichas moléculas en
el mismo periodo, coincidiendo ademaés, con los
episodios de rechazo agudo (Figura 1).

2. Meétodo de andlisis de rechazo agudo en
el trasplante ortotopico de higado segiun reivindi-
cacién 1, caracterizado por el uso de una combi-
nacién de los marcadores CD28, CTLA-4, CDS80
y CD86 con los marcadores que diferencian a
cada uno de los subgrupos de células de sangre
periférica implicadas de modo importante en la
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respuesta inmunitaria contra el injerto hepatico
(CD8OFITC-CD86PE-CD19PerCP, CD28FITC-
CTLA-4PE-CD4PerCP, CD28FITC-CTLA-4PE-
CD8PerCP), y que permite detectar el incre-
mento de expresién de dichas moléculas, de fun-
damental importancia en los procesos de acti-
vacion celular que acompanan los episodios de re-
chazo agudo.

3. Método de anilisis de rechazo agudo en el
trasplante ortotépico de higado segin reivindica-
ciones 1 y 2, caracterizado por permitir, igual-
mente, la evaluacién de la eficacia del tratamiento
antirechazo, ya que es capaz de detectar la dismi-
nucién de la expresiéon que sufren en el receptor
del injerto las moléculas mencionadas en las rei-
vindicaciones 1 y 2, tras la instauracion de la tra-
tamiento antirechazo.

4. Método de andlisis de rechazo agudo en
el trasplante ortotdépico de higado segun reivindi-
caciones 1 a 3, caracterizado por ser también
de aplicacion para el estudio de otras moléculas
coestimuladoras asociadas a la via de activacion
linfocitana del CD28/CD80-CD86, tales como el
CTLA-4, para la deteccién del rechazo agudo de
aloinjertos.
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FIGURA 2
PRE-TRASPLANTE RECHAZO AGUDO
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FIGURA 3
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