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Introducción

La supervivencia del injerto a largo plazo ge-
neralmente requiere el empleo de fármacos 
inmunosupresores de por vida. Ello supone un 
aumento en el riesgo de infecciones, compli-
caciones metabólicas, neoplasias y toxicidad 
farmacológica.1-4 Por ello es esencial minimi-
zar el uso de estos fármacos y desarrollar es-
trategias alternativas para inducir y mantener 
la tolerancia. 

El hígado es un órgano privilegiado desde 
el punto de vista inmunológico, y ello se ve re-
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flejado en la ausencia de un efecto deletéreo a 
largo plazo sobre el injerto de los episodios de 
rechazo agudo y la baja incidencia de rechazo 
crónico. Por este motivo, el hígado constitu-
ye el escenario ideal para realizar estrategias 
de minimización o retirada de la inmunosu-
presión. En la actualidad no se dispone de 
herramientas que permitan identificar los 
pacientes que pueden beneficiarse de estas 
estrategias. Aquí se comentarán los estudios 
más relevantes que evalúan la utilidad de los 
marcadores genéticos en la identificación de 
este subgrupo de pacientes.
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Tolerancia operacional

En aproximadamente un 20% de los recepto-
res de un trasplante hepático, la función del 
injerto puede mantenerse de forma indefinida 
sin fármacos inmunosupresores. Este fenóme-
no se conoce como “tolerancia operacional” y 
es la prueba de que la tolerancia inmunitaria 
puede lograrse en los humanos (Tabla I).5-13 
Estudios prospectivos publicados en forma de 
resumen sugieren que la prevalencia de to-
lerancia operacional podría ser más alta.14,15 
Como ya se ha mencionado, todavía no se dis-
pone de herramientas diagnósticas fidedignas 
para identificar los pacientes potencialmente 
tolerantes, y es por ello que la mayoría de los 
receptores de un trasplante hepático conti-
núan siendo tratados con inmunosupresión de 
forma indefinida. Sin embargo, en los últimos 
años se han publicado numerosos estudios 
que evalúan estrategias para identificar los 
pacientes potencialmente tolerantes (Tabla 
II).16 Entre ellas, el uso de marcadores trans-
cripcionales de expresión genética empleando 
chips genéticos (microarrays) o reacción en 
cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-
PCR) es la más promisoria. 

Tabla I. Tolerancia operacional en el trasplante hepático: experiencia con protocolos de retirada electiva de 
la inmunosupresión.

Año Autores n
Años desde el  
trasplante

Éxito
Rechazo
agudo/crónico

1997 Mazariegos et al.5 95 8,4 (1,7-25) 19% 26%/0

1998

2005

Devlin et al.6

Girlanda et al.7
18 6,5 (5-10) 16,7% 28%/5,6%

2001 Takatsuki et al.8 26 >2 23,8% 12%/0

2005 Eason et al.9 18 >0,5 5,6% 61%/0

2005 Tryphonopoulus et al.10 104 4 19% 67%/1,9%

2006 Tissone et al.11 34 5,3 23,4% 76,4%/0

2007 Assy et al.12 26 4,6 8% 58%/0

2008 Pons et al.13 21 5,2 (24-127) 38% 22%/0

Biomarcadores transcripcionales  
de tolerancia operacional  
en muestras de sangre periférica

En 2007, Martínez-Llordella et al.17 publica-
ron el primer estudio que evaluó la utilidad de 
los marcadores de expresión genética en los 
pacientes receptores de un trasplante hepáti-
co. En este estudio se compararon 16 pacien-
tes tolerantes con 16 no tolerantes (definidos 
como aquellos que desarrollaron rechazo agu-
do tras un intento de retirar la inmunosupre-
sión; en el momento del estudio todos los epi-
sodios de rechazo estaban resueltos y los pa-
cientes recibían tratamiento inmunosupresor 
a dosis bajas) mediante análisis de microa-
rrays de oligonucleótidos (Affymetrix) en RNA 
obtenido de células mononucleares extraídas 
de sangre periférica. Se encontraron 628 
genes expresados de manera diferente entre 
los dos grupos (462 sobreexpresados y 166 
infraexpresados [False Discovery Rate, FDR, 
<1%]), 22 de los cuales fueron validados por 
RT-PCR. Entre ellos se encontraron genes que 
codifican para receptores de linfocitos T gd y 
natural killer (NK), y genes que participan en 
vías de señalización del receptor de interleu-
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cina 2, regulación de la transcripción, pro-
cesamiento de mRNA, síntesis de proteínas, 
reparación del DNA y control del ciclo celular. 
El perfil de expresión genética se vio influen-
ciado de forma significativa por la presencia 
de infección por el virus de la hepatitis C, ya 
que estos pacientes (50% de los tolerantes 
y 75% de los no tolerantes) presentaron una 
sobreexpresión de genes proinflamatorios.

Posteriormente Kawasaki et al.18 realizaron 
un estudio similar comparando los perfiles 
de expresión genética en muestras obteni-
das de células mononucleares extraídas de 
sangre periférica (Agilent cDNA microarray) 
de 11 pacientes tolerantes receptores de un 
trasplante hepático de donante vivo con 11 
controles sanos. Se encontraron 717 genes 
expresados de manera diferente entre los dos 
grupos, muchos de los cuales participaban en 
respuestas inmunitarias. Diez genes fueron 
validados por PCR. 

Un segundo estudio publicado por Martí-
nez-Llordella et al.19 validó los resultados an-

tes mencionados en una cohorte más grande 
de pacientes. En este estudio se evaluaron 17 
pacientes tolerantes y 21 no tolerantes. Tras 
realizar diferentes algoritmos predictivos se 
identificaron tres huellas genéticas con dos, 
seis y siete genes, respectivamente, capaces 
de predecir el estado de tolerancia con una 
alta precisión (tasa de error entre un 3% y un 
6% en el grupo de estudio). Estos tres grupos 
de genes también permitieron clasificar co-
rrectamente a los pacientes como tolerantes 
o no tolerantes en una cohorte de validación 
independiente (tasa de error entre el 13% y el 
17%). Asimismo, después de realizar análisis 
funcionales se encontró que algunas vías de 
señalización relacionadas con linfocitos T gd y 
células NK se asociaban de forma significativa 
con el estado de tolerancia. Estos genes están 
siendo validados en un estudio prospectivo 
multicéntrico europeo de retirada de inmuno-
supresión, en el cual las muestras de sangre 
se obtienen antes de iniciar la retirada.

Pons et al.13 evaluaron la expresión de 
foxp3 (forkhead box P3; considerado el gen 
maestro de los linfocitos T reguladores) du-
rante el proceso de retirada de la inmunosu-
presión en 12 receptores de trasplante hepá-
tico estables en tratamiento inmunosupresor 
con ciclosporina. Los autores encontraron 
un aumento de 3,5 veces en la expresión de 
mRNA de foxp3 antes de la retirada completa 
del tratamiento inmunosupresor en los pa-
cientes tolerantes. Este aumento en la expre-
sión de foxp3 se mantuvo después de retirar 
el tratamiento.

Biomarcadores transcripcionales  
de tolerancia operacional  
en muestras de tejido hepático

En un estudio realizado por Li et al.20 se de-
terminó la expresión de foxp3 en el tejido he-
pático y se halló que estaba aumentada en los 
pacientes tolerantes cuando se compararon 
con pacientes estables o con rechazo crónico.

Más recientemente, Bohne et al.21 com-
pararon el perfil de expresión genética (me-
diante Illumina, Affymetrix y TaqMan PCR) en 

Tabla II. Técnicas estudiadas para identificar pa-
cientes tolerantes.

•	Marcadores	de	expresión	genética:

  - KLRF 1 y SLAMF7

  - Polimorfismos de TNF-α

  - Polimorfismos de IL-10 

•	Función	de	los	linfocitos	T:

  - CD4+ CD25+ Foxp3+

  - Células Vd1+ T

  - Vd1+ / Vd2T 

  - Células NK 

  - Células CD154+ 

•	Células	dendríticas:

  - pDC/mDC

•	Otras:

  - HLA-G soluble

  - Anticuerpos específicos de donante

  - IL-17

  - IL-23 
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el tejido hepático de 28 pacientes tolerantes 
y 33 no tolerantes incluidos en un estudio 
prospectivo de retirada de inmunosupresión. 
Las muestras de tejido se obtuvieron antes de 
iniciar la retirada. Las diferencias entre tole-
rantes y no tolerantes fueron muy pequeñas, 
con sólo 21 genes expresados de diferente 
manera entre los dos grupos (FDR <5%). Las 
vías funcionales más relevantes representa-
das en estos genes estaban relacionadas con 
el metabolismo del hierro y la activación de 
las células T. 

Conclusiones

La tolerancia operacional se ha reportado en 
aproximadamente un 20% de los receptores 
de un trasplante hepático, aunque podría ser 
más prevalente en periodos tardíos del tras-
plante. Aunque no hay marcadores fidedignos 
que identifiquen los pacientes tolerantes, al-
gunos estudios han encontrado que éstos pre-
sentan un perfil de expresión genética, tanto 
en sangre periférica como en tejido hepático, 
que los diferencia de los no tolerantes. Los 
distintos patrones de expresión podrían cons-
tituir la base del desarrollo de un test de to-
lerancia. 
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DISCUSIÓN

A. gonzÁLez: Los progenitores hematopoyé-
ticos, que se ha descrito que también se 
encuentran en el hígado, ¿podrían tener un 
papel en la tolerancia?

A. sÁnChez-FueYo: Se ha especulado mucho 
sobre si los leucocitos pasajeros presentes 
durante el trasplante de un injerto hepáti-
co tienen un papel en la tolerancia, pero no 
hay un consenso claro porque es muy difícil 
determinar si la presencia de células hema-
tocríticas del donante es causa o efecto de 
la tolerancia. En este estudio hemos inves-
tigado los pacientes en quienes había dis-
paridad entre el HLA2 y el antirreceptor, en 
los que podíamos cuantificar las células por 
citometría. Los resultados indican que hay 
una pequeña cantidad de células del donan-
te en todos los pacientes, tanto tolerantes 
como no tolerantes. Pero no hemos profun-
dizado en este aspecto del estudio.

L. gRAçA: Una de las poblaciones celulares 
que parece asociada a este fenómeno son 
los linfocitos NK. ¿Habéis averiguado si los 
linfocitos NKT también están asociados y 
presentes?

A. sÁnChez-FueYo: De momento sólo hemos in-
vestigado el número de células y cómo han 
aumentado. Ahora estamos investigando con 

más detalle el inmunofenotipo de estas célu-
las. En cuanto a los linfocitos NKT, no hemos 
encontrado diferencias en su número, pero 
tampoco hemos profundizado demasiado y 
los datos se basan en análisis muy básicos 
y cuantitativos.

J. ARAMbuRu: Los pacientes son más tolerantes 
de manera espontánea. ¿Tienen más inciden-
cia los fenómenos asociados con una pérdida 
de la función inmunitaria, que implica una 
mayor prevalencia a tumores? Es difícil por-
que han estado sometidos a una inmunode-
presión. En otros casos, un sistema inmuni-
tario muy robusto protege de la aparición de 
tumores, pero a su vez también se asocia a 
una mayor incidencia de autoinmunidad.

A. sÁnChez-FueYo: No se ha estudiado de ma-
nera estricta y es muy difícil hacerlo, porque 
en el estudio los pacientes se sometieron 
al trasplante muchos años antes. Es muy 
posible que el efecto sobre los tumores se 
mantenga durante mucho tiempo después 
de retirar el tratamiento. Por otro lado, sí 
se ha realizado un estudio con pacientes to-
lerantes renales a quienes se vacunó para 
observar el efecto de la vacunación y deter-
minar si su respuesta era diferente a la de 
la población general inmunocompetente, y 
los resultados indican que no hay una inmu-
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nosupresión general. Pero éste es el único 
estudio que se ha llevado a cabo.

A. CeLAdA: ¿En vuestro estudio se incluyeron 
pacientes con hemocromatosis? Estos pa-
cientes son ideales porque no experimentan 
rechazo.

A. sÁnChez-FueYo: En nuestra serie de 102 pa-
cientes no había individuos con hemocroma-
tosis. De hecho, en España, la prevalencia 
de esta enfermedad es baja. En este caso, 
los pacientes tolerantes no tienen una sobre-
carga de hierro sino que los que rechazan el 
trasplante padecen un déficit subclínico de 
hierro. El efecto de la sobrecarga de hierro 
tiene implicaciones muy diferentes, sobre 
todo en la virulencia de los microorganis-
mos, e incluso hay evidencias discutibles 
de que los pacientes con hemocromatosis 
tienen más riesgo de padecer infecciones 
debido a la inmunosupresión sistémica que 
se produce.

F. Ruiz-CAbeLLo: ¿Habéis estudiado el papel de 
los linfocitos NK en los grupos de pacientes 
con incompatibilidad de HLA-C?

A. sÁnChez-FueYo: Nosotros no lo hemos ana-
lizado, pero sí lo evaluaron tres estudios so-
bre trasplante hepático. El objetivo de estos 
estudios era averiguar la incidencia del re-
chazo. El primero mostró un efecto sorpren-
dentemente alto entre los genotipos HLA-C y 
KIR, el rechazo y la supervivencia del injer-
to. Pero en los dos estudios posteriores, con 
una muestra mayor, no se encontró ningún 
efecto. De todos modos, el objetivo de estos 
estudios es el rechazo, que difiere de nues-
tro objetivo, que es el éxito de la retirada 
del tratamiento inmunosupresor. Antes de 
incluir a nuestros pacientes en la estrategia 
de retirada y no retirada, los tolerantes y los 
no tolerantes son distinguibles, porque he-
mos excluido expresamente a aquellos con 
un alto riesgo de rechazo. 

R. PuJoL: ¿Es cierto que los estudios que se 
realizaron hace algunos años en el Massa-

chusetts General Hospital sobre trasplante 
de hígado junto con trasplante de médula 
ósea no se han podido volver a reproducir, 
o que de vez en cuando dan muy malos re-
sultados?

A. sÁnChez-FueYo: En realidad se da el segundo 
caso. Ya en el primer artículo que publicaron, 
uno de los cinco pacientes del estudio per-
dió el injerto de riñón que le trasplantaron, 
mientras que los otros cuatro sobrevivieron 
y mantuvieron la supervivencia prolongada 
del injerto sin inmunosupresión. La idea de 
los National Institutes of Health (NIH) era 
financiar un estudio con varios centros nor-
teamericanos para replicar estos estudios. El 
Massachusetts General Hospital realizó más 
intervenciones de este tipo, pero con una in-
cidencia muy alta de rechazo agudo, por lo 
que el programa se ha suspendido. No sabe-
mos hasta qué punto esto obliga a modificar 
la estrategia o demuestra que no es válida, 
pero sí que ha sido un jarro de agua fría so-
bre la comunidad científica.

J. ARAMbuRu: Hace unos cuantos años se rea-
lizaron estudios sobre el tratamiento de re-
ceptores de trasplantes con anticuerpos anti-
CD28 para aquellos casos en que no existía 
compatibilidad de HLA y se intentaba evitar 
el rechazo. La idea de estos estudios era 
eliminar el bajo porcentaje de linfocitos alo-
rreactivos, y los resultados iniciales fueron 
muy prometedores. ¿Sabes si estos estudios 
o esta idea se han continuado?

A. sÁnChez-FueYo: Resulta muy efectiva la 
coestimulación con CTLA4 en roedores, ya 
que una sola dosis de CTLA4-Ig 2 días des-
pués del trasplante induce tolerancia a los 
injertos cardiacos. El fármaco ya ha llegado 
a la clínica, y se usa para mantener la inmu-
nosupresión (no para inducir tolerancia). En 
cuanto al trasplante renal, hay un estudio 
realizado por la Universidad de California en 
San Francisco y financiado por los NIH en 
el cual se combinan CTLA4-Ig y rapamicina. 
Esta última es muy tolerogénica en estudios 
preclínicos, aunque en clínica aún no está 
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muy claro. Los resultados del estudio fueron 
razonablemente buenos y se pudo reducir de 
manera considerable la dosis de rapamicina, 
pero los receptores rechazaron abandonar el 
fármaco por completo, y el estudio no pudo 
continuarse y no se demostró si había tole-
rancia. No está claro si el efecto en la clínica 
es tolerogénico o no. Además, hubo proble-
mas de tromboembolias relacionadas con el 
uso de anti-CD40 ligando en monos. Todos 
estos hechos han dificultado que este tipo 
de fármacos llegue a emplearse en clínica.

L. gRAçA: Parece muy difícil identificar un úni-
co biomarcador, y además los mejores bio-
marcadores son los que se usan en combi-
nación con otros y nunca solos. La discrimi-
nación es posible gracias a la firma biológica 
generada por varios biomarcadores, como se 
ha descrito en el lupus. ¿Crees que esto es 
específico de este modelo o puede ser co-
mún para todas las enfermedades inmunita-
rias? Es decir, probablemente las tentativas 

de identificar biomarcadores únicos fracasa-
rán y se optará por identificar patrones de 
biomarcadores.

A. sÁnChez-FueYo: Creo que es probable que 
acabemos usando una combinación que 
incluya biomarcadores biológicos y clíni-
cos. De hecho, si comparamos la capacidad 
predictiva de las variables clínicas (edad, 
tiempo, etc.) y de la expresión genética en 
sangre, son muy similares. Por lo tanto, una 
combinación de estos dos tipos de variables, 
que no son colineales sino independientes, 
podría ser muy útil. Además, cuando se rea-
lizan estudios con microarrays con muestras 
pequeñas, aunque se utilicen estrategias de 
validación cruzada interna robustas y cohor-
tes independientes, siempre se corre el ries-
go de que el algoritmo tienda a encontrar los 
genes que mejor describen la cohorte. Por 
ello, creo que es un tema interesante, pero 
obliga a realizar estudios de validación con 
muchos pacientes.


