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La infeccidn y el rechazo siguen siendo barreras importantes para la supervivencia a
largo plazo de pacientes sometidos a trasplante cardiaco. La deteccidn precoz de estas
complicaciones es una asignatura pendiente y las herramientas disponibles en un
laboratorio de rutina son muy limitadas. Estd descrito que tras el trasplante se
producirdn alteraciones de pardmetros bioquimicos e inmunoldgicos, pobremente
evaluados como posibles biomarcadores de riesgo para dichas complicaciones. La
idoneidad de la tesis comienza cuando se plantea la evaluacién de estas cuestiones
ante una problemadtica no resuelta, la deteccion del riesgo de infeccién y rechazo en
trasplante cardiaco. La investigacién es original, pues muchos de los biomarcadores
incluidos no tienen antecedentes de publicaciones indexadas en trasplantados
cardiacos. Se ha realizado un estudio longitudinal y prospectivo de 109 pacientes,
evaluados en distintos momentos antes y después del trasplante cardiaco a lo largo de
un afo, cumpliendo con un tamafio muestral adecuado. Los estudios bioquimicos e
inmunoldgicos realizados han incluido, niveles de farmacos inmunosupresores,
ciclosporina, micofenolato y tacrolimus, valores séricos de bilirrubina total,
transaminasas, aspartato aminotransferasa (GOT) y alanina aminotransferasa (GPT),
gamma-glutamiltransferasa (GGT), proteinas totales, albumina, creatinina, urea y
proteina C reactiva, inmunoglobulina A, G y M, subclases de IgG, factores del
complemento C3 y C4, factor B de properdina, valores leucocitarios totales, linfocitos y
neutrdfilos asi como fenotipaje de las subpoblaciones de linfocitos T, B y células
Natural Killer (NK). También se ha realizado un estudio transversal y retrospectivo
original de los niveles de una serie de proteinas que podrian estar implicadas en
rechazo alogénico incluyendo CD14, fetuina-B, galectina-3, apolipoproteina Al, NAP-2,

CD44 y CD31. Se han identificado distintos pardmetros bioquimicos e inmunoldgicos
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como posibles factores de riesgo. Se han confeccionado distintas escalas de riesgo que
se asocian fuertemente a las variables de resultado. Se detectan niveles elevados de
galectina 3 como posible marcador de rechazo celular agudo. La fortaleza de Ia
informacién generada en la tesis se debe a que muchos de los parametros analizados y
las escalas confeccionadas que se asocian al riesgo de infeccién o rechazo estan
disponibles en rutina, por lo que una vez validados en estudios multicéntricos pueden
pasar a practica clinica sin limitaciones. Por todo ello, esta tesis es una aportacién

importante en el campo de la monitorizacién de laboratorio en el trasplante cardiaco.
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ADN: Acido desoxirribonucleico.
Albumina: ALB

ALG: globulinas antilinfociticas.
ApoALl: Apolipoproteina Al.

ATC: globulinas antitimociticas.
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CDR: Regiones determinantes de la
complementariedad.

CEIC: Comité de Etica e Investigacion
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GC: Glucocorticoides.
GLDH: Glutamato deshidrogenasa.
GGT: Gamma-glutamiltransferasa.
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granulocitos-macréfagos.

GODT: Global Observatory on Donation
and Transplantation.

GOT: Aspartato aminotransferasa.
GPT: Alanina aminotransferasa
HDL: Lipoproteina de alta densidad.

H.G.U.G.M: Hospital general
universitario Gregorio marafién

GRE: Elementos de respuesta a
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HGR: Receptor de glucocorticoide
humano

HREs: Elementos de la respuesta
hormonal.

Ig: Inmunoglobulina.

IMPDH: losina 5 fosfato
deshidrogenasa.

INF-y: Interferén gamma.
IL-2: Interleucina 2
IL-2R: receptor de interleucina 2

I.S.H.L.T: Sociedad Internacional de
Trasplante Cardiaco y Pulmonar.

IAM: Infarto agudo de miocardio.

IFCC Federacion Internacional de
Quimica Clinica.

IV: Intravenosa.

KDa: kilodaltons.

Xi



ABREVIATURAS

L.B.G.M: Laboratorio de Bioquimica
Gregorio Marafién.
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LDH: Lactato deshidrogenasa.

LPS: Lipopolisacdrido bacteriano.

MAT: Microangiopatia trombdtica
MDH: Malato-deshidrogenasa.

MEIA: Inmunoensayo por microparticulas.

MIF: Factor inhibidor de migracién de
macrofagos.

MMP: Metaloproteasa.
MMF: Micofenolato.
MPA: Acido micofendlico.

MPAG: Glucurénido fendlico del acido
micofendlico.

MUP: Fosfatasa 4-metil umbelliferona.

NAP2: Péptido activador de neutrdfilos.

Natural killer: NK

NFAT: Factor nuclear de células T
activadas.

NFkB: Factor nuclear kB.
Nm: Nandmetro.

ONT: Organizacidn nacional de
trasplante.
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PCR: Proteina C reactiva.

Pm: Peso molecular.

p.m.p: Poblacién por millon.

Post-TC: post-trasplante cardiaco.
Pre-TC: pre-trasplante cardiaco.
Proteinas totales: (PT)

RNAm: Acido ribonucleico mensajero.

ROC: Curvas de operacion caracteristica
del receptor.

SCA: Sindrome coronario agudo.
SRI: Sindrome de resistencia a insulina.
TC: Trasplante cardiaco.

TGF-B: Factor de crecimiento
transformante beta.

Tmax: Tiempos de concentracion
maxima.

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa.
UV: Ultravioleta.

UV-V: Ultravioleta-visible.

VolID: Volumen de distribucion.

VPP: Valor predictivo positivo.

VPN: Valor predictivo positivo.

VSMC: Células de la musculatura lisa
vascular.
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RESUMEN

RESUMEN

Introduccién: Las infecciones y el rechazo son las complicaciones mas frecuentes
después de un trasplante cardiaco. En el periodo post-trasplante es necesario
mantener un elevado nivel de inmunosupresidn para evitar eventos de rechazo,
minimizando el riesgo del desarrollo de infeccidn. La escasez de trabajos que estudien
el impacto de la inmunosupresion sobre los biomarcadores de inmunocompetencia y
que valoren sus consecuencias en la evolucién clinica del trasplante, justifica la
necesidad de ampliar el conocimiento de las variaciones de componentes de la

respuesta inmune y el impacto negativo que ejerce sobre ellos la inmunosupresion.

Hipétesis: Las hipotesis de este estudio es la existencia de una correlacion entre los
niveles de fdrmacos inmunosupresores en sangre y los valores de distintos parametros
bioquimicos, inmunoldgicos y celulares que evaltan el estado de inmunocompetencia
del trasplantado cardiaco, y como la alteracién de estos pardmetros se asocia con el

desarrollo de infeccion o de rechazo.

Objetivos: Nuestro objetivo es describir la cinética y variabilidad de los niveles de
farmacos inmunosupresores y pardmetros inmunolégicos y bioquimicos, determinar la
existencia de correlacién entre los farmacos con los niveles de los distintos pardmetros
gue evaluan la respuesta celular y humoral del paciente trasplantado desde el inicio
del trasplante hasta el afio después del trasplante cardiaco. Ademas, se evalla la
asociacidon existente entre los niveles de farmacos y otros pardmetros bioguimicos e
inmunoldgicos con el desarrollo de infecciones y rechazo del injerto. Se evaldan

biomarcadores y escalas (Scores) mediante el analisis estadistico de las variables
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bioguimicas e inmunoldgicas mas relevantes para la identificacion de los pacientes con

un mayor riesgo de sufrir las complicaciones clinicas del trasplante antes mencionadas.

Materiales y métodos: Se estudié de forma prospectiva una cohorte de 109 pacientes
con cardiopatia grave, los cuales fueron sometidos a trasplante en la Unidad de
Trasplante Cardiaco del H.G.U.G.M (Hospital General Universitario Gregorio Maranon),
de Madrid. Los estudios inmunolégicos y bioquimicos, se realizaron sistematicamente
en distintos tiempos, en la entrada en lista de espera de trasplante o en el periodo
inmediatamente antes del trasplante, a los 7 dias de realizado el trasplante, a los 30
dias, 90 dias, 180 dias y al afio post trasplante.

Los parametros bioquimicos se determinaron en suero sanguineo y fueron proteinas
totales, albumina, urea, creatinina, bilirrubina total, GGT, GOT y GPT y proteina C
reactiva mediante técnicas espectrofotométricas e inmunoturbidimétricas. Los niveles
de ciclosporina A, tacrolimus y micofenolato se determinaron en sangre total y plasma
mediante inmunoensayos especificos. Los niveles de los parametros séricos de
inmunocompetencia se determinaron mediante nefelometria, siendo estos las
inmunoglobulinas G y sus subclases, Inmunoglobulina A y M, el factor del
complemento C3, C4 y factor B de properdina. Las células sanguineas nucleadas:
leucocitos, linfocitos y neutroéfilos se determinaron mediante técnicas de citometria de
flujo y cdmara de recuento. Las subpoblaciones linfocitarias TBNK se determinaron
mediante citometria de flujo multiparamétrica con marcaje de moléculas de superficie
mediante anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos.

Se enviaron muestras de suero congeladas al laboratorio de la Dra. Sarwal en Ia
Universidad de Stanford, para determinar mediante ensayos de ELISA la presencia de

los siguientes analitos: Fetuina-B humana, CXCL4, CXCL9 humano, NAP2 humano,
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galectina-3, apolipoproteina A1, CD14, CD31 y CD44 humano y su relacién con el

rechazo.

Los analisis estadisticos se efectuaron con el programa informatico SPSS versién 22.0
para Windows (Statistical Package for Social Sciences Inc., Chicago, lllinois, USA)

Resultados: El andlisis cinético descrito por los fdrmacos inmunosupresores a lo largo
del tiempo se ajusta de forma adecuada a las recomendaciones actuales en el entorno
del trasplante cardiaco, determinando si los pacientes estdn en rango terapéutico o no
a lo largo del estudio. La cinética mostrada por las proteinas totales y la albumina no
correlaciona en los tiempos de estudio con la cinética descrita por la IgG y el factor B
de properdina. No se encontrd correlacién entre los niveles de farmacos
inmunosupresores inhibidores de calcineurina ni micofenolato con el resto de
parametros estudiados utilizados en la evaluacién del estado de inmunocompetencia
de la cohorte analizada. Leucocitosis, neutrofilia y linfopenia se asocian con el
desarrollo de infeccién durante los tres primeros meses posteriores al trasplante. La
hipocomplementemia C4 y el descenso de los niveles de factor B de properdina
durante los dias proximos al trasplante junto con una hipogammaglobulinemia IgA
durante los tres meses siguientes al trasplante, se revelaron como potentes
biomarcadores de infeccion. El aumento de la variabilidad en mas de un 34% de los
niveles de FK a lo largo del afio posterior al trasplante fue asociado con un aumento de

las probabilidades de infeccidon grave.

En este trabajo se describen distintas escalas de predisposicion a la infeccidon desde el
punto previo al trasplante hasta los 90 dias posteriores al mismo utilizando una

combinacion de los parametros que se alteraban en estos puntos del estudio,
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obteniendo aumentos de la probabilidad de infeccién que oscilaban entre las 4 y las 7
veces cuando se cumplian las condiciones de la escala. En un subestudio de nuevos
biomarcadores, se identificé que niveles elevados de galectina 3 podrian ser un factor

de riesgo de rechazo.

Conclusiones: En esta tesis doctoral se describen la cinética y la variabilidad de los
niveles sanguineos de inmunosupresores, los parametros bioquimicos, inmunoldgicos
y hematoldgicos que valoran el estado de inmunocompetencia de una cohorte, desde
el momento pre-trasplante y el ano posterior al mismo. No se observaron
correlaciones significativas entre niveles de fdrmacos y el resto de parametros
analizados que vinculasen el estado inmunolégico de los pacientes con la evolucién
clinica de los mismos. Encontramos distintos factores de riesgo bioquimicos e
inmunolégicos entre los parametros estudiados en asociacion con distintas
complicaciones clinicas del trasplante. Se han identificado posibles biomarcadores de
uso en la rutina y se proponen escalas que podrian ser utiles en la evaluacién de los
pacientes con un mayor riesgo de sufrir eventos de infeccion grave o rechazo del

injerto tras el trasplante cardiaco.

En esta tesis doctoral se presentan por primera vez datos que identifican a la molécula
galectina -3 en sangre periférica como un posible marcador de rechazo en trasplante

cardiaco.
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Summary

Introduction: Infections and rejection are the most common adverse outcomes
following a heart transplant. A high level of immunosuppression is necessary in the
period after transplant in order to avoid rejection events while keeping infections as
low as possible. The scarcity of studies about the impact of immunosupression on
imunocompetence biomarkers that simultaneously assess the consequences on the
clinical evolution of the transplant, justifies the need to expand the knowledge of the
different components of the immune response, their variations and the negative

impact that immunosuppression exerts on them.

Hypothesis: We hypothesize the existence of a correlation between blood levels of
immunosuppressive drugs and the values of the different biochemical, immune, and
cellular parameters that evaluate the immunocompetence state of the patient
undergoing a heart transplant, and likewise how changes in these parameters are

associated with infections and rejection development.

Objective: Our objective is to describe the kinetics and variability of the
immunosuppressive drugs and immune and biochemical parameters, determine the
existence of correlation between these drugs and the different parameters that assess
the transplanted patient's cellular and humoral response up to one year after
transplantation. We also evaluate the association of drugs' levels and other
biochemical and immune parameters with the development of infections and
rejection. The Biomarkers and Clinical Scores are evaluated by means of statistical

analysis of the most relevant biochemical and immune variables for the identification
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of the patients at greatest risk of the above mentioned clinical transplant

complications.

Materials and methods: We studied a cohort of 109 patients with severe
myocardiopathy, who underwent heart transplantation in the Heart Transplant Unit of
H.G.U.G.M in Madrid. The immune and biochemical analysis were carried out
systematically at different times: when the patient entered the transplant waiting list
or in the period immediately before the transplant, and 7, 30, 90, 180 days, and a year

after the transplant.

The biochemical parameters were determined in blood serum and included: total
proteins, albumin, urea, creatinine, total billirrubin, GGT, AST and ALT, and C-reactive
protein using spectrophotometric and immunoturbidimetric techniques. The levels of
Cyclosporine A, tacrolimus, and mycophenolate were determined in whole blood and
plasma by specific immunoassays. The levels of serum parameters of
immunocompetence were determined by nephelometry, specifically the
imunoglobulins G and subtypes, immunoglobulin A and M, complement factors C3, C4
and properdine factor B. The nucleated blood cells: leukocytes, lymphocytes and
neutrophils were determined by flow cytometry and counting chamber techniques. The TBNK
lymphocytes subpopulations were determined by multiparametric flow cytometry with

surface molecule labelled by fluorochrome conjugation to monoclonal antibodies.

Frozen serum samples were sent to Dr. Sarwal's laboratory at Stanford University to
determine by ELISA assays the presence of the following analytes: Human Fetuin-B,
CXCL4, human CXCL9, human NAP2, galectin-3, apolipoprotein A1, CD14, CD31 and

human CD44 and their relationship to rejection.
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The statistical analysis were carried out with the version 22.0 SPSS program for

Windows (Statistical Package for Social Sciences Inc., Chicago, Illinois, USA)

Results: The time course of the kinetic analysis described for the immunosuppressive
drugs, adapts adequately to the current recommendations in the heart transplant
setting, determining whether or not our patients are in the therapeutic range during
the time of study. The kinetics shown by the total proteins and albumin does not
correlate in the studied times with the kinetics described by the IgG and properdine B
factor. We have not found correlation between the levels of the calcineurin inhibitors
and mycophenolate immunosuppressive drugs with the rest of the studied parameters
used in the immunocompetence state assessment of the analyzed cohorto. Leucocytosis,
neutrophilia and lymphopenia are associated with development of infection during the
first three months after the transplant. C4 hypocomplementemia and decreased levels
of properdine B factor during the days following the transplant together with
hypogammaglobulinemia IgA during the three months after the transplant are
ascertained as powerful infeccion biomarkers. We have observed the association of an
increase of more than 34% in the FK levels during the year after the transplant with an
increase of the risk of severe infection. In this work we describe different infection
predisposition scales ranging from the days prior to transplantation until 90 days after,
using a combination of parameters that were altered at those points in the study,
obtaining increases in the probability of infection that oscillated between 4 and 7
times when the conditions of the scale were fulfilled. In a subset of new biomarkers, it

was identified that elevated levels of galectin 3 could be a risk factor for rejection.

Conclusions: This doctoral thesis describes the kinetics and variability of blood levels of
immunosuppressant, the biochemical, immune and hematological parameters that
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evaluate the immunocompetence state of our cohort, from the pre-transplant period
until one year post-transplantation. There were no significant correlations between
drug levels and the other parameters analyzed that could link the immune state of the
patients with their clinical evolution. We found different biochemical and
immunological risk factors between the analysed parameters in association with
different clinical complications of transplants. We have identified biomarkers that
could be used in a clinical setting and also clinical scales that could be useful in the
assessment of those patients in greater risk of developing serious infection and

rejection events after heart transplantation.

This is the first time that it has been demonstrated that circulating serum levels of the
protein Galectin-3 could be proposed as a novel biomarker for rejection in heart

transplantation.
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INTRODUCCION

1.1 ACTIVIDAD DEL TRASPLANTE CARDIACO

El trasplante cardiaco (TC) continla siendo una terapia consolidada y de uso rutinario
en muchos de nuestros hospitales. Desde el inicio de este tipo de actividad en el afio
1984 hasta la actualidad, han sido realizados 7.588 trasplantes en nuestro pais,
durante el afo 2015 se han realizado 299 TC, lo que supone una actividad de un 6,4

trasplantes cardiacos por millén de poblacién (p.m.p).

I Tx cardiacos ndmero absoluto Tx cardiacos pmp

g

Procedimientos de trasplante cardiiaco pmp
Procedimientos de trasplantte cardiiaco (nimero
absoluto)

Figura 1: Actividad de trasplante cardiaco en Espaia. 1989-2015. Nimeros absolutos y trasplantes por
millon de poblacién (pmp). Memoria actividad ONT 2015.

La actividad de este tipo de procedimientos se mantiene estable en los Ultimos cuatro
anos, tras experimentar un descenso progresivo desde el maximo alcanzado en el afio
2000, con 8,9 p.m.p. Este descenso es atribuido posiblemente a la disminucién en el
numero de corazones disponibles de caracteristicas idéneas, debido al cambio que los
fenédmenos epidemiolégicos en nuestro entorno estdn determinando el perfil del

donante de 6rganos.
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Cabe destacar las diferencias entre centros y comunidades auténomas como muestra
la Tabla 1, la actividad de trasplante cardiaco por comunidad y hospital entre los anos

2012 y 2015.

Tabla 1: Actividad de trasplante cardiaco por Comunidad Auténoma y hospital. Afios 2012 a 2015. ()
Trasplantes infantiles < 16 afios. Memoria actividad ONT 2015.

Relacion de Trasplantes Cardiacos

2012 2013 2014 2015
CCAR Hospita Total  (Inf)  Total (Inffj Total (Inf) Total (Inf)
Andalucia H. Reina Sofia 15 12 (2) 12 (1) 2 (4)
H. Virgen del Rocio 17 15 22 17
Aragon H. Miguel Servet 11 3 10 7
Asturias H. Central de Asturias 16 14 12 12
Cantabria H. M. de Valdecilla 20 25 27 pil (1)
Castillay Ledn H. Clinico .Valladolid 5 4 10 10
Catalufia H. de la Sta Creu i St. Pau 13 14 18 18
H.de Bellvitge 18 14 18 24
H. Clinic i Provincial 18 19 18 17
H. Infantil Vall d’Hebron 3 (3) 5 (5) 2 (2) 7 (7)
C.Valenciana H. LaFé 26 22 3 27 (1)
Galicia H. Universitario de A Corufia 25 (2) 20 (3) 20 25
Madrid H. Gregorio Marafion 17 (6) 24 (14) 23 (6) 2 (7)
H. Puerta de Hierro 20 16 19 27
H. Doce de Octubre 15 16 15 il
H. Infantil La Paz 2 (2) 6 (6) 3 (2) 3 (2)
Murcia H. Virgen de la Arrixaca 1 7 9 1
Navarra Clinica Univ. Navarra 5 3 4 6
Total del Estado M7 (13) M9 (30) 265 {11) 199 (22

Desde 1982 hasta la actualidad se han realizado 112.521 procedimientos en todo el
mundo, segun datos de la Sociedad Internacional de Trasplante Cardiaco y Pulmonar

(ISHLT), convirtiendose en una opcién terapeutica muy consolidada (1).
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Adult and Pediatric Heart Transplants
Number of Transplants by Year
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NOTE: This figure includes only the heart transplants
that are reported to the ISHLT Transplant Registry. As
such, the presented data may not mimor the changes in

INTERNATIONAL SOCIETY FOR HEART AND LUNG TRANSPLANTATION the number of heart transplants performed worldwide.

. JHLT. 20415 Oet; 34{10): 1244-1354

Figura 2: Numero de Trasplantes cardiacos segun registro de la sociedad internacional de trasplantes
de pulmén y corazon (ISHLT).

De acuerdo con los datos emitidos por la GODT (Global Observatory on Donation and
Transplantation) la actividad global en TC es de 5970 en 2014, con 594 procedimientos
en paises latinoamericanos, 2146 en la comunidad Europea y 3230 en el resto de
paises. Asi pues Espafia sigue encontrandose en una situacién privilegiada a nivel

mundial en lo que se refiere a la realizacidén de este tipo de intervenciones.
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m2009 m2010 w2011 @ wm2012 m2013 w2014 w2015
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Figura 3: Actividad de trasplante cardiaco pmp en diferentes paises. 2008-2015. Memoria actividad
ONT 2015.

Segun el documento que el Registro Espafiol de Trasplante Cardiaco viene publicando
anualmente desde 1991, que analiza las caracteristicas clinicas y quirurgicas asi como
los resultados globales de los procedimientos de TC en nuestro pais, actualmente
reportan datos 18 centros y en 2014 se realizaron 265 procedimientos siendo un 4,5%
en pacientes pediatricos (<16 afios) (2). Los datos de actividad del afio 2015 emitidos
por la ONT (Organizacidon Nacional de Trasplante), reportan un aumento de actividad
en trasplante cardiaco de un 13% respecto al ano anterior, contabilizando 299

procedimientos, 21 de ellos pediatricos, un 6,7%.

En la Figura 4 se representa la distribucién por grupos de edad de los trasplantes

realizados en 2015.

Pagina | 14



INTRODUCCION

m <15
m15-29
m30-44
m 45-59
m60-69
=70

TRASPLANTES (N=299)

Figura 4: Distribucion por grupos de edad (%) de los pacientes trasplantados cardiacos. Espaifia 2015.
Memoria actividad ONT 2015.

Respecto a la patologia por la que se establecié la indicacidon del TC, el diagndstico
principal mayoritario fue la miocardiopatia isquémica (38,1%), cardiopatia dilatada no
isquémica (37,8%) y otras etiologias (24,1%). En la Figura 5 de representa la

distribucién por indicacién de los TC realizados en 2015.

W Cardiopatia Congénita

m MIIS/Coronariopatia

m MIDI

= MIHT

m MIRE

m Retrasplante

m Valvulopatia
Otros

TRASPLANTADOS N= 299

Figura 5: Diagnostico de los pacientes trasplantados cardiacos en 2015. Memoria actividad ONT 2015.
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La supervivencia en el momento actual es muy elevada, con una mortalidad promedio
de 2-3% afio una vez superado el primer afio post-trasplante cardiaco (post-TC), con
una mediana de supervivencia de 10,9 afios. La supervivencia ha permanecido estable
desde 1995, siendo a 1, 5, 10 y 15 afios es del 76, el 65, el 52 y el 38% respectivamente

(2).

En la Figura 6, se muestra la grafica de supervivencia post-trasplante.
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Figura 6: Curva de supervivencia general post-TC (2)

Respecto a las causas de fallecimiento, la mas frecuente es la enfermedad vascular del
injerto/muerte subita (19,7%), seguida de las infecciones (16,5%), el fallo primario del
injerto (14,3%) y las neoplasias (12,5%). Las causas de fallecimiento cambian segun el
tiempo post-trasplante que se considere, en el primer mes post-trasplante casi el 50%
los fallecimientos se producen por fallo primario del injerto, después del primer mes y
hasta cumplir el primer afio, las principales causas son el rechazo agudo en un 15,6% vy

sobre todo las infecciones en un 35,4%. Después del primer afo, la causa mas
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frecuente es la enfermedad vascular del injerto (29,5%) seguida de patologia

oncoldgica (21,3%) (2).

En la figura 7 se muestran las causa de muerte mas frecuentes segin el tipo

transcurrido desde el trasplante.
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[] Cerebrovascular 4,9 4,0 3,3 3,7 58 45
O Insuficiencia renal 0,2 0,0 0,8 2,2 40 1,4
E EVIMS 4,7 12,5 32,0 31,5 25,7 19,7
O Neoplasia 0,2 4,0 18,4 25,1 206 12,5
B Fallo multiorganico 8,3 5,4 2,0 0,9 75 53
O Infeccion 14,9 35,4 11,8 9,2 13,1 16,5
B Rechazo agudo 5,4 15,6 9,0 3,7 1.4 6,8
[ Fallo primario 45,4 6,1 0,1 0,2 0,2 14,3

Figura 7: Causas de muerte segun tiempo desde el trasplante. EVI: enfermedad vascular del injerto;
MS: muerte subita (2)

Durante 2015 se realizaron 22 TC en el Hospital Gregorio Marafién, de las cuales 7 de

ellas fueron pediatricas (menores de 16 afios).
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1.2 INMUNOSUPRESORES

Los trasplantes de d6rganos requieren la utilizacion de farmacos inmunosupresores
capaces de controlar la respuesta inmunitaria desencadenada por la presencia de

antigenos ajenos al propio organismo (3).

El disefio de las drogas inmunosupresoras estd basado en el conocimiento de los
caminos moleculares que llevan a la activacidon de estas células identificando sefales
coestimuladoras y sus receptores (4). El desarrollo de este tipo de farmacos ha
posibilitado el control de la respuesta inmunitaria desencadenada tras la exposicién
del injerto ante el organismo receptor. Los farmacos inmunosupresores acttdan

inhibiendo los mecanismos de activacion de linfocitos T, actuando en distintos niveles

(5).

El objetivo de la terapia inmunosupresora es lograr un maximo de supervivencia del
drgano trasplantado, evitando o en todo caso disminuyendo al maximo los procesos

infecciosos y neopldsicos, que son efectos colaterales de este tipo de tratamientos (6).

La terapia utilizada en el trasplante de érganos consta de dos fases principales:

Fase de induccion:

De administracién intravenosa, se utiliza en el momento del trasplante para prevenir el
rechazo inicial, es un régimen muy potente y de mantenimiento en el tiempo limitado

por su gran efecto téxico.

Se inicia con los farmacos que se utilizaran en la fase de mantenimiento, los corticoides

se utilizan a dosis mas altas en los primeros dias sucesivos al trasplante, para
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posteriormente ir reduciendo la dosis de forma progresiva hasta alcanzar la dosis de

mantenimiento.

En cuanto a los anticalcineurinicos, debido a su efecto potencialmente nefrotéxico, se
han buscado distintas estrategias para poder retrasar el inicio de su introduccidn sin
aumentar la posibilidad de rechazo agudo, administrando anticuerpos antilinfocitarios
durante la primera semana, pasando a formar parte del tratamiento de induccion,
anticuerpos policlonales como las globulinas antilinfociticas y antitimociticas (ALG y
ATG) o monoclonales como los anti-CD3 (OKT3) o los anti-CD25 como daclizumab o

basiliximab que son antagonistas del receptor de interleucina 2 (IL-2R).

En el dltimo informe de la ISHLT, comprobamos que aproximadamente el 50% de los
pacientes reciben terapia de induccién, un 20% con anticuerpos policlonales y un 30%

con anticuerpos monoclonales anti-IL-2R (7).

Adult Heart Transplants

Induction Immunosuppression
(Transplants: January 2009 — June 2014)

w
)
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-
=
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o
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Any Induction IL-2R Antagonist Polyclonal OKT3 Alemtuzumab
(N=5,878) (N=3,420) ALGIATG... (N=21) (N=218)

P 1 Analysis is limited fo patients who
ISHLT « INTH oM CIETY FOR HEART AND LUNG TRANSELARTATION were alive atthe fime of the discharge.
JHLT. 3016 Oof, 344100 12441284

Figura 8: Fase de induccion en el trasplante cardiaco segun ISHLT.
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Fase de mantenimiento:

Lo mas habitual es la terapia triple constituida por anticalcineurinico como la
ciclosporina A (CsA) o el tacrolimus (FK), un antiproliferativo como el micofenolato
(MMF) y corticoides. Sera de administracion oral y con muchos menos efectos
secundarios presentes en la fase de induccién, permitiendo ser pautado de forma mas

regular y prolongada en el tiempo.

En la eventualidad de un evento de rechazo del injerto, hay una tercera fase

denominada de rescate, similar a la fase de induccion (8).

En general, la respuesta inmunitaria depende del reconocimiento del antigeno, por los
linfocitos T. La respuesta inmune tras la exposicién del huésped a los antigenos de
histocompatibilidad presentes en el injerto, sigue un modelo de activacidn en el que se
distinguen tres sefiales para desencadenar la activacion y proliferacion de células T (9).
La sefal 1 es provocada por la interaccion de los complejos de histocompatibilidad en
la superficie de las células dendriticas con el receptor CD3 de las células T CD4
(cooperadoras). Las propias células dendriticas promueven la sefial 2 mediante la
expresion de las moléculas CD80 y CD86, uniéndose al receptor CD28 en la célula T.
Ambas sefiales activan las vias de transduccién, calcio-calcineurina, NFkB (factor
nuclear kB) y MAPs quinasas, que a su vez activan la transcripcién génica de
interleucina 2 (IL-2), CD154 y CD25. La unién de las IL-2 y IL-15 a su receptor CD25
sobre la superficie de la membrana de las células T, aportan la sefial 3, provocando la
proliferacion celular, la cual requiere de sintesis de purinas y pirimidinas, generando

asi un gran numero de células T efectoras (9,10).
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La mayoria de los farmacos inmunosupresores, interfieren con los linfocitos T,

elementos principales en la regulacion de la respuesta inmunitaria.
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Figura 9: Senales de activacion de células T CD4. Los farmacos inmunosupresores en uso clinico estan
en el cuadro de fondo gris y la X indica el lugar de accién correspondiente (9)

En funcién del mecanismo de accién, los inmunosupresores pueden dividirse en los

siguientes grupos: (3,11)

1. Fdrmacos que interfieren en la transmisién del estimulo al nucleo celular, son
farmacos que se fijan a inmunofilinas o anticalcineurinicos como la CsA y FK,
blogueando la sintesis del factor de transcripcion del NFAT (Factor nuclear de células T

activadas) que regula la sintesis de RNAm de IL2, entre otros.
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2. Farmacos que interfieren en la division celular, como la azatriopina y el MMF, su
mecanismo de accion es antiproliferativo inhibiendo la sintesis de nucleétidos,

impidiendo asi la sintesis de ADN e inhibiendo la proliferacion celular.

3. Farmacos que interfieren sobre la accidén del antigeno en el receptor de linfocitos T,
como son los anticuerpos monoclonales, los cuales van dirigidos frente a moléculas
especificas como OKT3 o anti-CD25 como daclizumab o basiliximab, o anticuerpos
policlonales como ALG y ATG impidiendo la acciéon de los linfocitos T, bien

destruyéndolos o bloqueando sus receptores.

4. Corticosteroides, como la prednisona o metil prednisolona.

5. Antiproliferativos o antagonistas del receptor IL2 o mTOR.

La figura nimero 10 muestra de forma esquemadtica los distintos mecanismos de

accién de los farmacos inmunosupresores mas utilizados en el entorno del TC.
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Figura 10: Mecanismo de accion de fairmacos inmunosupresores. Fuente grafica: Novartis pharma
schweiz. Transplantation-schweiz
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1.2.1 MICOFENOLATO

El MMF es un derivado semisintético de una especie de hongo de Penicillium, y su
metabolito activo es el acido micofendlico, inhibidor selectivo, no competitivo y
reversible de la iosina 5 fosfato deshidrogenasa (IMPDH), enzima necesaria para la
sintesis de purinas por la via de Novo, indispensables para la formacion de célulasBy T
activadas. Otros tipos celulares satisfacen sus demandas de purinas a través de la via
alternativa, como los linfocitos B y T no poseen los mecanismos alternativos para
reutilizar las purinas, ejerciendo un efecto citostatico sobre los linfocitos mayor que
sobre otro tipo de células, con lo cual, el acido micofendélico es relativamente selectivo

inhibiendo la proliferacion de linfocitos Ty B (9).

Hay dos isoformas de la IMPDH, la | predominante en célula en reposo y la IMPDH I,
enzima inducible y que se expresa predominantemente en sobre células activadas, el
MMF actua preferentemente sobre la isoforma Il del enzima, inhibiendo de forma mas

potente la proliferacién de los linfocitos activados (4).

Asi pues el efecto inhibitorio del MMF sobre la IMPDH provoca un agotamiento de los
nucledtidos de guanina e inhibiendo su sintesis de Novo en linfocitos T y B, inhibiendo
la proliferacion de los mismos, impidiendo el paso de la fase G1 a la fase S del ciclo
celular, suprimiendo la respuesta inmune celular y humoral, asi pues, el MMF
disminuye los niveles de auto anticuerpos al desarrollar su accion de forma gradual
inhibiendo fases iniciales de la proliferacién y diferenciacién de linfocitos B en lugar de
la produccidn de anticuerpos por las células plasmaticas, sus efectos a largo plazo son

utiles para atenuar el rechazo por un proceso crénico del injerto.
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Ademas inhibe la expresién de moléculas de adhesidn y el reclutamiento de células
inmunes en el foco de la inflamacidn, inhibiendo también la maduracion de células

dendriticas y la expresidn de interleucinas.

No provoca dafio en los tubulos renales, ya que no induce la produccién de factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) que induce fibrosis, a diferencia de otros

inmunosupresores (12).

Sus principales efectos téxicos son gastrointestinales, principalmente diarrea,
hematoldgicos como la anemia y leucopenia y aumento de los procesos infecciosos de

origen viral y fungico (11).

El analisis de los resultados de varios estudios multicéntricos internacionales
evaluando la eficacia del MMF en combinacién con CsA y esteroides, mostré una
reduccion significativa en la incidencia y severidad de episodios de rechazo agudo
durante el primer afio post-TC en los pacientes que recibieron MMF respecto a los que

recibieron otro antiproliferativo como la azatioprina (9).
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Figura 11: Mecanismo de accion del MMF. Adaptado de Stepkowski S.M et al. 2000.
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Teniendo en cuenta su farmacocinética, tras su administracion oral o intravenosa (IV),
el MMF se absorbe rapida y ampliamente y sufre una metabolizacién presistémica
completa a acido micofendlico (MPA) su metabolito activo. La biodisponibilidad media
del MMF tomado por via oral, determinada a partir del AUC (4rea bajo la curva de
concentraciones plasmaticas) del MPA, es del 94% con respecto a la alcanzada tras su
administracion por via IV, el plasma es la matriz de eleccion dado que el MPA se
encuentra casi exclusivamente en compartimento plasmatico, la uniéon del MPA a la
albdmina suele ser superior al 97% y se ha demostrado que varios de los farmacos que
pueden administrarse concomitantemente, como la CsA, FK y la prednisona, no tienen
efecto sobre la unién del MPA a las proteinas séricas humanas. Los alimentos no
influian en el grado de absorcién (AUC del MPA) del MMF administrado en dosis de 1,5
g dos veces al dia a receptores de un trasplante renal. En cambio, la Cmsx de MPA
disminuia en un 40% en presencia de alimentos. En el proceso de metabolizacién
desarrollado en el higado el MPA se une por conjugacién principalmente a la
glucuronil-transferasa para formar el glucurénido fendlico del MPA (MPAG), que
carece de actividad farmacoldgica. /In vivo, el MPAG se convierte en MPA libre durante
la recirculacidn entero hepdtica pudiendo contribuir del 10 al 60% del total del AUC de
concentracion. La mayor parte (aproximadamente un 87%) de la dosis se elimina con la
orina en forma de MPAG. La cantidad de farmaco excretada con la orina en forma de

MPA es insignificante (< 1% de la dosis) (13,14).
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1.2.2 INHIBIDORES DE INMUNOFILINAS (ANTICALCINEURINICOS)

A este grupo de inmunosupresores pertenecen el FK y la CsA. Inducen
inmunosupresién inhibiendo la primera fase de activacion de células T. En esta fase se
activa la transcripcién de genes que codifican linfocinas e interleuquinas (IL) que son
factores que permiten el paso de la fase GO a G1 de dichas células, impidiendo asi su
proliferacién. Dicho efecto depende de la formacidon de un complejo citoplasmatico
con su receptor proteico llamado ciclofilina, una vez formado el complejo se produce
una inhibicidon selectiva de la calcineurina, enzima dependiente de calmodulina vy
calcio, que normalmente actia como una fosfatasa que desfosforila ciertas proteinas
nucleares reguladoras, una de las cuales es NFAT, que en condiciones normales, al ser
desfosforilada atraviesa facilmente la membrana nuclear. NFAT al no poder ingresar en
el nucleo del linfocito no provoca la expresion de determinados genes involucrados en
la activacion de células T, donde cuyo papel en la expresion de citocinas IL-2, IL-4, e
interferén gamma (INF-y) en células T o de receptores de superficie como FasL o CD40L
y factor de necrosis tumoral (TNFa) en células B y el factor estimulante de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF) existiendo también evidencias de su implicacion en

la regulacién de la expresion de IL-4 e IL-5 en células mastocitos (9,15).

Los inhibidores de la calcineurina promueven la expresién de TGF-B, que también
inhibe IL-2 con la consiguiente disminucion en la generacién de linfocitos T citotdxicos;
sin embargo, también provoca el desarrollo de fibrosis intersticial, caracteristica

importante de nefrotoxicidad crénica inducida por los anticalcineurinicos.

La CsA es un undecapéptido ciclico lipofilico obtenido de los productos de

fermentacion del hongo Tolypocladium inflatum Gams (4).
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Los efectos adversos de la de la CsA, los cuales se relacionan con las concentraciones
de la droga, incluyen nefrotoxicidad, hipertension, hiperlipidemia, hiperplasia gingival,
hirsutismo y temblores por toxicidad neuroldgica; también puede inducir sindrome

urémico-hemolitico y diabetes mellitus post-TC (16).

El FK es un macrdlido aislado del Streptomyces tsukubaensis. FK se une a una proteina
intracelular distinta a la proteina de unién de la CsA, la cual se denomina FKBP-12 (FK
binding protein), sin embargo el mecanismo de accidon es el mismo, inhibir a la

calcineurina en la forma previamente descrita (9).

Ademas FK provoca una disminucién del reconocimiento antigénico y una regulacion
negativa de la cascada inflamatoria, inhibiendo la liberacion de mediadores de
mastocitos y disminuyendo la capacidad de adhesién y expresién de E-selectinas en los
vasos sanguineos (17). También al inhibir la expresién de IL-2, inhibe la proliferacién de

células NK (Natural Killer) y su efecto citotdxico (18).

Su efecto inmunosupresor es de 10 a 100 veces mayor que el de la CsA, actuando de
forma muy efectiva ante un posible rechazo por resistencia al tratamiento con CsA y

corticoides (4).

Los efectos téxicos son similares a los que genera la CsA, pero generando en mayor

grado nefrotoxicidad, diabetes post-TC y alteraciones neuroldgicas.

Existen algunas consideraciones generales que atanen tanto a FK como a CsA, ambos
se acumulan en la grasa, higado pancreas, corazén, pulmdn, bazo, nddulos linfaticos y
sangre, pero no atraviesan la membrana placentaria. Se han encontrado cantidades
significativas en leche materna, estando contraindicado la lactancia en madres con

trasplante y recibiendo estos farmacos (19).
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Las alteraciones del metabolismo lipidico, modifica su distribucion y metabolismo. En
pacientes con alteraciones hepaticas, la biodisponibilidad de ambos aumenta de forma

importante, lo que obliga a una reduccion de la dosis.

Interacciones farmacocinéticas por diversos farmacos son debidas frecuentemente a la
modulaciéon enzimatica del citocromo. P450A3, alterandose el metabolismo vy

depuracion de los anticalcineurinicos (9).
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Figura 12: Mecanismo de accion CsA y tacrolimus. Expert Reviews in Molecular Medicine 2000
Cambridge University Press.

Teniendo en cuenta la farmacocinética de la CsA, su administracién puede ser oral o
intravenosa, la absorcién a nivel gastrointestinal es variable, imprevisible e incompleta.
La biodisponibilidad aumenta durante el tratamiento, por lo que la dosis oral ha de
reducirse gradualmente para mantener concentraciones constantes del farmaco en

sangre. Se metaboliza en gran parte por enzimas hepaticas del citocromo P-450. Hay
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una serie de farmacos que influyen en la concentraciéon sanguinea de la CsA
provocando una disminucién de su concentracién por induccidn de las isoenzimas del
citocromo P-450, entre ellas la fenitoina, la rifampicina y el fenobarbital. Los
ketoconazoles y la cimetidina provocan un aumento de su concentracion a causa de la
inhibiciéon de su metabolismo y la eritromicina debido a una inhibicién de su

depuracion (20,21).

La terapia con CsA se inicia con una dosis oral de 5-6 mg/Kg cada 12 horas, los ajustes
de dosis se efectian con base en los niveles sanguineos. La monitorizacién de niveles
valle, 12 horas después de la administracidon es muy utilizada, pero la correlacién con la
exposicion a la droga es pobre (9). La medicidon de los niveles a las dos horas de la
administraciéon de dosis (C2), correlaciona en forma mas certera con el tiempo de

concentracion del drea bajo la curva (AUC) (22).

En relacion con la farmacocinética de FK hay que tener en cuenta que la
administracion del farmaco con alimentos puede disminuir su absorcion, por lo que es
recomendable que su ingesta ocurra antes de la toma de alimentos. FK se metaboliza
en el higado y es excretado en la bilis; es un sustrato de CYP3A en su metabolismo y
sus interacciones con otras drogas es similar al de la CsA, su vida media es de 8 a 11

horas (9).

Su administracién puede ser oral o intravenosa, la absorcion de FK es variable e
incompleta desde el tracto gastrointestinal. Existen grandes diferencias intra e
interindividuales en su cinética asi pues, la dosificacion debe ser individualizada. La
velocidad de absorcidon disminuye en presencia de alimentos, sin embargo la cantidad

absorbida puede ser o no ser afectada, dependiendo del tipo de alimento ingerido. Los
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pacientes pediatricos pueden exhibir una menor biodisponibilidad comparada con la
de los adultos. El volumen de distribucién (VolD), basado en plasma obtenido a 37°C es
de 5 a 65 litros por kg de peso corporal (L/kg). El VolD basado en la concentracion
plasmdtica es mucho mds alto que el VolD basado en concentraciones de sangre total.
Dicha diferencia refleja la unién de FK a los gldbulos rojos, las concentraciones en
sangre total pueden llegar a ser 12 a 67 veces mayores que las concentraciones
plasmadticas, por tanto la sangre es mas apropiada que el plasma para describir sus
caracteristicas farmacocinéticas. FK se une en alta proporcién a las proteinas (75 a
99%) principalmente a albumina y a la glicoproteina acida-ai. FK es metabolizado por
via hepatica, principalmente por las enzimas del sistema citrocromo P-450 3A. El FK es
excretado en forma de metabolitos. Menos de un 1% se elimina como tal por la orina

(23,24).

1.2.3 ANTICUERPOS MONOCLONALES, DACLIZUMAB

Daclizumab es un anticuerpo monoclonal inmunoglobulina IgG: humanizado, obtenido
mediante ingenieria genética, esta constituido por dos partes una humana(90%) y otra
murina (10%) formada por las regiones determinantes de la complementariedad (CDR)
gue son las que interactuan especificamente con el antigeno. El mecanismo de accién
se desarrolla mediante la union especifica a la subunidad o (Tac/CD25) del receptor de
interleucina-2 (IL-2R) de la superficie de los linfocitos T activados (25), impidiendo asi
la unidén y actividad bioldgica de la IL-2, mediante un antagonismo competitivo,
inhibiendo de esta forma la activacion de los linfocitos, mecanismo determinante en la
respuesta inmune celular implicada en el rechazo del injerto, tras el reconocimiento de

antigenos extrafios por las células T (CD4), secrecién de IL-2 la cual induce la expansién
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clonal de linfocitos T mediante la fijacion a su receptor de alta afinidad sobre la

superficie de las células T activadas por el antigeno.

El receptor de la IL-2, estd constituido por tres cadenas de proteinas transmembrana;
o (CD25), B (CD122) y y (CD132). El nivel de expresién de CD25 es bajo en linfocitos T
en reposo, pero se ve inducido por la estimulacién alogénica del injerto, CD25 no
traduce sefial pero es la responsable de la asociacion de IL-2 con las cadenas By, lo
gue a su vez provoca que la célula T activada entre en mitosis provocando la
proliferacién celular (25). Aunque la accién bloqueadora de daclizumab inhibe la via
jak/STAT, su accidn antagonista puede ser revertida en presencia de dosis altas de IL-2,
ademas daclizumab lleva a cabo su funcidon inmunomoduladora interviniendo en otros
mecanismos; endocitosis del complejo daclizumab/IL-2R, interfiriendo con la via de
sefializacion IL-15 e inhibiendo la expresidon de moléculas coestimuladoras (CD40L) y la
sintesis de INF-y (26-28). Daclizumab tiene un perfil de toxicidad muy benigno al
presentar poca inmunogenicidad y no inducir la sintesis de anticuerpos clinicamente
relevantes, no incrementa el nimero de infecciones oportunistas ni trastornos
linfoproliferativos, no se asocia a un porcentaje elevado de reacciones anafilacticas y
no incrementa la incidencia de efectos adversos producidos por los glucocorticoides y
los anticalcineurinicos y utilizdndose en conjunto se reduce de forma significativa la

incidencia de reacciones agudas de rechazo (29,30).

Farmacocinética de daclizumab:

Una dosis de 1mg/Kg cada dos semanas hasta un total de cinco dosis, mantiene las
concentraciones séricas suficientes para saturar los IL-2R durante mas de 90 dias

posteriores al trasplante.
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Tiene un pequeio volumen de distribucién (5,3L) y un aclaramiento plasmatico de 15,1
ml/h en un varén de 45 afios y 80 kilos de peso. El aclaramiento depende del peso,
aumentando 0,6 ml/h por cada 10 Kg de exceso y disminuyendo en 0,9 ml/h por cada
10 Kg de defecto, justificandose asi la dosificaciéon en mg/Kg de peso. También puede
verse influido en menor medida por el sexo, raza, edad y la proteinuria. El tiempo de
semi-vida medio es similar al de la inmunoglobulina G (IgG) humana, un promedio de

480 horas (25).

1.2.4 CORTICOSTEROIDES, PREDNISONA

Su accién terapéutica se basa en su conocida eficacia antiinflamatoria e
inmunosupresora. La prednisona es uno de los corticoides mas utilizados en clinica, es
un farmaco activo por via oral, que se metaboliza en el higado a prednisolona,
alcanzando asi la forma activa. De acuerdo al efecto terapéutico se clasifica como de

accion intermedia, entre 12 y 36 horas (31).

Se han descrito acciones rapidas no gendmicas de los glucocorticoides (GC) de accidn
inmediata, mediados por receptores de membrana, por receptores citosélicos vy
mediante la interaccidon con la membrana plasmatica alterando sus caracteristicas
propias. En definitiva, provocando alteraciones en los procesos de fosforilacidn,

movilizacion del calcio, alterando las cascadas de sefializacién intracelular (32,33).

También se han descrito acciones que dependen de la capacidad de activar su receptor
intracelular y modificar la expresién génica. A través de estos cambios, los GC inhiben
la sintesis, liberacién y accidon de citoquinas y otros mediadores que promueven la
respuesta inflamatoria o inmune. Incluyendo citoquinas proinflamatorias como la IL-1,
IL-6 y TNF-a, citoquinas de expansién clonal como IL-2, IL-12, IL-4,IL-5 e INF-y, factores
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estimulantes de colonias como (GM-CSF) y quimioquinas como RANTES, MIP-a o
moléculas de adhesién como ICAM-1, ELAM-1 y E-Selectina, mediadores de la
inflamacién como bradiquinina, histamina, eicosanoides y o6xido nitrico, asi como
moléculas involucradas en la presentacion de antigenos como el complejo mayor de

histocompatibilidad de tipo 11 (34,35).

Dado su caracter no polar, los GC atraviesan libremente las membranas y se unen a un
receptor especifico citoplasmdtico, receptor de glucocorticoide humano (HGR).
Pertenece a la super familia de hormonas esteroideas con acciéon a nivel nuclear,
actuando como factor de transcripcidn regulado por ligando, que le permite reconocer
y unirse a secuencias especificas del ADN, conocidas como elementos de la respuesta
hormonal (HREs). Tras interaccionar con la cadena nucleotidica alteran el nivel de
transcripciéon del gen asociado, controlando la expresién de genes involucrados en
procesos inflamatorios, del metabolismo lipidico, glucidico y de respuesta a estrés (36).
Este receptor estd codificado por el gen NR3C1, localizado en el brazo corto del
cromosoma 9. Esta constituido por 777 aminoacidos, organizados en tres dominios
principales funcionalmente distintos. Dominio N terminal o inmunogénico,
independiente de ligando que interacciona con las moléculas necesarias para el inicio

de la transcripcion, coactivadores, ARN polimerasa Il, etc (37).

El dominio C-terminal de unién a ligando, esta constituido por 12a hélices y 4 hojas
B que generan la estructura de unién en forma de bolsillo y de anclaje al
glucocorticoide, que una vez unido provoca un cambio conformacional del receptor. El

dominio central o de union al ADN contiene dos enlaces de Zinc a través de los cuales
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se une a secuencias especificas de ADN, ademds contiene secuencias importantes para

la dimerizacidn del receptor y su translocacion al nucleo (38).

En ausencia de ligando, el HGR inactivo, se encuentra en el citoplasma formando un
complejo proteico que incluye proteinas chaperonas como Hsp70 y Hsp90,
inmunofilinas, MAP quinasas, unidas a través del extremo C-terminal (39,40),
formando un complejo heterodimérico que posee la secuencia necesaria para la
migracion del receptor activado hacia el nucleo. Una se ves se une a su ligando el
heterodimero se disocia, desenmascarando un dominio de localizacién nuclear que
induce la translocacion al nucleo (4,41). Una vez en el nucleo, el HGR a través de su
dominio central se une a los lugares de union de ADN especificos, conocidos como
elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE), la interaccién de los dimeros de
HRG-GC con la doble hélice da lugar a dos mecanismos de accién; transactivaciéon o
induccion de la transcripcidon de genes antiinflamatorios y transrepresion o represiéon

de la transcripcién de genes proinflamatorios (42).

La transrepresion puede acontecer de dos formas, directamente uniéndose a
determinadas secuencias de ADN y compitiendo con factores de transcripcién por el
sitio de unién reprimiendo asi la expresidn de genes proinflamatorios como en el caso
del promotor del Fas ligando (Fas L) (43,44) o impidiendo la accidn de la enzima
histona acetil-transferasa (HAT) (45) y de forma indirecta mediante interacciones
proteina-proteina como en el caso de la interaccion directa con factores de
transcripcion como NF-kB evitando la union a su sitio especifico en el ADN vy
provocando un aumentando del inhibidor IkBa evitando la sintesis de IL-8,

guimioquinas, moléculas de adhesidon celular, evitando un efecto proinflamatorio,
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blogueando a T-bet o la proteina activadora 1 (AP1), NF-AT o STAT5 o incluso
compitiendo contra ellos mediante el secuestro de sus coactivadores necesarios para

su funcién (46,47).

Los mecanismos de transactivacién de genes antiinflamatorios tienen lugar mediante
la unién del heterodimero en la regién GRE, aumentando la expresiéon de genes
antiinflamatorios, la mayoria de las acciones de estos farmacos tienen lugar debido a
este mecanismo, asi como sus efectos secundarios. Inducen asi la sintesis de
anexina-1, lipocortina, IkBa que bloquea la translocacion al nudcleo impidiendo la
expresion génica, IL-10 o la MAPK fosfatasal, que defosforila e inactiva la JUN quinasa
bloqueando la cascada inflamatoria e inhibiendo la actividad de la fosfolipasa A2, que
interviene en la sintesis de acido araquiddnico, provocando la disminuciéon de
leucotrienos y prostaglandinas, mediadores de la inflamacién y por consiguiente

alterando al capacidad de infiltracion de los leucocitos (4,45).
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Figura 13: Mecanismo de accion inmunosupresora glucocorticoides GRE (47).
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Los efectos adversos se deben a que estos farmacos afectan a casi todo el organismo
provocando desde estimulaciéon del SNC desencadenando cuadros psicéticos,
hipercorticolismo iatrogénico como consecuencia de una terapia crénica o una
insuficiencia adrenal al suspender de forma brusca la misma, hiperglobulia,
hipercolesterolemia, intolerancia a la glucosa, miopatia esteroidea, trastornos
digestivos, alteraciones cutdneas o edemas por retencion de agua y sodio con riesgo

de generar hipertension e insuficiencia cardiaca (31).

Farmacocinética de GC:

La prednisona es un glucocorticoide que por via oral se absorbe casi por completo, los
tiempos de concentracion maxima (tmax) se alcanzan via oral alrededor de los 90
minutos, se hallan ampliamente a la albamina, sus voliumenes de distribucién oscilan
entre 0.5y 2 I/Kg. Se metaboliza en el higado y los metabolitos resultantes se conjugan
con glucurdnico o sulfato eliminandose via biliar o renal. El tiempo de semi-vida media
es menor que la duracién de su efecto, siendo ambos de 1 hora y de 18 a 36 horas
respectivamente, parametros que se ven alterados ante una insuficiencia hepatica o

renal (31).

1.2.5 ANTIPROLIFERATIVOS O ANTAGONISTAS RECEPTOR IL2 O mTOR,
EVEROLIMUS

Everolimus, es un inhibidor de la sefial de proliferacién, ejerce su efecto
inmunosupresor inhibiendo la proliferacién de las células T activadas por antigeno, y

por consiguiente la expansidn clonal, de las células T activadas por antigenos, lo cual

esta dirigido por las interleucinas IL-2 e IL-15.

Pagina | 36



INTRODUCCION

Everolimus inhibe una via de sefializacidn intracelular que normalmente conduce a la
proliferaciéon celular cuando ha sido producida por la unién de estos factores del
crecimiento de las células T a sus receptores respectivos. El bloqueo de esta sefial
detiene a las células en la etapa Gi del ciclo celular. A nivel molecular, everolimus
forma un complejo con la proteina citopldsmica FKBP-12, que se une e inhibe a m-TOR,
quinasa clave en la regulacion del ciclo celular. En presencia del everolimus, se inhibio
la fosforilacion de la proteina quinasa p70 S6 ribosomal, sustrato de m-TOR,
estimulada por el factor de crecimiento. Como la fosforilacidon de la p70 S6 quinasa
esta bajo el control del FRAP (también llamado m-TOR), este hallazgo sugiere que el
complejo everolimus - FKBP-12 se une y, por ello, interfiere con la funcién del FRAP. El
FRAP es una proteina reguladora clave que gobierna el metabolismo celular, el
crecimiento y la proliferacion; la inhabilitacién de la funcién del FRAP explica entonces

la detencidn del ciclo celular causado por el everolimus (48).

Farmacocinética de everolimus:

Las concentraciones pico de everolimus se alcanzan 1 a 2 horas después de la
administracion de una dosis oral. Las concentraciones sanguineas de everolimus en
pacientes trasplantados son proporcionales a la dosis en un rango de dosis de 0.25 a

15 mg.

El efecto de los alimentos se traduce de tal forma que la Cmax ¥ €l AUC del farmaco, se
reducen un 60 y un 16% respectivamente, cuando se administran con una dieta rica en

grasas en comparacion con la administracidén en ayunas.

En cuanto a su distribucion, la relacion sangre/plasma de everolimus, que es

dependiente de la concentracion en el rango de 5 a 5000 ng/ml es de 17% a 73%. La
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union a proteinas plasmaticas es aproximadamente de 74% en sujetos sanos vy

pacientes con dafio hepatico moderado.

El everolimus es un sustrato del CYP3A4 y de la glicoproteina P. Las principales vias

metabdlicas identificadas en el hombre fueron mono-hidroxilaciones y

O-dealquilaciones. Por hidrdlisis de la lactona ciclica, se formaron dos metabolitos
principales. El principal componente circulante en la sangre fue el everolimus.
Probablemente ninguno de los metabolitos principales contribuye significativamente

con la actividad inmunosupresora del everolimus.

Después de una dosis Unica de everolimus radio marcado a pacientes trasplantados
que recibieron CsA, se recuperd la mayoria (80%) de la radioactividad de las heces y
sélo una minima cantidad (5%) se excretd en orina. No se detecté el farmaco original
en orina o en heces (49,50). Los efectos adversos de everolimus son varios, produce
hipercolesterolemia, leucopenia, hipertrigliceridemia, trombocitopenia y anemia,
efectos reversibles que desaparecen al reducir la dosis y la exposicion al farmaco.

Potencian la nefrotoxicidad de los anticalcineurinicos (51).

En la tabla nimero 2 se detalla el mecanismo de accién, la toxicidad y la dosificacion

farmacoldgica utilizada en nuestro grupo de estudio en la unidad de TC del H.G.U.G.M.
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FARMACO

MECANISMO DE
ACCION

TOXICIDAD

DOSIFICACION

Micofenolato

Inhibidor de la
proliferacion de
linfocitos Ty B,
bloqueando la sintesis
de purinas inhibiendo la
losina monofosfato

Alteraciones
gastrointestinales, anemia,
leucopenia y aumento de
infecciones fungicas y viricas.

1000 mg IV en fase
de induccion. Fase
de mantenimiento,
dosificacion en
funcion de niveles

Ciclosporina A

n sangre.
deshidrogenasa € gre
. L, Nefrotoxicidad, hipertension,
Inhiben la activacién de diabetes v toxicidad
linfocitos T, inhibiendo y Fase de

la calcineurina
impidiendo la expresion
de genes activadores.
Inhibicidn de la sintesis

neuroldgica, hirsutismo y
sindrome urémico
hemolitico.

De 10 a 100 veces mas

mantenimiento
dosificacion en
funcion de niveles
en sangre.

subunidad CD25 del
receptor de IL-2

Tacrolimus de IL-2 potente, incrementando su
toxicidad.
Modifican la expresidn Dislipemia, hipertension, 500 mg intravenosos
génica, inhibiendo insuficiencia cardiaca, fase de induccidn.
Corticoides sintesis y liberacion intolerancia a la glucosa. Fase de
desencadenantes de la Trastornos digestivos, mantenimiento
respuesta inmune. miopatia. forma oral.
Inhibe la activacién de
linfocitos T mediante . .
. - e Perfil de toxicidad muy ,
Daclizumab unién especifica a la 1 mg/kg (dia 0y 14)

benigno.

1.3 PROBLEMAS DERIVADOS DE LA INMUNOSUPRESION

El objetivo de la terapia inmunosupresora en el trasplante cardiaco, es proteger el

injerto frente a la respuesta del sistema inmunitario del receptor y asi evitar el rechazo

del 6rgano trasplantado. La utilizacion de forma continuada, de este tipo de fdrmacos

inmunosupresores favorece la apariciéon de procesos infecciosos y el desarrollo de

distintos trastornos autoinmunes, asi como procesos tumorales y enfermedades

linfoproliferativas.
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Debemos anadir a este tipo de trastornos, los asociados a la toxicidad propiamente
dicha de los farmacos inmunosupresores sobre todo el efecto nefrotdéxico que

compromete en gran medida la calidad de vida del receptor (52).

1.3.1 INFECCION

A nivel global la incidencia del desarrollo de procesos infecciosos oscila entre el 30% y
el 60%, siendo mas frecuentemente éstos de origen bacteriano, seguido de las
infecciones viricas, las fungicas y las ocasionadas por protozoos, manifestandose con

mas frecuencia durante los primeros tres meses post-TC (53).

Durante el periodo post-TC inferior al primer mes, la mayoria de las infecciones son
bacterianas, debido a colonizaciones por patégenos nosocomiales, por resistencias
generadas debido al uso de antibidticos y relacionadas con el proceso quirurgico y

durante el post-operatorio.

Durante el periodo comprendido entre el primer y el sexto mes post-trasplante
abundan las infecciones viricas y fungicas, debido a la activacion de infecciones

latentes tanto en el injerto como en el propio receptor.

A partir del sexto mes post-TC, el riesgo de infeccidn persiste debido a la presencia de
las denominadas infecciones comunitarias, que provocan procesos infecciosos crénicos
muy dafiinos para el injerto, como la neumonia de la comunidad, infecciones del tracto
urinario, sindrome respiratorio agudo e infecciones virales tardias como

citomegalovirus o hepatitis By C (54,55).

Para poder llegar a un equilibrio entre la profilaxis de rechazo y la respuesta inmune

necesaria para evitar el desarrollo de procesos infecciosos, la determinacion del estado
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de inmunosupresion se realiza mediante la cuantificacion de los niveles de farmacos
inmunosupresores en sangre, se ha observado que la determinacion de los niveles de
farmaco en sangre no refleja por si sola el efecto fisioldgico real de la terapia
inmunosupresora sobre los pardmetros inmunolégicos medidos (56), viéndonos
obligados a desarrollar otras estrategias de monitorizacidon inmunoldgica para prevenir

la infeccion y el rechazo.

Para evitar el rechazo del injerto y las complicaciones derivadas del tratamiento con
farmacos inmunosupresores, es necesario monitorizar las alteraciones de la inmunidad

celular y humoral del paciente trasplantado.

La medicion de inmunoglobulinas séricas, subclases de inmunoglobulina G y la
titulacién de anticuerpos especificos, permite valorar el estado de la inmunidad

humoral adquirida de nuestro grupo de estudio.

La hipogammaglobulinemia se clasifica en funcién de los valores medidos de IgG como,
leve con valores que oscilan entre 500 y 700 mg/dL, moderada si los valores se
encuentran entre 350-500 mg/dL o severa si hablamos de niveles de 1gG menores de
350 mg/dL (57). Estudios realizados en el entorno del trasplante cardiaco en el
Hospital Gregorio Marandn, asociaron niveles de IgG pre-TC (pre-trasplante cardiaco)
menores de 1055 mg/dL, 1gG1 pre-TC menores de 695 mg/dL y valores de IgG post-
trasplante menores de 589 mg/dL con un aumento de riesgo a desarrollar infecciones

(58).

La determinacion de los niveles de anticuerpos especificos como los anticuerpos
antineumococo, nos dan informacién acerca de la capacidad de respuesta del

organismo ante dicho patdgeno, observandose en distintos estudios una asociacién
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entre el desarrollo de infecciones respiratorias y una respuesta inmune reducida frente
al neumococo, observandose niveles de IgG anti-neumococo muy bajas, menores de
20 mg/dL (59), pudiendo valorar asi valores bajos de estos parametros como marcador

de riesgo de infeccidn.

La determinaciéon en suero de factores del complemento C3 y C4 nos proporcionan
informacidn sobre la respuesta humoral innata, la cual juega un papel importante en la
defensa temprana contra agentes infecciosos. Se ha observado que los niveles de C3y
Cs disminuyen tras el trasplante y en aquellos casos en los que al mes post-trasplante
los niveles de Cs eran bajos presentaban mds eventos infecciosos que aquellos en los

que los niveles estaban dentro de los rangos de la normalidad (60).

La monitorizacidon de las subpoblaciones linfocitarias T CD4, T CD8 y de neutrdfilos,
como parametros para evaluar la inmunidad celular, son muy Utiles para detectar el
riesgo de desarrollar infeccién, en este contexto se correlacionaron, niveles bajos de

linfocitos T CD4 con riesgo a sufrir infeccion (61).

La neutropenia se considera un riesgo asociado al desarrollo de procesos infecciosos
en trasplantados de dérgano sdlido, sin embargo se ha podido relacionar el desarrollo
de infecciones bacterianas y fungicas en individuos con neutrofilia marcada empleando
este parametro como marcador de infecciones ocultas que predisponen al desarrollo

activo de la infeccion (62).
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1.3.2 RECHAZO

La causa principal del rechazo del injerto y posterior pérdida del mismo, se debe
principalmente a las reacciones inmunoldgicas del receptor frente a los antigenos

celulares del donante. Asi pues hay tres tipos distintos de rechazo:

Rechazo hiperagudo, causado por anticuerpos preexistentes, el cual acontece a las
pocas horas o minutos tras la restitucidn de la circulacion sanguinea el injerto. No es
habitual, pues se llevan a cabo una serie de pruebas previas para valorar la

compatibilidad del érgano trasplantado.

Rechazo agudo, se produce debido a una escasa inmunosupresion o a la presencia de
enfermedades que afectan al drgano trasplantado, en este caso es bastante habitual y

acontece durante los primeros meses post-TC.

Rechazo crénico, se debe a lesiones producidas sobre el érgano trasplantado por
episodios de rechazos agudos, los cuales provocan la aparicidon de tejido cicatricial y
pérdida de la funcion del injerto, evolucionando hasta la pérdida total del mismo (63-
65). En estos casos determinadas citocinas son los pardmetros de inmunidad humoral

gue estudiados pueden prevenir de forma precoz el rechazo.

Se ha observado que niveles altos de IL-10 y niveles bajos de INFy muestran un buen

prondstico tras el trasplante (66).

Una disminucién de la expresion génica por debajo del 30% tras la administraciéon de
farmacos inmunosupresores, de los genes de citocinas regulados por el factor nuclear
NFAT, como son la IL-2, INFy y GM-CSF, evolucionan de forma favorable sin mostrar

episodios de rechazo (67).
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Las células T CD4, intervienen de forma activa en la activacion y diferenciacion de
células T CD8 citotdxicas, activacion del sistema del complemento y en el
desencadenamiento de los distintos mecanismos proinflamatorios generando sobre el
injerto distintos episodios de rechazo (68), asi pues, mediante el estudio de
determinados parametros pertenecientes a la inmunidad celular como pueden ser las
frecuencias de células T CD8 y T CD4 de memoria, células reguladoras
(CD4/CD25 + Fox P3), la frecuencia de células T CD4 inmaduras y la distribucién de las
distintas subpoblaciones celulares y su grado de maduracién y activacién que
caracterizan a los pacientes con rechazo (69), podriamos hacer un diagndstico precoz

del rechazo del injerto.

1.3.3 TOXICIDAD FARMACOLOGICA, INHIBIDORES DE LA CALCINEURINA

1.3.3.1 DISFUNCION RENAL

La relacidn entre enfermedad renal y toxicidad por farmacos es doble, por un lado estd
el efecto téxico que ejerce directamente el farmaco sobre el rifidn y por otro lado la
enfermedad renal, la cual puede afectar a la eliminacién de sustancias cuya

acumulacién puede provocar toxicidad.

Los receptores de trasplante cardiaco, con frecuencia presentan disfuncién renal,
como resultado de afios de insuficiencia cardiaca crdnica, ademas en este tipo de
trasplante se mantienen los niveles valle para CsA hasta un 30% mayores que en

otros trasplante de drgano sélido.

La nefrotoxicidad por la utilizacion de estos farmacos puede ser aguda, en estos casos,
es de origen funcional, reversible y dependiente de dosis, respondiendo bien a la

suspension del tratamiento. Afecta fundamentalmente a vasos sanguineos y a tubulos
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ocasionando disfuncion endotelial provocada por vasoconstriccion de la arteriola
aferente y eferente como consecuencia de un desequilibrio entre sustancias
vasoconstrictoras y vasodilatadoras generando un aumento del tono vasomotor que
reduce el flujo plasmatico renal y el filtrado glomerular. La disminucion de sustancias
vasodilatadoras como el dxido nitrico por inhibicidon de la dxido nitrico sintetasa y la
liberacion de prostaglandinas, un aumento de agentes vasoconstrictores como
tromboxanos, endotelina-1 y la alteracién del sistema renina-angiotensina junto con
un aumento de la actividad simpadtica intrarenal, generan una disfunciéon glomerular

aguda (70,71).

Esta alteracion renal a la que conduce esta situacion se traduce clinicamente en un
aumento de la retencion del sodio y agua, aumento de la secrecién de potasio y
disminucion de la reabsorcién de magnesio y bicarbonato y de la secrecién de acido

urico generando acidosis metabdlica por efecto téxico tubular (70).

La nefrotoxicidad crénica producida por los anticalcineurinicos se manifiesta en forma
en forma de disfuncién renal crénica, debido a dafio vascular y glomerular, anomalias

en la funcién tubular y aumento de la presion arterial (72).

La toxicidad tubular puede comenzar con el inicio del tratamiento, posteriormente se

observa lesidn vascular e intersticial y finalmente fibrosis intersticial.

El marcador histolégico principal es la hialinosis arteriolar, es una necrosis miointimal y
depdsito proteico a nivel de la tunica media de la arteriola eferente, estos dafios
isquémicos con vasculopatia y la toxicidad tubular generan atrofia tubular y fibrosis

intersticial (73).
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Inhibideres de la calcineurina
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Figura 14: Mecanismo nefrotéxico de los inhibidores de la calcineurina (70).

La CsA, favorece la entrada de calcio a nivel intracelular provocando un aumento de la
contraccion de las células mesangiales, reduciendo el filtrado glomerular, la
disminucion de la sintesis de prostaglandina E; contribuye a la vasoconstriccion
intensa, administrando bloqueantes del calcio y una infusién de prostaglandinas,
revierte el efecto téxico del inmunosupresor. Ademds estimula la sintesis de

endotelina-1 por las células epiteliales tubulares y mesangiales e interfiere en la accién
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vasodilatadora del 6xido nitrico, potenciando aun mas el efecto vasoconstrictor. El
tromboxano A; y su metabolito tromboxano B, mediante se efecto vasoconstrictor
favorecen los fendmenos de glomeruloesclerosis, induciendo la proliferacion de células
mesangiales que junto con la estimulacién de la funcion de los fibroblastos,
macrofagos y neutrofilos, provocan un aumento de tejido fibroso en el foco

inflamatorio (74).

Las lesiones vasculares consisten en, depdsitos del complemento, inmunoglobulina M
(IgM) y fibrina, depositado sobre la pared arteriolar obstruyendo la luz vascular. A nivel
tubular pueden detectarse cuerpos de inclusion, vacuolizaciéon y micro calcificaciones.
Las lesiones glomerulares son inducidas por la reduccién de la perfusion renal. Este
patrén de isquemia renal suele ser focal, apareciendo de forma alterna, areas dafiadas
con otras bien preservadas en su arquitectura, generando un patrén de fibrosis

intersticial tipico denominado patrén “en bandas” (73,74).

1.3.3.2 MICROANGIOPATIA TROMBOTICA (MAT)

En ocasiones los anticalcineurinicos pueden inducir un cuadro de S.U.H de tipo
idiosincrasico, con los hallazgos caracteristicos de la anemia microangiopatica, con
disminucion de la hemoglobina, trombocitopenia, aumento de la bilirrubina indirecta,
del enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y presencia de esquistocitos en sangre

periférica (70).

La MAT compromete pequeiios vasos y se caracteriza por trombos plaquetarios
provocando plaguetopenia, isquemia y anemia hemolitica, debido a la fragmentacidn

de eritrocitos en la microcirculacidn, por la accidn tdxica que ejerce de forma directa el
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inmunosupresor sobre las células endoteliales, al inducir la vasoconstriccion de la

musculatura vascular (75).

Es una complicacién infrecuente, independiente del tiempo de trasplante y en muchas
ocasiones concomitante con infeccion, lo que tiende a ocultar el diagndstico. La MAT
asociada al uso de inmunosupresores anticalcineurinicos en trasplante de érgano
sélido se estima presente con una incidencia del 1-4,7%. El diagndstico se obtiene
mediante biopsia renal que evidencie la presencia de trombos en las asas capilares
glomerulares. Pueden obviarse la biopsia si aparecen esquistocitos en sangre periférica

y una disminucion de la haptoglobina sérica.

1.3.3.3 COMPLICACIONES NEUROLOGICAS

La utilizacion de inhibidores de la calcineurina se ha asociado también a
complicaciones neuroldgicas en un 15-40% de los pacientes tratados (76) y las
complicaciones mas frecuentemente descritas son la convulsién, compromiso de
conciencia y temblores. Se ha descrito con relativa frecuencia la aparicion del
sindrome de hiperperfusidn cerebral, consistente en cuadros reversibles de cefalea,
alteracion visual, somnolencia y convulsiones, asociadas a leucoencefalopatia en
I6bulos occipitales, en pacientes tratados con anticalcineurinicos en los cuales los
niveles plasmaticos eran mas elevados (77). La toxicidad del farmaco es reversible,

pues desaparecian los sintomas al retirar o disminuir la dosis del mismo (78).

1.3.3.4 COMPLICACIONES METABOLICAS
El uso terapéutico de los anticalcineurinicos también esta asociado a la aparicion de
trastornos metabdlicos como el sindrome de resistencia a insulina (SRI) o la

hiperuricemia.
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Farmacos como CsA y el FK se pueden relacionar con la aparicién del SRI mediante la
inhibicion de la actividad de la calmodulina unida al calcio, provocando una
disminucion de la activacion de la protein-quinasa AMP-dependiente, que a su vez
inhibe a la enzima malonil-CoA, que regula la sintesis de dacidos grasos libres vy
triglicéridos. El aumento de este enzima, la hipomagnesemia, el déficit secretor de
insulina y la gran afinidad que presentan estos farmacos por las moléculas
transportadoras de lipoproteinas, favorecen la diabetes post-trasplante y la dislipemia,

componentes de la SRI (79).

La hiperuricemia post-trasplante es una complicacidon que aparece entre el 20-50% de
los trasplantados, y esta vinculada al uso de anticalcineurinicos. Estos farmacos
producen disminucion de la secrecion tubular distal del dcido Urico, traduciéndose en
el incremento de los niveles séricos del mismo (80). Los depdsitos de uratos a nivel del
intersticio renal facilitan la respuesta inflamatoria local con reclutamiento de células
inmunes, activacion del complemento, liberacion de citoquinas pro-inflamatorias y
dafio estructural final. Ademas este trastorno metabdlico contribuye a la aparicién de

arteriolopatia aferente, glomeruloesclerosis e hipertension pre-glomerular (81,82).

1.3.3.5 FARMACOGENETICA DE LOS INMUNOSUPRESORES

Existe una gran variedad interindividual entre las dosis necesarias para alcanzar los
niveles sanguineos terapéuticos y de seguridad de estos farmacos. La variacién en los
genes que codifican las proteinas implicadas en la absorcidon y metabolizacion de los
farmacos pueden condicionar la concentracién sanguinea del principio farmacolégico

activo, actuando a nivel de su absorcién condicionando la cantidad de farmaco que
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pasa a la sangre o en el higado generando moléculas terapéuticamente activas o no, e

incluso modificando al farmaco o a sus metabolitos para facilitar su eliminacion.

El principal determinante de la variabilidad interindividual en la dosis de FK es la
actividad del citocromo P450-3A5, codificado por el gen CYP3A5, de todos los
polimorfismos de este gen, un cambio de un solo nucleétido conocido como
CYP3A5*3, el principal regulador de la dosis éptima (86-87). El RNAm resultante tendra
una secuencia andmala, sera eliminado por la célula y no se sintetizara la proteina
correspondiente. La presencia de una copia o dos copias del polimorfismo, permiten
clasificar a cada paciente como metabolizador lento, aquellos que presentan dos
copias iguales del polimorfismo, metabolizador intermedio aquellos que al menos
presentan una copia del gen normal y metabolizadores rdpidos en los que ambas
copias del gen son normales, estos uUltimos necesitan mds dosis de farmaco para
alcanzar niveles terapéuticos (88-92). El 80% de los caucasicos son metabolizadores
lentos, es decir, homocigotos para el alelo CYP3A5*3 y la mayoria de sujetos de raza

negra son metabolizadores rdpidos (93,94).

La presencia de distintos tipos de polimorfismos y distintas isoformas de citocromo
P450 implicadas en la metabolizacién del farmaco, como CYP3A4, dificultan Ia

clasificacion de los distintos fenotipos de metabolizador (95,96).

El gen ABCB1 codifica para PgP, una proteina que se expresa en muchos tipos celulares
y regularia la absorcién intestinal de muchos farmacos. Se ha descrito una relacién
entre un polimorfismo en el exdn 26 de este gen y la expresidon intestinal de esta

proteina, por lo que podria condicionar los requerimientos de dosis de varios farmacos
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(94,97). La expresidon de PgP en células renales podria condicionar la cantidad de FK

que accede al interior de las células y asi su nivel de toxicidad.

No podemos dejar de comentar el aspecto del uso concomitante de este tipo de
farmacos con otros que potencian el efecto nefrotéxico, como aquellos que inhiban la
accion de CYP3A que reducen el metabolismo de los anticalcineurinicos potenciando
su efecto toxico como el ketoconazol, los bloqueantes del canal del calcio no
dihidropiridinicos, utilizados como antihipertensivos o los aminoglucésidos y algunos
farmacos antidepresivos. Igualmente, la interaccién con farmacos que estimulan la
expresion de CYP3A provoca la caida de los niveles plasmaticos de anticalcineurinicos
aumentando el riesgo de rechazo. Un ejemplo claro son los anticonvulsivantes como la

fenitoina y el fenobarbital que disminuyen al 50% la biodisponibilidad de CsA (98).

1.4 EVALUACION DE NUEVOS BIOMARCADORES COMO PREDICTORES DE

RECHAZO AGUDO DEL INJERTO

Mediante este estudio, pretendemos evaluar la relacidon entre los niveles de distintas
moléculas de naturaleza proteica en el periodo post-TC y el fendmeno de rechazo,
intentando adquirir un mayor conocimiento del desarrollo de procesos de rechazo

agudo del injerto.

Ademas intentaremos identificar nuevos biomarcadores que nos ayuden a monitorizar
el estado del injerto mejorando la capacidad de detectar el riesgo de rechazo y poder
valorar su estado funcional sin necesidad de realizar pruebas invasivas como la

obtencion de biopsias del injerto, practica en vigor en la actualidad.
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Basandonos en trabajos previos mediante la utilizacién de microarrays de expresiéon de
RNAm de distintos genes sobre muestras de biopsias de trasplantes de rifién y corazén
que sufrieron procesos de rechazo agudo del injerto, fueron identificados el producto
de 45 genes que se vieron sobre expresados y detectados en sangre en comparacién
con muestras control procedente de injertos estables (99).

Mediante la cuantificacion en suero de las proteinas derivadas de dichos RNAm, se han
seleccionado 9 proteinas para estudiar su posible implicacién en el rechazo cardiaco y

su valor predictivo como biomarcadores en este contexto.

1.4.1 FETUINA B

Junto con la fetuina A, forma parte de la superfamilia tipo 3 de las cistatinas (100), son
proteinas principalmente de sintesis hepdtica, constituidas por una cadena
polipeptidica de 382 aminoacidos y un peso molecular (pm) de 43 kilodaltons (KDa)
(101). La fetuina B y la fetuina A, comparten gran similitud en su estructura, hasta un
28%, suponiendo asi que también compartirian funcionalidad (102,103). La fetuina A
es considerada un inhibidor endégeno de la calcificacién vascular, (104) proteina
circulante de sintesis hepatica que constituye la mayor parte de la banda a-2 del
espectro electroforético de las proteinas séricas, la cual formando esferas transitorias
coloidales de fetuina, calcio y fosfato, inhiben la precipitacidn de fosfato cdlcico en los
tejidos (105,106). Niveles elevados de fetuina A, se asocian con calcificacién vascular
menos severa, (107-109) con una mayor supervivencia y menor incidencia de muerte
en individuos con enfermedad vascular por procesos de calcificacion (110-114). En
estudios realizados con ratones modificados genéticamente, deficientes en fetuina A,

aumentaba la expresion de TGF-f3, causante del proceso de fibrogénesis, observandose
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disfuncion cardiaca severa por aumento del remodelado ventricular, inducido por
calcificacion y fibrosis (115). Ademads participa en la desactivacidon de macréfagos como

mediador antiinflamatorio y es regulada como reactante negativo de fase aguda (116).

Sin embargo, fetuina B tiene menos capacidad de inhibicién de los procesos de
calcificacién, pues al analizar la estructura proteica, se observé que el dominio de
unién al calcio parecia no ser funcional, (117) pero esta implicada en el metabolismo
lipidico y en los procesos de apoptosis (118,119). Investigando la expresiéon de
proteinas en suero mediante un andlisis proteémico, en pacientes con infarto agudo
de miocardio (IAM) y angina de pecho estable, una de las proteinas que se expresaban
en gran cantidad en pacientes con IAM en comparacion con el resto de pacientes fue la
fetuina B (120). La migracién de células inmunes hacia la placa de ateroma la
predisponen a su rotura formando trombocitos, (121,122) el tratamiento con fetuina B
recombinante aumenta la migracion de monocitos y macréfagos hacia la placa de
ateroma, también eleva la activaciéon de metaloproteasa 2 (MMP-2) en monocitos y la
produccién de TNF-o, e IL-6 por los macréfagos de forma dosis- dependiente con la
concentracion de fetuina B (120). La adiccion de fetuina B recombinante sobre la placa
de ateroma en la arteria coronaria provocaba aumento de macréfagos y una
disminucion del coldgeno (120). Hay suficientes evidencias que indican que los
procesos de calcificacion de la placa, pueden contribuir en cierta medida a su
estabilizacién, protegiéndole de su ruptura y formacién de trombocitos (123-125). La
administracion de fetuina B sobre las arterias de ratén con placa en formacién, inducia
la ruptura y disminuia la cantidad de colageno en formacion en las células de la
musculatura lisa vascular (VSMC), (120) la infiltraciéon de células inmunes, monocitos,

macrofagos y células T, juegan un papel esencial en el proceso de la formacién de la
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placa arterioesclerética. Los monocitos actuan directamente, a través de las MMPs
desestabilizando la placa, (120,126-128) las MMP-2 implicadas en el proceso de
remodelacién de la zona lesionada degradando matriz extracelular (129,130) y
regulando la angiogénesis relacionandose con el espesor de la placa reduciéndole y
favoreciendo su ruptura, (131,132) también se les relaciond con la diabetes y la

hipertensidn, factores de riesgo de arteriosclerosis (133,134).

La fetuina B también estd implicada en el aumento de la expresion del factor 1
derivado de células estromales (SDF-1) sobre VSCM, promoviendo la migracién
quimiotactica de monocitos y macroéfagos e inhibiendo la apoptosis, (135) junto con la
capacidad de la fetuina B de incrementar el depésito de lipidos y la produccién de
citocinas proinflamatorias IL-6 y FNT-o. en macréfagos debilitando la placa, (136)
podemos considerar a la fetuina B como biomarcador de inestabilidad de la placa de

ateroma y fallo cardiaco (120).

1.4.2 GALECTINA-3

La galectina-3 (Gal-3), pertenece a la familia de las galectinas, proteinas involucradas
en numerosos procesos tanto fisiolégicos como patoldgicos, como la inflamacién y la
fibrosis, principales eventos de contribucion al desarrollo y progresién de la patologia
cardiaca (137). Se observa sobre-regulaciéon de Gal-3 en pacientes con hipertrofia
cardiaca y estenosis aortica, también en individuos con patologia cardiaca tanto
cronica como aguda, (138,139-141) asi como en procesos fibrdticos en rifidn, higado y
corazén (138,142-145). Las galectinas forman parte de una familia de proteinas
extremadamente conservadas a través de la evolucion, capaces de descifrar

glicocddigos especificos en macromoléculas complejas en las membranas celulares y
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en la matriz extracelular, (146-148) a través de un dominio carboxi-terminal de 130
aminoacidos denominado dominio de reconocimiento de carbohidratos, y a través de
su dominio amino-terminal, rico en prolina, glicina y tirosina interacciona con
polipéptidos y polinucledtidos, tales como receptores de superficie en macréfagos vy

moléculas extracelulares como el colageno (137, 149).

Gal-3 se clasifica en el subgrupo de las galectinas conocidas como chimera-type, en
funcién de su estructura, es el Unico miembro de este grupo, con un pm de 29 a 35

KDa (137, 150).

Chimera type Prototype Tandem-repeat type
Monovalent * Monovalent Divalent Divalent
Galectin-3 Galectin-5, Galectin-1, Galectin-4,

7,-10 -2,-11,-13,-14 -6,-8,-9,-12

gy e 20 g

@ Carbohydrate recognition domain (CRD)

Figura 15: Estructura familia de las Galectinas. European journal of Heart. 2009; 11: 811-17

Esta galectina esta presente en gran cantidad de tipos celulares y tejidos, (137) se
localiza principalmente en el citoplasma y de forma ocasional en el nucleo y en la
mitocondria, también esta presente en la matriz extracelular al ser secretada por los

macrofagos (145).

En las células cardiacas, en condiciones normales su representacion es muy baja,
mediante técnicas de microscopia e inmunohistoquimica, es localizada en miocardio
hipertrofico de ratdn, en macréfagos cardiacos activados y en matriz extracelular (138,
151). En los macréfagos ha sido localizada en los fagosomas, siendo necesaria para

desarrollar la actividad fagocitica, la maduracién y la migracién de los macréfagos al
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tejido dafiado de forma correcta, el aumento de su expresion en dichas células
favorecen su infiltracién en el tejido cardiaco hipertréfico (138, 143, 152, 153). Gal-3
interacciona con ligandos localizados en la matriz extracelular, incluyendo laminina y
colageno, utilizando como via de comunicacién la integrina-f1 nentre el citoplasma y
la matriz extracelular (154, 155). El aumento de Gal-3 en macréfagos es anterior al
fallo cardiaco, ya que, la infusion de Gal-3 recombinante induce el aumento de la
activacion de macrdfagos productores de mas Gal-3 (156). Ademas, interaccionando
con el receptor de membrana CD32, tiene la capacidad de inhibir la transcripcién de
ciertas interleucinas en las células T, promoviendo una desviacion hacia una respuesta
citotdxica Thl, (157) ademas de tener propiedades mitdégenas y antiapoptdticas (158,
159). Se han encontrado niveles elevados de Gal-3 en nddulos murinos de fibrosis
hepatica, localizada en fibroblastos en proliferacién (144), la adiccion de Gal-3
recombinante provoca un aumento del colageno, propiciando el proceso fibrético,
(138) esta induccién de la fibrdsis a través del aumento del depdsito de coldgeno se
desarrolla mediante la activacion de la via de la ciclina D1 (138, 155). La secrecion de
Gal-3 en la membrana extracelular provoca un aumento de la expresidn de proteinas
del citoesqueleto como la actina del musculo liso, marcador de fibrosis intracelular y
de colageno tipo |, marcador extracelular de fibrosis, (143-145, 160) participando en el
proceso de remodelado cardiaco, observandose que el bloqueo de Gal-3 revierte de
forma efectiva el proceso de remodelado cardiaco erréneo y que infra-regula el

proceso de destruccion de matriz extracelular via MMPs favoreciendo la fibrosis (161).

Asi pues, podriamos considerar a Gal-3 como un potencial biomarcador asociado a la
inflamacién y a la fibrosis que predice una evolucidn adversa relacionada con la

renovacion de matriz extracelular en los procesos de insuficiencia cardiaca (162).
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1.4.3 APOLIPOPROTEINA A1 (APOAL1)

Se sintetiza principalmente en el higado, es el principal componente de la lipoproteina
de alta densidad (HDL) y participa en la eliminacién de los lipidos de los tejidos. Tiene
propiedades ateroprotectoras (163). También tiene efectos antiinflamatorios,
antitrombdticas y vasodilatadoras (164). Constituye el 70% del HDL, con un pm de 28
KDa y esta constituida por 243 aminoacidos. En el extremo carboxi-terminal se observa
una configuracion proteica de o—hélice anfipatica que le confiere la capacidad de unir
moléculas lipidicas de forma intercambiable (165,166). Estd implicada en la
eliminacion de fosfolipidos y colesterol a través de ABCA1, transportador de
membrana que interviene en la trasferencia de lipidos desde las células, y que se
expresa en macréfagos y CMLV, previniendo la formacion de células espumosas
(167,168). HDL activa a Lcat que esterifica el colesterol libre sobre HDL y lo transporta

hacia el higado para su eliminacién (169).

La modificacidon de la HDL ApoAl, con alteracidn de su funciéon sobre la placa, podria
hacerle perder su capacidad antiaterogénica, impidiendo asi su funciéon de
estabilizacidn de la placa de ateroma y de inhibir la actividad pro-inflamatoria de los
macréfagos (170), convirtiéndose en inmunogénica creando nuevos epitopos

induciendo respuesta inmune y sintesis de anticuerpos anti ApoA1l (171).

Se ha observado un aumento de anticuerpos anti anti ApoAl, correlaciondandolo con
mayores niveles de inflamacidn en pacientes con IAM y mayor oxidacién de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) en pacientes con sindrome coronario agudo (SCA)
(172,173). En pacientes con estenosis carotidea grave, el aumento de anti ApoAl se

correlacionaron con el recuento de macréfagos y neutrdfilos intraplaca y MMP-9 e
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inversamente proporcional con el contenido de coldgeno en la placa carotidea,
desestabilizdndola y generando efectos proaterogénicos y pro-inflamatorios (174).
Podriamos considerar que el aumento en la titulacidn de anticuerpos anti ApoAl podia

predecir eventos cardiovasculares como el infarto de miocardio (175,176).

1.4.4 QUIMIOCINAS

Son una familia de citocinas quimiotacticas de bajo pm, entre 8-17 KDa, que provocan
respuesta de migracion celular dirigida, inducidas a su vez por citocinas inflamatorias,
factores de crecimiento y patdgenos. Se agrupan en 4 subfamilias en funcién de la
posicion de las dos primeras cisteinas proximas al extremo amino-terminal (177,178).
En funcion de estas caracteristicas los distintos grupos son: CXC, CC, CX3C y XC, se
conocen hasta 50 quimiocinas distintas que reconocen 19 receptores celulares, ya que,
un mismo receptor puede reconocer distinta quimiocina. Cualquier tipo celular puede
expresar quimiocinas o sus receptores (179). La expresion de estos receptores
depende del tipo celular, de la presencia de hipoxia local, de citocinas inflamatorias y
de la fase de diferenciacion de la célula en cuestidn (178). La union de las quimiocinas
a sus receptores sobre la superficie celular, implica la activaciéon de varias vias de
sefializacion y reorganizacién del citoesqueleto favoreciendo la formacién de

pseuddpodos que permiten el movimiento de la célula (180).

En relacion con la angiogénesis, la mayoria de las quimiocinas CXC con dominios “glu-
leu-arg” en su secuencia, poseen efecto angiogénico, no obstante, CXCL4 y CXCL9 cuyo
receptor es CXCR3 tienen accidén antiangiogénica (177). En cuanto a la respuesta

inmune, CXCL4 mediante la interaccion sobre su receptor CXCR3B (Variante del
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receptor genérico CXCR3) induce la produccion por células T de citocinas TH2 como IL-

2, IL-5 0 IL-13 (181).

1.4.4.1 CXCL4

Es una quimiocina sintetizada en los megacariocitos y almacenada en los granulos-a de
las plaquetas y liberada tras la activacién de las mismas. Posee una gran actividad
antiangiogénica, tanto in vitro como in vivo. En el proceso de la angiogénesis, las
integrinas son las moléculas de adhesién mas representativas, y CXCL4 se une a las
avBl, avB3 y avp5 integrinas presentes en la superficie de las células endoteliales y
altamente expresadas durante la angiogénesis, esta interaccidén postula a CXCL4 como

inhibidor de la angiogénesis (182).

1.4.4.2 PEPTIDO ACTIVADOR DE NEUTROFILOS (NAP-2)

Quimiocina presente en los granulos-a. de las plaguetas con un papel muy importante
en la regulacion de la inflamaciéon también conocido como tromboglobulina-$3
(183,184). Se ha observado que NAP-2 se comporta como un inductor quimiotactico
de monocitos y neutrdfilos, y activa los procesos de degranulacién neutrofilica en
pacientes con enfermedad coronaria aguda (185,186). Segun estudios realizados,
niveles elevados de NAP-2 y de CXCL4 aumentan entre 2 y 3 veces el riesgo de sufrir un

IAM (187).

1.4.4.3 CXCL9
Quimiocina con propiedades quimiotacticas que juega un papel importante en el

reclutamiento de células NK y células T cooperadoras Th1.

También participa de forma activa como inhibidor de la angiogénesis (188,189). Este

efecto ha sido demostrado en distintos estudios realizados con células tumorales
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donde se observaba una correlacion entre el descenso de la expresion de CXCL9 y un
aumento notable de la agresividad tumoral en forma de la aparicién de procesos
metastdsicos (190-192). La expresion de CXCL9 es inducida por INF-y de forma
especifica, asi pues, la disminucién de la expresidn de esta quimiocina aumenta la

resistencia tumoral ante una respuesta inmune mediada por células T (193-195).

1.4.5CD14

Glicoproteina de aproximadamente 55 KDa con multiples repeticiones ricas en leucina,
se une a la membrana celular de monocitos y macréfagos a través de un anclaje de
glicosil-fosfatidil-inositol y debido a su abundancia en monocitos es utilizada como
marcador inmunohistoquimico de éstos. CD14 es un receptor de patrén de inmunidad
innata y de lipopolisacarido (LPS) bacteriano, también se expresa en células

endoteliales (196-198).

Los monocitos migran desde la sangre hacia los tejidos dafiados y una vez alli producen
citocinas inflamatorias y fagocitan células apoptéticas y moléculas tdxicas
diferencidandose en macréfagos (199, 200). Ademas son el nexo de unién entre la
respuesta inflamatoria innata y la adquirida, en la que intervienen las células T,
también constituyen uno de los mediadores inmunoldgicos mas importantes del
remodelado vascular, tanto a nivel fisiolégico como patolégico (201, 202). Las distintas
subpoblaciones de monocitos se han caracterizado por la expresién en superficie de
distintos marcadores, uno de ellos es CD14, receptor de LPS entre otros (201). Estas
células CD14* representan entre el 90 y 95% de los monocitos periféricos en individuos
sanos, encargandose de eliminar neutrdfilos apoptdticos (202), una vez activados

adquieren la expresiéon del marcador CD16* aumentando su capacidad de liberar
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citocinas y presentar antigenos (203-205). En los ultimos afios diversos estudios han
descrito el papel crucial de los monocitos infiltrados en la progresidon del proceso
fibrotico (206-211). La poblacion de macréfagos residentes en los tejidos se renueva
constantemente por la aportacion de monocitos de sangre periférica (210,212).
Durante la progresion de la fibrosis en un modelo murino, los macréfagos derivados de
monocitos producen citocinas que favorecen la cronificacidon del proceso inflamatorio
y activan la proliferacién y diferenciacion a miofibroblastos productores de colageno

(208, 209, 211).

Los monocitos son considerados como las células que juegan un papel clave en el
proceso de aterogénesis, y la transicion a macréfago el paso inicial del proceso (213),
siendo el tipo de células inmunes mds abundante en la placa de ateroma dirigiendo la
inflamacién en la arteriosclerosis (214). Los monocitos CD14* circulantes se han
relacionado con la arteropatia coronaria y su progresidon, infiltrdndose vy
diferencidndose a macréfagos en las capas endoteliales y produciendo calcificacién
(215,216). Se han reportado informes en los que se correlaciona el nimero de
monocitos CD14* circulantes con estenosis adrtica y una relacién inversa de monocitos
apoptdticos y el area de la valvula adrtica (217), el alto nimero de monocitos /
macrofagos encontrados en la valvula estendtica, sugiere su contribucién al proceso de
estenosis y calcificacion, independientemente de la edad, también hay estudios

recientes que vinculan a los monocitos CD14* con el SCA (217,218).

1.4.6 CD31

Es una molécula de adhesién de la familia de las inmunoglobulinas (lg) identificada en

plaguetas, leucocitos y células endoteliales. Formada por un extremo-amino terminal
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constituido por 22 aminodcidos, seguido de 6 dominios tipo Ig, 19 aminodcidos
transmembrana y una cola intracitoplasmatica con dos motivos tirosin-quinasa
inhibitorios (219,220) que juega un papel importante en la inmunomodulacién de la

respuesta inmune innata y adaptativa (221,222).

1 N-terminal peptide (aa1-22)

Ig domain 1 (aa23-117)
Homophilic cell adhesion R

Ig domain 2 (aa118-221)

Ig domain 3 (aa222-312)

Ig domain 4 (aa313-396)

-
3 =
E
° Ig domain 5 (2aa397-488)
8 T-cell activation cleavage site .
5 CD31» peptide aa551-574 Ig domain 6 (aa489-574)
(suppress T-cell immune responses) - RTINS u
[ransmembrane (aaS75-593)"
5 Cellular aggregation;
2 heterophilic and homophilic S
L £ Cytoplasmic tail (aa594-711)
ligand-binding specificity;
g cell focal adhesion; and
= migration

Figura 16: Estructura y funcion de CD31 (220).

CD31 se comporta como un inhibidor de la activacién de células T, plaguetas y de la
angiogénesis. La ausencia de sefializacién por parte de esta molécula intensifica la
actividad de las células T favoreciendo su infiltracion en las arterias ateroscleréticas
contribuyendo al desarrollo de la placa (223), la ausencia de expresién sobre la
superficie de las células T les hace hiperreactivas (224). La pérdida con la edad de CD31
en la superficie de las células T, aumenta el riesgo de trombosis, observandose

también esta pérdida en pacientes con aneurisma de aorta (225,226).
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Se ha observado también una reduccion de la expresion de CD31 sobre monocitos
activados en pacientes en fase aguda de SCA, relacionando este hallazgo con la
inestabilidad de la placa de ateroma. Asi pues, CD31 podria ser considerado como un
biomarcador de subpoblaciones celulares en pacientes con SCA, en los cuales el

proceso inflamatorio juega un papel primordial en este proceso patoldgico (224).

1.4.7 CD44

Glicoproteina de membrana presente en gran cantidad de tejidos y con multiples
funciones, perteneciente al grupo de las moléculas de adhesién. Tiene un pm
aproximado entre 80-100 KDa. En funcidn del patrén de glicosilacion que siga en su
procesamiento se generan distintas isoformas. El dominio carboxi-terminal es
intracitoplasmatico y estd interaccionando con el citoesqueleto celular, el dominio
amino-terminal, de localizacién extracitoplasmatica cuyos principales ligandos son
hialunorato, laminina, fibronectina y coldgeno participando en la migracion celular
(227). Estd ampliamente distribuido en linfocitos, monocitos y granulocitos,
participando en distintos procesos como el reconocimiento de citocinas, procesos de
proliferacién, diferenciacion y migracién celular y en la angiogénesis (228). En estudios
realizados sobre modelos de ratén, se observa un aumento de la expresién de CD44 en

presencia de estimulos de hipoxia celular (229).

Esta presente en monocitos y en células del endotelio vascular, cuyo aumento indica
formacién y regeneracion de vasos sanguineos en tejido miocardico tras un IAM
(230,231). CD44 interacciona con el factor inhibidor de migracion de macrofagos (MIF),
sintetizado de forma constitutiva por células B, T, monocitos, macréfagos y neutrofilos,

y almacenado en su interior presentando una gran actividad pro inflamatoria
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(232,233). Asi pues, CD44 como co-receptor de MIF es capaz de transmitir sefial,
generando una respuesta pro-inflamatoria y anti-apoptdtica (234,235), se ha
observado en numerosos estudios que el bloqueo de CD44 produce una disminucién
de células inflamatorias en la lesidon, entre ellas los macroéfagos y se promueve los

procesos apoptoticos (236-238).
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JUSTIFICACION

En la actualidad segun el registro de la ISHLT, en el mundo se realizan alrededor de
6000 intervenciones quirdrgicas de TC con una contribucién espanola en 299
trasplantes en 2015. La infeccidn es la segunda causa de muerte en estos pacientes,
seguido del rechazo del injerto. Si estratificamos en funcién del tiempo transcurrido
desde la operacidn, el fallo agudo del injerto supone el 50% de las causas de muerte a
lo largo del primer mes, y la infeccidon la causa mas frecuente de mortalidad durante el

primer afio del TC (2).

Suponiendo que el paciente, previamente al trasplante no manifiesta alteraciones
significativas de su sistema inmunoldgico, debemos pensar que la alteracion del estado
de inmunocompetencia de estos sujetos se debe en gran medida a la terapia
inmunosupresora que se realiza en el TC y por el propio procedimiento del trasplante.
Aunque resulte extrano, hay muy pocos trabajos que estudien el estado de
competencia inmunoldgica de estos sujetos y no es habitual encontrar en la literatura
cientifica trabajos que vinculen la alteracién de los pardmetros inmunoldgicos y
bioquimicos estudiados en esta tesis con el estado clinico del tipo de pacientes
propuestos en este estudio que permitan una monitorizacién mas adecuada del estado

de inmunocompetencia o inmunosupresion de los mismos.

Dado que la infeccién y el rechazo, son considerados factores de riesgo independientes
en el TC, el estudio de la variabilidad de los parametros estudiados a lo largo del
tiempo en el entorno clinico del TC, podria ser clave para encontrar asociacién entre la
variacién del valor de pardmetros que son determinados de forma habitual y de rutina
en los laboratorios de la red publica de hospitales, con un aumento del riesgo de

desarrollo de un episodio de infeccion grave o rechazo del injerto. De esta forma seria
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posible identificar biomarcadores potencialmente Utiles para predecir la aparicién de
estos eventos, lo que nos permitiria actuar con anterioridad al desarrollo de alguno de
ellos de la forma mds oportuna disminuyendo asi la morbimortalidad en este tipo de

pacientes.

Por otro lado es de especial interés la valoracién de parametros altamente
reproducibles, de bajo coste y ampliamente disponibles para garantizar el aspecto

traslacional de la investigacion.

Esta tesis propone distintos pardmetros como biomarcadores de riesgo de infeccién y
rechazo, junto con varias escalas de riesgo que podrian ser evaluadas posteriormente
en estudios multicéntricos para su validacién antes de su propuesta definitiva para uso

clinico a la cabecera del paciente.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

“Los niveles de farmacos inmunosupresores se correlacionan con los valores en sangre
periférica de los pardmetros inmunoldgicos y bioquimicos determinados en los

pacientes de trasplante cardiaco.”

“Las alteraciones bioquimicas e inmunolégicas halladas en el contexto del trasplante

cardiaco se pueden asociar al riesgo de desarrollo de infeccién y rechazo.”

3.2 OBJETIVOS

1. Descripcidn en la cohorte analizada de la cinética y variabilidad de los niveles de
farmacos inmunosupresores, desde el momento del trasplante hasta el afio después

del trasplante cardiaco.

2. Descripcién de la cinética y variabilidad de los parametros inmunolégicos y
bioquimicos, determinados para evaluar la capacidad inmunolégica desde el momento

del trasplante hasta un afio después del mismo.

3. Evaluacion de la correlacion existente entre los niveles de farmacos
anticalcineurinicos y micofenolato con los niveles de los distintos pardmetros que

evallan la respuesta celular y humoral del paciente trasplantado.

4. Evaluacién de la asociaciéon existente entre los niveles de farmacos
anticalcineurinicos y micofenolato, con otros pardmetros bioquimicos e inmunolégicos
con distintas complicaciones clinicas del trasplante, como el desarrollo de infecciones y

rechazo del injerto.
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5. Identificacion de escalas (Score), mediante el analisis estadistico de variables
bioquimicas e inmunoldgicas mas relevantes para la identificacion de los pacientes con

un mayor riesgo de sufrir un evento de infeccién grave o rechazo del injerto.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 POBLACION DE ESTUDIO

Los aspectos ético-legales planteados por el presente estudio fueron sometidos a la
aprobacién del Comité de Etica e Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital

General Universitario Gregorio Marafién (H.G.U.G.M), que aprobaron su participacion.
De igual forma, a todos los pacientes se les solicitd un consentimiento informado para
participar en el estudio y publicar los datos obtenidos.

El proyecto se plantea como un estudio observacional prospectivo, para la
determinacién de biomarcadores, analizando el comportamiento de distintos
parametros bioquimicos y los pardmetros que monitorizan la respuesta inmune celular
y humoral, asi como, su asociacidon con un mayor riesgo de sufrir eventos infecciosos
graves y de rechazo del injerto, en pacientes trasplantados de corazén.

Para ello se estudid de forma prospectiva una cohorte de 109 pacientes con
cardiopatia grave que entran en lista de espera para TC, los cuales finalmente fueron
sometidos a trasplante entre los afios 2003 y 2009 en la Unidad de Trasplante Cardiaco
del H.G.U.G.M, Madrid, hospital de tercer nivel. El equipo médico estaba constituido
por un grupo multidisciplinar compuesto por 2 cardiélogos con mdas de 10 afios de
experiencia en TC, anestesiologia, microbiologia e inmunologia, con experiencia en TC
desde 1988 y 320 intervenciones llevadas a cabo.

Se excluyeron del estudio los pacientes con inmunodeficiencia primaria conocida, con
infecciones activas, con patologia que cursa con pérdida de componente proteico o
qgue hayan recibido terapia inmunosupresora durante los seis meses previos al

trasplante.
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Los estudios inmunoldgicos y bioquimicos, se realizaron sistematicamente en los
siguientes tiempos:

Pre- trasplante cardiaco (pre-TC), las muestras fueron obtenidas cuando el paciente
entré en lista de espera de trasplante o en el periodo inmediatamente antes del
trasplante, a los 7 dias de realizado el trasplante, a los 30 dias, 90 dias, 180 dias y al
afio post-trasplante cardiaco. La monitorizacion de los farmacos inmunosupresores se
realizd en Co (12 horas tras la toma del farmaco).

En la tabla 3 se muestran las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes

trasplantados incluidos en el estudio prospectivo.

Tabla 3: Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes trasplantados incluidos en el estudio
prospectivo.

Sexo masculino (n, %) 79, (72.4%)
Edad (afios) 53.06 +/- 10.89
Infeccidn previa (n, %) 9 (8,3%)
Pacientes con infeccion en el aiio del TC (n, %) 46, (42.2%)
Pacientes con infeccion en los 90 dias del TC (n, %) 40, (36.6%)
Virales (n, %) 11, (10.0%)
Fungicas (n, %) 9, (8.2%)
Parasitarias (n, %) 2, (1.8%)
Bacterianas (n, %) 18, (15.5%)
Pacientes con rechazo celular agudo en el aiio del TC (n, %) 20, (18.3%)
Pacientes con rechazo celular agudo en los 90 dias del TC (n, %) 14 (12.8%)
Retrasplante cardiaco (n, %) 7 (6.4%)
Mortalidad (n, %) 13 (11.9%)
Disfuncién renal (n, %) 16 (14.7%)
Diabetes (n, %) 8 (7.5%)
Hipercolesterolemia (n, %) 46 (42.2%)
Hiperbilirrubinemia (n, %) 24 (22%)
Tratamiento de induccion 103 (95.4%)
TC urgente (n, %) 77 (71.3%)
Fallo primario del injerto (n, %) 37, (33.9%)

La terapia inmunosupresora utilizada en el TC en nuestro centro, administrada a todos

los pacientes incluidos en el estudio, consta de dos fases:
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Fase de induccién, de administracion intravenosa que consta de dos dosis de
daclizumab (anticuerpo monoclonal humanizado anti-CD25, cadena alfa receptor de la
interleuquina-2 (1Img/Kg a dia cero y a dia 14), metilprednisolona (500 mg IV) y

micofenolato (1000 mg IV).

Fase de mantenimiento, de administracion oral, administrada a las 48 horas del
trasplante, que incluye, prednisona, micofenolato y un inhibidor de la calcineurina,

ciclosporina A (n=33) o tacrolimus(n=66).

Como tratamiento profilactico, en periodo post-TC inmediato se administré ganciclovir
IV 5mg/Kg c/12h durante 14 dias, cefazolina 2gr IV c¢/8h el primer dia post-TC
trimetoprim-sulfametoxazol 160/800 mg via oral(VO) /12h dos veces por semana
durante el primer afio, nistatina 500.000 U VO /8h y norfloxacino 400mg VO /12h a lo
largo del primer mes posterior al trasplante e itraconazol en aquellos individuos con

riesgo de aspergilosis

4.2 OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

De cada participante en el estudio, se recogieron muestras de sangre periférica en
cada uno de los puntos de estudio propuestos.

Se obtuvieron 10 mL de sangre total, tratados con dacido etilen diamino-tetraacético
(EDTA) de Greiner bio-one, como agente anticoagulante, para realizar la titulacidon de
las células sanguineas: leucocitos totales y sus sub poblaciones, neutréfilos y linfocitos,
de forma absoluta y porcentual. También se determinaron los niveles de farmacos
inmunosupresores, CsA, FK y MMF.

Se recogen 10 mL en tubos con heparina de sodio (Greiner bio-one) a partir de los
cuales se obtiene el suero de la muestra mediante técnicas de centrifugacién (3500
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revoluciones por minuto durante cinco minutos), para la determinacion de los distintos
parametros séricos bioquimicos e inmunoldgicos.

En un tubo de 5 mL se recoge sangre total en tubos anticoagulados con EDTA para el
marcaje de moléculas de superficie con distintos anticuerpos monoclonales especificos
y conjugados con fluorocromos para la caracterizaciéon fenotipica de las

subpoblaciones linfocitarias.

4.3 PRINCIPIOS DE LA METODOLOGIA

4.3.1 CITOMETRIA DE FLUJO (CMF)

La CMF es una técnica de analisis celular multiparamétrico cuyo fundamento se basa
en hacer pasar una suspension de particulas (generalmente células) alineadas y de una
en una por delante de un haz de laser focalizado. El impacto de cada célula con el rayo
de luz produce sefiales que corresponden a diferentes parametros de la célula y que
son recogidos por distintos detectores. Estos convierten dichas sefiales en pulsos
electrénicos que posteriormente serdn digitalizadas para permitir la medida

simultdnea de varios pardmetros en una misma célula. Estos parametros son:

- Parametros relacionados con caracteristicas intrinsecas de la célula, como su tamafio

(FSC) y la complejidad de su ntcleo y citoplasma (SSC).

- Pardmetros relacionados con caracteristicas antigénicas de cada célula, generalmente
estudiando la expresién en membrana de marcadores de diferenciacién linfocitaria
conjugados con un fluorocromo que emite una longitud de onda conocida cuando es
excitado por el haz de laser. La combinacién de marcadores linfocitarios recibe el

nombre de inmunofenotipo.
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Las sefiales producidas por la interaccion de las células con el haz de luz son de dos

tipos:

a) Senales de dispersidn: La dispersion resulta de la interaccion de la luz con una
particula que produce un cambio de direccion (no de la longitud de onda) en todas las
direcciones del espacio. Las caracteristicas morfoldgicas que determinan la dispersién
de la luz son fundamentalmente el tamano celular, la membrana, el nucleo y el
material granular del interior de la célula, llamado complejidad. En los citdmetros de

flujo se miden dos fracciones de dispersién:

-La luz dispersada en angulo cénico pequeiio (0-102) que casi coincide con la direccidn
de la luz incidente, llamada FSC (Forward Scatter). Es una medida proporcional al

tamanfio de la particula que produce la dispersién.

-La luz dispersada en angulo recto llamada SSC (Side Scatter). Es proporcional a la

complejidad de la estructura interna de la particula.

DISPERSION

Figura 17: Esquema seiales de dispersion en citometria de flujo. Fuente grafica, Becton Dickinson
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b) Sefiales de Fluorescencia: Un fluorocromo es una molécula quimica que absorbe luz
a una determinada longitud de onda (energia) y emite a una longitud superior (menor
energia). El espectro de absorcion o excitacion es el rango sobre el que un fluorocromo
absorbe luz, y el espectro de emisidn es el rango sobre el que un fluorocromo emite
luz. Cuando un fluorocromo interacciona con la luz de excitacidon procedente del laser
emite energia radiante. Debido a que parte de la energia se utiliza para la absorcidn, la
luz emitida es de menor energia que la luz de excitacidn, es decir la longitud de onda
emitida es mayor. La diferencia entre la longitud de onda de absorcion y emision se
denomina Stokes shiff. Los citémetros de flujo permiten detectar sefiales de
fluorescencia procedentes de complejos antigeno-anticuerpo marcados con un
fluorocromo y situados en una célula, siendo la cantidad de sefial de fluorescencia
emitida igual a la proporcidon de la cantidad de componentes fluorescentes de la

particula (239,240).
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Figura 18: Componentes de citdmetro de flujo y separador de células. Ward KM, Lehmann CA, Leiken
AM: Clinical Laboratory Instrumentation and Automation; Principles, Applications, and
Selection.Filadelfia, WB Saunders Company 1994.

4.3.2 INMUNOENSAYO ENZIMATICO (EIA)

Son técnicas inmunoquimicas cuantitativas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo
utilizando las propiedades cataliticas de las enzimas para detectar y cuantificar las
reacciones inmunoldgicas, midiendo asi la actividad del enzima marcador. Son
susceptibles de marcar tanto antigenos como anticuerpos. Tras la formacién del
inmunocomplejo, se afade un sustrato que es catalizado por el enzima
transformdandole en un compuesto coloreado lo que permite la medida de la actividad

enzimatica con un espectrofotdmetro (239).
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Una sola molécula de enzima puede catalizar la conversidon de millones de moléculas
de sustrato en producto, esta capacidad de amplificacion hace posible detectar la

presencia de una pequefa cantidad de enzima y de inmunocomplejos formados.

La seial generada por la enzima puede ser la aparicion de un producto o la
desaparicion de un sustrato de la reaccion catalizada. Estas enzimas deben de tener

unas caracteristicas para poderse usar como marcador en un inmunoanalisis:

Faciles de obtener con un alto grado de pureza y a bajo coste, poseer un alto recambio
enzimatico (mucho sustrato transformado por unidad de tiempo), ser solubles, tener
actividad especifica elevada, estabilidad en las condiciones del ensayo, ser de medicién
rapida, sensible y sencilla, no perder actividad con la conjugacidn y no encontrarse en
el medio en que se va a medir su actividad, ni ser inhibida por sustancias presentes en

los liquidos bioldgicos.

Las principales enzimas utilizadas en los EIA son la fosfatasa alcalina, la peroxidasa de

rabano, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y la a-galactosidasa.

Las enzimas se conjugan con el antigeno o el anticuerpo mediante distintos tipos de
estrategias, en cualquier caso al acoplar el enzima debe tenerse especial cuidado para
no destruirla o hacer que pierda actividad, suele realizarse en un lugar separado del

lugar inmunogénico.

Para la determinacion de la actividad del enzima marcador se utilizan distintos
sustratos, aquellos que producian productos facilmente medibles por espectroscopia
de absorcién molecular o mediante sustratos que se transforman en compuestos

fluorescentes o luminiscentes, aumentando la sensibilidad del ensayo.
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La actividad enzimatica puede determinarse por métodos de punto final o métodos
cinéticos. En los primeros una vez producida la inmunoreaccidn se afiade el sustrato y
se realiza una incubacion durante un tiempo constante, se detiene la reaccién y se
mide la absorbancia, que es equivalente a la cantidad de producto formado, dicha

cantidad es directamente proporcional a la de enzima.

En los métodos cinéticos, una vez producida la inmunoreacciéon se afiade el sustrato y
se va determinando la variacién de la absorbancia con el tiempo, que esta relacionada
con la cantidad de enzima presente. La sensibilidad del enzimoinmunoensayo puede
aumentarse mucho amplificando la actividad enzimatica, haciendo que el producto de
la enzima marcadora sea el sustrato de una segunda enzima que genere a su vez gran
cantidad de producto. Un ejemplo es el sistema formado por la fosfatasa alcalina y la

lactato deshidrogenasa o el sistema biotina-streptoavidina (240).

La medicidon del analito en un inmunoensayo se logra usando tanto un formato
competitivo como uno no competitivo.

En los formatos competitivos, el analito sin marcar (generalmente antigeno) en la
muestra se mide por su capacidad para competir con un antigeno marcado en el
inmunoensayo. El antigeno sin marcar bloquea la capacidad del antigeno marcado de
unirse puesto que ese punto de unidn en el anticuerpo ya se encuentra ocupado, en
un inmunoensayo competitivo, el hecho de que se mida menos sefial en el ensayo
significa que hay mas antigeno presente. La concentracién de antigeno en la muestra
es inversamente proporcional a la concentracién de senal que se mide en el formato
competitivo. Tanto el antigeno marcado, como el antigeno sin marcar presente en la

muestra compiten por una cantidad limitada de anticuerpo.
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Figura 19: Relacién entre la sefial y la concentracion del analito en un inmunoensayo competitivo.

Los formatos de ensayo no competitivos, se lo conoce como ensayo sdndwich, ya que
el analito esta unido entre dos reactivos de anticuerpo muy especificos. Se utilizan dos
anticuerpos distintos contra determinantes especificos distintos para el mismo
antigeno, permitiendo que ambos se puedan unir al mismo antigeno por distinto sitio.
Tenemos un anticuerpo ligado a una fase sdélida que se encuentra en exceso de forma
que todo nuestro antigeno, (molécula a medir) reaccione con ellos quedando
inmovilizada, se lava para eliminar moléculas sin interés no unidas y se afiade un
exceso de anticuerpos marcados con enzima los cuales se unen al antigeno del
complejo inmovilizado por otro determinante antigénico distinto, tras un lavado para
eliminar el exceso de anticuerpo marcado no unido, se afiade el sustrato y se cuantifica
la reaccion. La formacién de producto en este caso es directamente proporcional a la
concentracion del antigeno en la muestra. Los formatos de ensayo no competitivos
generalmente proporcionan el nivel mas alto de sensibilidad y especificidad del ensayo

(239,240).

Pagina | 84



MATERIALES Y METODOS

Diract Redations hip

signal

Coacentration

Figura 20: Relacidn entre la sefal y la concentracion del analito en un inmunoensayo no competitivo.

Los EIA se dividen en dos tipos en funcién del procesamiento previo a la medicién de la
actividad enzimatica.

EIA homogéneos, no requieren la separacién de las fracciones ligadas y libre
resultantes de la reaccién inmunoldgica, la incubaciéon y la medida pueden tener lugar
en la misma cubeta de reaccién. En este tipo de ensayos el antigeno (hapteno) se
acopla a la enzima y se utiliza la interaccidn anticuerpo-antigeno para inhibir,
impidiendo el acceso del sustrato al centro activo anulando la actividad enzimatica. A
mayor concentracion de la molécula problema, menor cantidad de antigeno marcado
se unird al anticuerpo, quedando mayor cantidad de antigeno marcado libre con el

enzima activo midiéndose mayor actividad, sin necesidad de separar fracciones.
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Figura 21: EIA homogeneo.
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1992.

Nakamura RM, Kasahara Y, Rechnitz GA: Immunochemical Assay and
Biosensor Technology for the 1990s. Washington, DC, American Society for Microbiology, ASM Press,

EIA heterogeneo, se requiere la separacion de las fracciones libre y ligada tras la
reaccidon inmunolégica antes de determinar la actividad enzimatica, pues la enzima se
comporta andlogamente en ambas fracciones. El antigeno de la muestra problema vy el
marcado compiten por el anticuerpo, cuanto mayor sea la cantidad de antigeno
presente en la muestra, mayor cantidad de antigeno marcado se quedara sin unirse al
anticuerpo. Se separan los complejos antigeno marcado-anticuerpo y antigeno sin

marcar-anticuerpo y se afiade el sustrato del enzima. La actividad serd inversamente
proporcional a la cantidad de antigeno en la muestra.

Las principales técnicas utilizadas para separar las fracciones ligada y libre son, la

precipitacion quimica, utiliza compuestos como etanol o sulfato de amonio, los cuales
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alteran la solubilidad de las proteinas, provocando la precipitacién de los complejos

ligados, tras una centrifugacion queda la fraccion libre en el sobrenadante y se elimina.

También se utiliza la precipitacidn inmunoldgica que utiliza un segundo anticuerpo
frente al primero generando un complejo de gran tamafio insoluble y facilmente
precipitable. Tras centrifugar desechamos la fraccién libre del sobrenadante. Otro
método es la adsorcidn, utilizando materiales como el carbdn activado que se une
especificamente a la fase libre y no a los complejos que quedan en solucién. Tras
centrifugacidén la fase ligada quedara en el sobrenadante. En la actualidad la mayoria
de los inmunoanalisis heterogeneos utilizan los soportes sdélidos para separar ambas
fracciones, que consisten en inmovilizar el anticuerpo a un soporte sélido cmombolas
de vidrio, microparticulas magnéticas o sobre la propia pared del tubo, en este caso la

separacion se consigue simplemente aspirando el medio de incubacién (240).

4.3.3 INMUNOENSAYO DE POLARIZACION FLUORESCENTE (FPIA)

El origen de este ensayo radica en la emision de luz a distintas longitudes de onda con
distintas orientaciones espaciales al azar, desde una ldmpara de tungsteno. Dicha
radiacion se filtra y solo atraviesan radiaciones de longitud de onda de 490
nandémetros (nm), la cual a su vez atraviesa un polarizador de cristal liquido para

producir un rayo de luz polarizada plana que serd el que incida sobre la muestra.

Se basa en la cantidad de luz fluorescente polarizada que se detecta cuando el
trazador o sustancia unida a un compuesto fluorescente (fluoréforo), se ilumina con
luz polarizada plana. El grado de polarizacién de la fluorescencia depende del giro del
complejo fluoréforo-ligando en solucién. Las moléculas pequeias giran libremente y

por tanto la luz fluorescente que emiten cuando se iluminan estd polarizada. Por otro
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lado las moléculas grandes, como las proteinas, giran mas lentamente, lo que origina
un mayor grado de polarizacién de la fluorescencia emitida al iluminarse. Cuando el
trazador se une al anticuerpo, el giro del complejo es lento y la polarizacién de la

fluorescencia grande.

Es un inmunoensayo competitivo en el que un antigeno marcado con trazador
(fluoréforo) se disputa con el antigeno presente en la muestra, sustancia que
queremos medir, la unién con el anticuerpo especifico por un nimero limitado de
lugares de unién. Cuanto mayor sea la cantidad de la sustancia en el espécimen,
menor serd la cantidad de trazador unido al anticuerpo y el valor de la polarizacién de

la fluorescencia sera bajo (240).

Al incidir la luz emitida sobre el trazador, lo eleva a un estado de excitacion, tras el

cual dicho trazador vuelve al estado de equilibrio emitiendo luz a una longitud de onda

de 520 nm. Cuando el fluoréforo estd ligado a una molécula de anticuerpo de gran
tamafio, su rotacion en el seno de la muestra disminuye y permite que la emisién de
luz sea en el mismo plano de la polarizacién que la radiacidon recibida, mientras que si
dicho fluordéforo estd unido a un antigeno (de pequeno tamano) la rotacién es rapiday

cuando emite luz lo hace en otro plano de polarizacion.

Cuanto mayor sea la concentracién del antigeno a medir en la muestra, menor sera la
polarizacién detectada debido a que existirdn menos uniones anticuerpo-antigeno-
trazador (figura 22), asi pues los resultados se muestran como una relacidn

inversamente proporcional, dando como resultado un ensayo muy sensible (239).
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Polarization Units

Concentration

Figura 22: Relacion entre la emision de luz polarizada y la concentracién del analito mediante
inmunoensayo competitivo FPIA.

Para evitar el problema de la albimina y otros complejos proteicos que aumentan la
polarizacién de forma inespecifica, se diluye el espécimen o se trata previamente con
enzimas proteoliticas precipitantes de proteinas o disolventes. Son técnicas muy

utilizadas en la medicion de farmacos de seguimiento terapéutico (240).

En la figura 23 se muestran los distintos pasos del desarrollo de la técnica de FPIA.
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Figura 23: Desarrollo de la técnica de inmunoensayo de luz polarizada. Imagenes tomadas de,
Immunochemistry Diagnostics. Introduccion a los inmunoensayos. Abbott Division Diagnostico
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4.3.4 INMUNOENSAYO POR MICROPARTICULAS (MEIA)

Técnica de inmunoensayo no competitivo que utiliza el aislamiento de complejos
antigeno/anticuerpo en una superficie de fase sélida de pequefias esferas

denominadas microparticulas.

Los componentes del MEIA incluyen en suspensién en un buffer especifico optimizado

para el ensayo:

- Fase sélida microparticula-anticuerpo: microparticulas de latex recubiertas del
anticuerpo que se une especificamente al analito que se estd midiendo.
- Conjugado anticuerpo enzima: fosfatasa alcalina unida al anticuerpo.
- Sustrato del enzima: fosfatasa 4-metil umbelliferona (MUP) fluorescente en
solucidn, disponible para una reaccién con la enzima en el anticuerpo.
Se incuban las microparticulas con la muestra, posteriormente se afiade la fosfatasa
alcalina unida al anticuerpo formando un complejo microparticula-antigeno-enzima
(239). Se lleva a cabo la separacion del antigeno libre y del unido mediante la
utilizacidn de una matriz de fibra de vidrio que retiene el segundo, las microparticulas
se adhieren a las fibras de vidrio irreversiblemente y el material no unido se elimina

mediante un lavado (240).

Finalmente se afiade el sustrato de la enzima (MUP) que se desfosforila y se mide el
producto fluorescente metil umbelliferona. La relacién entre la emision de
fluorescencia y la concentracién del analito a medir es directamente proporcional

(239). En la figura 24 se muestra en detalle el desarrollo de la tecnologia MEIA.
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Microparticle Alkaline phosphate MupP
labeled antibody
: (conjugate)

Las microparticulas recubiertas con
anticuerpos antianalito y muestra se
incuban juntas para formar una
mezcla de reaccion.

Se transfiere una alicuota de la
mezcla de reaccién a la matriz de
figra de vidrio.

Se deja que los anticuerpos
antianalito marcados con fosfatasa
alcalina se unan al complejo de
microparticulas.

Se agrega el sustrato Fosfato 4-
Metil Umbeliferona (MUP) a la
mezcla. Se mide el producto
fluorescente, metilumbeliferona
(MU).

Figura 24: Desarrollo de la técnica de inmunoensayo de microparticulas (MEIA) Imagenes tomadas de
Immunochemistry Diagnostics. Introduccion a los inmunoensayos. Abbott Division Diagnostico
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4.3.5 ELISA

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de
forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica como
enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una
enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccidn antigeno-
anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada mediante la
adicién de un substrato especifico que al actuar la enzima producird un color
observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un espectrofotémetro o
un colorimetro. ELISA, son las siglas por las que se conoce al ensayo, analisis
inmunosorbente con la enzima ligada (enzyme-linked immunosorbent assay). Se trata
de una técnica de laboratorio que fue disefiada por cientificos suecos y holandeses en
1971 (241). Son enzimoinmunoanalisis heterogéneos que requieren separar las
fracciones ligada vy libre tras la reaccién inmunoldgica.

En este tipo de pruebas, uno de los componentes de la reaccidn se adsorbe de forma
inespecifica sobre la superficie de una fase sélida. Esta forma de unién facilita la
separacion de las fracciones ligada y libre.

Los ELISA pueden ser competitivos y no competitivos o tipo sandwich.

En los competitivos, los anticuerpos contra la molécula a analizar ligados a la fase
solida pueden unir tanto el antigeno de la muestra como el marcado con la enzima del
reactivo, compitiendo el antigeno del espécimen por los lugares de unién con el
antigeno marcado del reactivo. Cuanto menor sea la concentracion de la molécula a
analizar en el espécimen, mayor sera la cantidad de antigeno marcado con la enzima
gue se une. La actividad enzimatica es inversamente proporcional a la concentracién
de la molécula a determinar.
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El ELISA tipo sdndwich, se realiza con exceso de reactivo, y puede realizarse en un paso
o en dos. Si se realiza en un solo paso, se incuban juntos el espécimen con el segundo
anticuerpo marcado, mientras que en el de dos pasos, en la primera fase se une la
cantidad total de la molécula en el espécimen al anticuerpo que esta en exceso y, en el
segundo paso, se anade el segundo anticuerpo marcado, que se une a un segundo
determinante antigénico en la molécula a analizar unida al primer anticuerpo. La
actividad enzimdtica unida en el complejo antigeno-anticuerpo es directamente

proporcional a la concentracién de la molécula a cuantificar (240).

4.3.6 NEFELOMETRIA

La inmunonefelometria tiene su base en una reaccién inmunoldgica, y la dindmica de
formacién de dicho complejo sera la clave para la valoracién de la concentracion del
parametro a determinar. Esta técnica mide el aumento de la intensidad de la luz
dispersada por los inmunocomplejos generados. Como fuentes de luz se utilizan
[dmparas de haldégenos, xenén o laser de 670 nm, y la deteccidn de la dispersion se
realiza a 902 respecto a la emisidn. Los sistemas que seleccionan la longitud de onda
son filtros de interferencia o rejillas de difraccion, y los detectores son tubos
fotomultiplicadores. El sistema monitoriza dicha dispersién en la reaccion
inmunoldgica, al final de la cual se realiza un calculo matematico de la velocidad de

cambio de la seiial de dispersion.

El empleo de una fuente de radiacidon emitida en una longitud de onda Unica que
minimiza interferencias, y la determinacién cinética (en nuestro caso) de la radiacién
dispersada que monitoriza la reaccién, hacen de esta técnica una referencia para la

determinacion de proteinas séricas.
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El principal problema para aplicar esta tecnologia a los sistemas bioldgicos es la
presencia de moléculas endégenas que dispersan la luz. Ademas los reactivos deben
de estar libres de polvo, ya que las particulas grandes de este tipo dispersan mucho la

luz y el fondo o dispersion de blanco que resulta limita la sensibilidad de la técnica.

Estos problemas se han solucionada disefiando instrumentos muy sensibles vy

mejorando la calidad de los anticuerpos.

Los nefeldmetros estan formados por varios componentes: una fuente de luz, un filtro
de seleccidn de la longitud de onda de emisién, una cubeta para el espécimen a medir,
un filtro de seleccién de onda de deteccidn, un detector y un registro. Los detectores
se sitlan a 90 grados respecto a la emisién. Estos equipos que miden dispersién de luz
para cuantificar las reacciones antigeno-anticuerpo deben detectar el exceso de
antigeno de las otras dos fases de la cinética de formacién de complejos inmunitarios,
que son el exceso de anticuerpo y la equivalencia, asi mediante algoritmos

matematicos podemos detectar automaticamente el exceso de antigeno.

Las técnicas nefelométricas se suelen emplear para la medicién de pequeiias

concentraciones de particulas dispersadoras de luz, que dan poca turbidez.

La relacidn entre la intensidad de la radiacion dispersada (ls) y la concentraciéon de las

particulas viene dada por la siguiente ecuacion:

Is = ks IOC

Donde ks es una constante empirica del sistema obtenido a partir de una curva de
calibracion usando estandares de concentracién conocida e lp es la intensidad de la
fuente de radiacion incidente (240). La figura 25 muestra esquematicamente la técnica
nefelométrica.
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Figura 25: Organizacidn 6ptica de la Nefelometria y turbidimetria. Bishop ML, Duben-Engelkirk JL,
Fody EP: Clinical Chemistry. Principles, Procedures, Correlations. Filadelfia, JB Lippncott Company,
1992.

4.3.7 ESPECTROMETRIA DE ABSORCION MOLECULAR

Uno de los métodos mas sencillos, accesibles y utilizados para la determinacién y
cuantificacion de moléculas en solucién y en muestras bioldgicas es la espectroscopia
ultravioleta-visible (UV-V), mediante el empleo de reactivos especificos que reaccionan
con el compuesto a analizar formando un producto coloreado que permite detectarlo
en muestras complejas. El fundamento se basa en la capacidad de las moléculas para
absorber radiaciones del espectro UV-V. Las longitudes de onda de las radiaciones que
una molécula puede absorber dependen de la estructura molecular y de las

condiciones del medio (pH, temperatura, etc).

Las moléculas absorben energia luminosa, cuando la luz es absorbida por una molécula
se origina un salto desde un estado energético basal o fundamental, E1, a un estado de
mayor energia o excitado, E>. Cada molécula solo tiene una serie de estados excitados

o bandas que la distinguen del resto de las moléculas, por tanto la absorcién que a
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distintas longitudes de onda presenta una molécula, lo que se denomina espectro de

absorcidn, constituye una seial de identidad de la misma (figura 26).

En espectroscopia de absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta cercano, de
195-400 nm y el espectro visible que corresponde a longitudes de onda de entre 400-

780 nm.

Human Sight (400 - 750 NM)
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Figura 26: Espectro Ultravioleta-Visible: Fuente grafica, Enrique O° Connor

La fuente de radiacién ultravioleta es la lampara de Deuterio y la fuente de radiaciéon

visible es la lampara de Tungsteno.

Cuando un rayo de luz de una determinada longitud de onda de intensidad (lo) incide
perpendicularmente sobre una disolucién de un compuesto quimico que absorbe la
luz, el compuesto absorbera una parte de la radiacion incidente (l.) y dejard pasar el

resto (lt).

La transmitancia (T) de una molécula en solucidn es la relacion entre la cantidad de luz
transmitida que llega al detector una vez atravesada la muestra (It) y la cantidad de luz
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que incidié sobre ella (lo), representandose como T= I; / lo x 100, lo que nos da la

medida fisica de la relacién incidente y transmitida al pasar por la muestra.

La absorbancia (A) nos indica la cantidad de luz absorbida por la muestra y se define

como el logaritmo de 1/T, donde A =log 1/T = -Log I:/ lo.

Aplicando la ley de Lambert-Beer obtenemos la relacidon entre la absorbancia de luz

monocromatica y la concentracion de un compuesto determinado en solucién.

A=Llogli/lo=exCxl

La absorbancia de una molécula en solucién es directamente proporcional a su
concentracion, a mayor niumero de moléculas mayor interaccién de la luz con ellas,
también depende de la distancia que recorre la luz por la solucién y por ultimo de
pende del coeficiente de extincidén, que es una constante de proporcionalidad (g),

especifica de cada especie molecular.

La ley de Lambert-Beer tiene limitaciones, se cumple para soluciones diluidas, a
concentraciones altas, € varia debido a fenémenos de dispersion de la luz, fendmenos

de agregacion, etc.

Muchos compuestos organicos e inorganicos tienen bandas intensas de absorcién en
las regiones UV-V del espectro electromagnético. Ademas las sustancias que no
absorben radiacién de este espectro o que lo hacen muy débilmente pueden
transformarse en compuestos que lo absorban mediante su reaccién con los reactivos
adecuados o haciendo que formen parte de una reaccién en la que otra sustancia
experimenta un cambio de sus propiedades de absorcion de luz. La reaccidn en la que

se transforma la sustancia que se determina se llama “reaccién auxiliar” y la reaccién
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utilizada para la medida se denomina “reacciéon indicadora”. Ambas reacciones tiene

lugar en la misma mezcla de analisis y estan acopladas.

En los laboratorios clinicos se utilizan las técnicas espectroscdpicas para la
determinaciéon cuantitativa de muchas sustancias en los medios bioldgicos, que

pueden ser utilizados para diagnosticar y monitorizar el curso de la enfermedad.

Asi pues los métodos de andlisis de espectroscopia de absorcion molecular miden la
concentracion de las sustancias en disolucién por la absorcién de luz que presentan
éstas o sus derivados a determinadas longitudes de onda, aplicando la ley de Lambert-

Beer.

La medida de estas concentraciones se puede llevar a cabo mediante dos tipos

fundamentales de métodos.

Métodos de punto final, en los cuales se incuba la disolucién reaccionante con el
espécimen a medir y con un patrén de concentracidn conocida, el tiempo necesario

para que se complete la reaccion o se alcance el equilibrio.

También son utilizados los denominados métodos cinéticos, o de medida de Ia
velocidad de reaccion, en este caso la variacién de la absorbancia se determina con el
tiempo, que se relaciona con la concentracién. Estos métodos de medida pueden ser

enzimaticos si utilizan enzimas o no enzimaticos.

La medicion de la absorbancia de la luz por las moléculas se realiza en unos equipos

denominados espectrofotémetros. Estan constituidos por distintos componentes:

Una fuente de luz de energia radiante, las principales fuentes de luz que utilizan los

analizadores automaticos de bioguimica clinica son lamparas de tungsteno, deuterio,
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mercurio y xenén. Los espectros producidos por estas lamparas estdn comprendidos

entre 300 y 700 nm de longitud de onda.

Otra parte importante del equipo es el monocromador, son dispositivos selectores de
las radiaciones de longitud de onda de medida, los mas sencillos son los filtros de
interferencia, cuya amplitud de banda oscila entre los 5 y los 10 nm, en los
analizadores que realizan varias pruebas distintas, los filtros se colocan en una rueda
que dispone el filtro adecuado para cada medida. Hay otros sistemas que cuentan con

rejillas de difraccién, que proporcionan un espectro continuo de longitudes de onda.

También hay un compartimento donde se aloja la muestra y es por donde atraviesa la

radiacion atravesando el metabolito a medir.

Finalmente estdn dispuestos por un detector, suele ser un tubo fotomultiplicador, que
convierte la energia luminosa que le llega en energia eléctrica y finalmente estan
equipados con un sistema de lectura de datos que transforma los pulsos eléctricos y

los traduce mediante un ordenador, en lecturas de medida (240).

4.4 PARAMETROS Y METODOLOGIA

e Determinacién en suero sanguineo de bilirrubina total (BT), mediante ensayo
cinético colorimétrico, siguiendo el método creado por Wahlefeld et al (242). La
bilirrubina reacciona con un i6n de diazonio (tetrafluoroborato de 2,5-
diclorofenildiazonio) a ph acido formando azobilirrubina, pigmento rojo cuya
intensidad medida es directamente proporcional a la cantidad de bilirrubina total

en la muestra, la cuantificacidn se realiza mediante técnicas de espectrofotometria
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de absorcion molecular en un analizador automatico de tipo COBAS c 711 (Roche).

Se ha utilizado el test bilirrubina DPD de Roche Diagnostics, Mannheim, Germany

Determinacién en suero sanguineo de alanina aminotransferasa (GPT), mediante
ensayo cinético medido por espectrofotometria de ultravioleta (UV), segun la
formulacion recomendada por la IFCC (Federacion Internacional de Quimica Clinica)
(243,244).

La enzima GPT cataliza la reaccion:

a—cetoglutarato + L-alanina g——* L-glutamato + piruvato

El aumento de piruvato se determina en la reaccién indicadora que es catalizada
por lactato-deshidrogenasa (LDH).

Piruvato + NADH+ H* ————* L-lactato + NAD*

El NADH se oxida a NAD"*. La velocidad de disminucidon de NADH es directamente
proporcional a la velocidad de formacién del piruvato y con ello a la actividad de la
GPT.Mediante técnicas de espectrofotometria de absorcién molecular en un
analizador automatico de tipo COBAS c 711 (Roche) ha sido cuantificada la
concentracién de GPT. Se ha utilizado el test ALT (ALAT/GPT) de Roche Diagnostics,

Mannheim, Germany

Determinacién en suero sanguineo de aspartato aminotransferasa (GOT), mediante
ensayo cinético medido por espectrofotometria de UV, segin la formulacién
recomendada por la IFCC (245,246). La enzima GOT cataliza la reaccidn:

a—cetoglutarato + L-aspartato ———* L-glutamato + oxalacetato
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El aumento de oxalacetato se determina en la reaccidn indicadora que es
catalizada por la enzima malato-deshidrogenasa (MDH).

Oxalacetato + NADH+ H* ———* L-malato + NAD*

El NADH se oxida a NAD®. La tasa de disminucion de NADH es directamente
proporcional a la tasa de formacion del oxalacetato y con ello a la actividad de la
GOT. Mediante técnicas de espectrofotometria de absorcion molecular en un
analizador automatico de tipo COBAS c 711 (Roche) hemos determinado los niveles
del encima en suero. Se ha utilizado el test AST (ASAT/GOT) de Roche Diagnostics,

Mannheim, Germany

e Determinacién en suero sanguineo de gamma-glutamiltransferasa (GGT), mediante
ensayo cinético colorimétrico, segun la formulacion recomendada por la IFCC
(247). La gamma-glutamiltransferasa transfiere el grupo g-glutamil de la L-y-
glutamil-3carboxi-4-nitroanilida a la glicilglicina. La cantidad de 5-amino-2-
nitrobenzoato liberada es proporcional a la actividad de la GGT presente en la
muestra problema y es medido mediante técnicas de espectrofotometria de
absorcion molecular (248) en un analizador automdtico de tipo COBAS c 711
(Roche)

L-g-glutamil-3carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina — L-y-glutamil-glicilglicina
+ 5-amino-2-nitrobenzoato

Se ha utilizado el test GGT de Roche Diagnostics, Mannheim, Germany

e Determinacién en suero sanguineo de proteinas totales (PT), mediante ensayo
colorimétrico. En solucién alcalina, el cobre bivalente reacciona con el enlace

Pagina | 102



MATERIALES Y METODOS

peptidico de las proteinas formando el caracteristico complejo de Biuret purpureo.
Con tartrato sddico-potasico se impide la precipitaciéon de hidréxido de cobre y con
yoduro potadsico se inhibe la autorreduccidon del cobre.

Proteina + Cu?¥ ——— Complejo Cu-proteina

La intensidad cromatica se mide fotométricamente y es directamente proporcional
a la concentracion de proteinas en la muestra (249), mediante técnicas de
espectrofotometria de absorcion molecular en un analizador automatico de tipo
COBAS c 711 (Roche).

Se ha utilizado el test TP de Roche Diagnostics, Mannheim, Germany.

Determinacién en suero sanguineo de albumina (ALB), mediante ensayo
colorimétrico con determinacién a punto final. Con un pH de 4,1 la albumina tiene
un caracter lo suficientemente catiénico como para formar un compuesto con un
colorante anidnico, verde de bromocresol (BCG) formando un complejo azul
verdoso.

Albumina + BCG ——  Complejo albimina-BGC

La intensidad del colorante azul verdoso es directamente proporcional a la
concentracion de albimina en la muestra y es medido fotométricamente mediante
técnicas de espectrofotometria de absorcién molecular (250) en un analizador
automatico de tipo COBAS c 711 (Roche).

Se ha utilizado el test ALBU plus de Roche Diagnostics, Mannheim, Germany.

Determinacién en suero sanguineo de creatinina, mediante ensayo cinético

colorimétrico.
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Este método se basa en la reaccién de Jaffé descrita por Popper y col., Seeling y
Wuest y modificada por Bartels. En una solucion alcalina, la creatinina forma una
complexona amarillo anaranjado con el picrato.

Creatinina + dcido picrico ———» Complejo creatinina-acido picrico

La intensidad cromadtica es directamente proporcional a la concentracion de
creatinina, midiéndose fotométricamente, mediante técnicas de
espectrofotometria de absorcion molecular (251, 252, 253) en un analizador
automatico de tipo COBAS c 711 (Roche). Se ha utilizado el test CREA (Método

jaffé) de Roche Diagnostics, Mannheim, Germany.

e Determinacién en suero sanguineo de urea, mediante ensayo cinético con ureasa y
glutamato deshidrogenasa (GLDH), medido por espectrofotometria de UV. La urea
es hidrolizada por la ureasa a amonio y carbonato.

Urea + 2H,0 —— 2NHs* +CO3%

En una segunda reaccion, el 2-oxoglutarato reacciona con amonio en presencia de
GLDH vy la coenzima NADH para producir L-glutamato. En esta reacciéon por cada
mol de urea se oxidan dos moles de NADH a NAD".

NH4* +2-oxoglutarato + NADH — L-glutamato + NAD* + H,O

La tasa de reduccién de NADH es directamente proporcional a la concentracién de
urea en la muestra determinando la concentracion mediante técnicas de
espectrofotometria de absorcion molecular (254) en un analizador automatico de
tipo COBAS ¢ 711 (Roche)

Se ha utilizado el test UREA/BUN de Roche Diagnostics, Mannheim, Germany
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Determinacion en suero sanguineo de proteina C reactiva (PCR), mediante ensayo
inmunoturbidimétrico potenciado con particulas. La PCR humana se aglutina con
particulas de latex recubiertas con anticuerpos monoclonales anti-PCR (255). El
precipitado se determina mediante turbidimetria en un analizador automatico de
tipo COBAS c 711 (Roche).

Se ha utilizado el test CRPL3 de Roche Diagnostics, Mannheim, Germany.

Determinacidn en sangre total de ciclosporina A mediante tecnologia FPIA en un
sistema TDX. Se ha utilizado el test “cyclosporine monoclonal whole Blood” de

Abbott Laboratories, Wiesbaden, Germany.

Determinacidon en sangre total de tacrolimus mediante tecnologia MEIA en un
sistema IMX. Se ha utilizado el test “IMx Tacrélimus II” de Abbott Laboratories,

Wiesbaden, Germany.

Determinacién en plasma sanguineo de micofenolato mediante ensayo EIA
homogéneo. Se ha utilizado el test “Emit 2000 Mycophenolic Acid Assay” de Dade

Behring Inc, Milton Keynes, United Kingdom.

Recuento de leucocitos totales, linfocitos y neutréfilos en sangre total (tubos
EDTA), mediante citometria de flujo y cdmara de recuento STKS. Coulter LH 750
(Beckman-Coulter). Los principios sobre los que Coulter LH 750 realiza sus

mediciones son dos:
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Principio de impedancia (Coulter), cuenta y dimensiona las células por medio del
cambio de resistividad en un campo eléctrico. El sistema tiene dos recipientes
llenos de un liquido conductor. Ambos estan en contacto a través de una apertura,
y a cada lado de ella, un electrodo unido a una fuente de alimentacién
generandose una corriente continua constante y un osciloscopio detecta cualquier
cambio que pueda haber en esta corriente. Si en uno de los recipientes se deposita
una suspensién de células sanguineas y en el otro se aplica una presién de vacio,
las particulas pasan de un recipiente a otro a través de la apertura, cada vez que
pasa una particula, se produce una alteracién de la medida de la corriente continua
al variar la resistencia en la apertura, lo cual se traduce en el osciloscopio en pulsos
de una amplitud proporcional al tamafio de la particula, contando el nimero de
pulsos y midiendo su amplitud, conoceremos el nimero de particulas y su tamafio
realizando el contaje de leucocitos.

VACIO

CORRIENTE
APERTURA

ELECTRODO
INTERNO

ELECTRODO =11 ( -

EXTERNO | Y
- o SUSPENSION

CONTENEDOR _’-‘\-,J ] CELULAS iﬁ;@#b’;

MUESTRA. _— < 1L —SANGUINEAS ~

.}
pY \

*TUBO

APERTURA

Figura 27: Principio Coulter para el recuento de células sanguineas. Extraido de LH 700 Series,
Tecnologia de analisis y casos practicos 1.1.

Mediante la tecnologia VCS, basada en la medida del volumen (impedancia),
conductividad celular (relacion nucleo/citoplasma) y dispersion laser (Scatter) en

funcién de la granulacién celular, se lleva a cabo el diferencial Leucocitario.
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Consiste en un citometro de flujo que mediante la medida de estos tres
pardmetros identifica las distintas subpoblaciones leucocitarias de linfocitos y

neutrofilos.

e Fenotipaje de las subpoblaciones de linfocitos T, B, Natural killer (NK), mediante
citometria de flujo de 4 colores (Becton Dickinson FACScalibur). Marcadores de
superficie linfocitaria estudiados mediante anticuerpos monoclonales especificos
conjugados con fluorocromos: CD3, CD4, CD8, CD56/16, CD19 (Becton Dickinson).
El marcaje de las moléculas de superficie de las subpoblaciones linfocitarias se
realizd6 en muestra de sangre total anticoagulada con EDTA y los anticuerpos
empleados en el ensayo para la determinacién de las mismas se describen en la

tabla 4.

Tabla 4: Detalle de los distintos anticuerpos monoclonales empleados en el fenotipado de las distintas
subpoblaciones linfocitarias del estudio.

Fluorocromos

Subpoblaciéon | FITC PE PerCP APC
Control Isotipo | I1gG1k 18G24k IgG1x lgG1k
Linfocitos T CD25 CD122 CD4 CD8
TBNK CD56 CD16 CD3 CD19

FITC: Isotiocianato de flueresceina; PE: Ficoeritrina; PerCP: Proteina Clorofila Peridinina; APC:
Aloficocianina. Anticuerpos de Becton Dickinson, San josé, CA.
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El andlisis de las subpoblaciones linfocitarias fue desarrollado en un citémetro
FACScalibur (Becton Dickinson, San josé, CA.) y el programa CellQuest Pro.
En la figura 28 se muestra esquematicamente la estrategia de anadlisis de

subpoblaciones linfocitarias mediante citometria de flujo multiparamétrica.

Linfocitos CD3-PerCP/ SSINT
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s a0 —— CD8+ : 27.82%
Linfocitos : 16.54%
— 00 : ¥
= = 2 ]
A -1 29.14%  CD3+ :[70.56% o CDM+ 1 66,24%
o] =}
L) T
200+ > h
o T T T
a - - - i 16° 10" 10 1w
CD2-Perch v v LD4-Ferch
[Linfocitos] CD19-APC / S5 INT . [CD3-] CO56-FITC / COM6-PE
MK+ 2 17.84%
o 10
it
= 0 w R
= CD19+ @ 16.92% 2w
A g
L =
1 - b TF
. a
1w 1w 1w WP 1P i WF W
CO19-APC CD56-FITC

Figura 28: Andlisis de las subpoblaciones linfocitarias mediante citometria de flujo multiparamétrica.

e Determinacién cuantitativa en suero sanguineo de factor del complemento C3 (C3)
mediante ensayo nefelométrico cinético, midiendo la tasa de incremento de la
dispersion de la luz de las particulas suspendidas en solucion como resultado de la

formacion de complejos durante la reaccién antigeno-anticuerpo.

Complemento C3 (muestra ——— Complemento C3 —Anticuerpo (agregados)
Se ha utilizado el test Sistemas inmunoquimicos IMMAGE® para C3 de Beckman

Coulter Ireland, Inc., Mervue Business Park, Mervue, Galway, Ireland.
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Determinacidn cuantitativa en suero sanguineo de factor del complemento C4 (C4)
mediante ensayo nefelométrico cinético, midiendo la tasa de incremento de la
dispersién de la luz de las particulas suspendidas en solucién como resultado de la

formacién de complejos durante la reaccidén antigeno-anticuerpo.

Complemento C4 (muestra) —— Complemento C4 —Anticuerpo (agregados)
Se ha utilizado el test Sistemas inmunoquimicos IMMAGE® para C4 de Beckman

Coulter Ireland, Inc., Mervue Business Park, Mervue, Galway, Ireland

Determinacién cuantitativa en suero sanguineo de factor B de Properdina (FB)
mediante ensayo nefelométrico cinético, midiendo la tasa de incremento de la
dispersioén de la luz de las particulas suspendidas en solucion como resultado de la

formacion de complejos durante la reaccién antigeno-anticuerpo.

Factor B Properdina(muestra) — Factor B Properdina —Anticuerpo (agregado)
Se ha utilizado el test Sistemas inmunoquimicos IMMAGE® para PFB de Beckman

Coulter Ireland, Inc., Mervue Business Park, Mervue, Galway, Ireland.

Determinacidon cuantitativa en suero sanguineo de Inmunoglobulina G (IgG)
mediante ensayo nefelométrico cinético, midiendo la tasa de incremento de la
dispersion de la luz de las particulas suspendidas en solucion como resultado de la

formacion de complejos durante la reaccién antigeno-anticuerpo.
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e Inmunoglobulina G (muestra) — Inmunoglobulina G —Anticuerpo (agregados)
Se ha utilizado el test Sistemas inmunoquimicos IMMAGE® para IgG de Beckman

Coulter Ireland, Inc., Mervue Business Park, Mervue, Galway, Ireland.

e Determinacién cuantitativa en suero sanguineo de Inmunoglobulina A (IgA)
mediante ensayo nefelométrico cinético, midiendo la tasa de incremento de la
dispersién de la luz de las particulas suspendidas en solucién como resultado de la

formacién de complejos durante la reaccién antigeno-anticuerpo.

e Inmunoglobulina A (muestra) — Inmunoglobulina A —Anticuerpo (agregados)
Se ha utilizado el test Sistemas inmunoquimicos IMMAGE® para IgA de Beckman

Coulter Ireland, Inc., Mervue Business Park, Mervue, Galway, Ireland.

e Determinacion cuantitativa en suero sanguineo de Inmunoglobulina M (IgM)
mediante ensayo nefelométrico cinético, midiendo la tasa de incremento de la
dispersién de la luz de las particulas suspendidas en solucién como resultado de la

formacién de complejos durante la reaccién antigeno-anticuerpo.

e Inmunoglobulina M (muestra) — Inmunoglobulina —Anticuerpo (agregados)
Se ha utilizado el test Sistemas inmunoquimicos IMMAGE® para IgM de Beckman

Coulter Ireland, Inc., Mervue Business Park, Mervue, Galway, Ireland.

e Cuantificacidon en suero sanguineo de las subclases de 1gG mediante turbidimetria,

utilizando anticuerpos monoespecificos para IgGl e 1gG2, y anticuerpos
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monoespecificos policlonal de oveja unido a latex poliestireno en el caso de IgG3 e
IgG4. Una vez se desarrolle la reacciéon antigeno-anticuerpo y se formen los
complejos insolubles se realizara la lectura turbidimétrica, siendo la cantidad de luz
trasmitida indirectamente proporcional a la cantidad de proteina especifica en la
muestra.

Se ha utilizado el test, Kits de reactivos liquidos de subclases de IgG de “The
Binding Site Group Ltd”, 8 Calthorpe Road, Edgbaston, Birmingham, B15 1QT, U.K,
en un autoanalizador SPAPLUS® de The Binding Site Group Limited (Birmingham,

Reino Unido)

Cuantificacion de nuevos biomarcadores en el desarrollo de rechazo celular agudo.
Se evaluaron 63 pacientes (52 varones, 53 * 11 afios). 32 de estos pacientes
desarrollaron rechazo celular agudo tras el trasplante de acuerdo con los criterios
revisados ISHLT y 31 no desarrollaron rechazo celular agudo en biopsias ni
sintomas clinicos que sugiriesen rechazo humoral (controles). Las muestras de
suero congeladas se enviaron al laboratorio de la Dra Sarwal en la Universidad de
Stanford (Stanford, CA) para determinar la presencia de los siguientes analitos:
Fetuina-B  humano, CXCL4, CXCL9 humano, NAP2 humano, galectina-3,

apolipoproteina A1, CD14, CD31 y CD44 humano.

Los ensayos de ELISA para 8 de estas proteinas (fetuina-B, CXCL4, CXCL9, galectina-
3, CD14, CD31, CD44 y NAP2) se realizaron utilizando el protocolo de ELISA
recomendado por Meso Scale Diagnostics (MSD Rockville, MD, EE.UU.) usando
reactivos de Duosets De los sistemas R & D (Minniepolis, MN, EE.UU.): Human

Fetuin-B, Human CXCL4, Human CXCL9, Human Galectin-3 y Human CD14, CD31 y
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CD44. Para NAP2 humana, se utilizé anticuerpo anti-NAP2 de Abcam (Cambridge,
MA, USA) como anticuerpo de captura, se utilizé como estandar la proteina NAP2
de Abcam (Cambridge, MA, USA) y anticuerpo anti-NAP2 biotina de Abcam
(Cambridge, MA, USA) se utiliz6 como anticuerpo de deteccion. Para todos los
ELISA, se afadieron 0,5ug por pocillo de anticuerpo de captura en las respectivas
placas y se incubaron durante toda la noche a 42C. Después de la incubacidn, se
retird la solucion de revestimiento, se secaron las placas y se bloquearon a
temperatura ambiente durante una hora con un bloqueador A al 5% (MSD
Rockville, MD, EE.UU.). Las placas se lavaron tres veces con 200 ul de tampdn de
lavado de TPBS (Tween-20 al 0,05% en PBS) y se secaron, se afiadieron 50 pl de
patrones y muestras (suero diluido a 1: 500) a las respectivas placas y se incubaron
a temperatura ambiente durante una hora y media. Las placas se lavaron tres veces
en 200 ul de tampén de lavado de TPBS y se afiadié un volumen de 50 pl de
concentracion de trabajo (0,2 ng/ul de anticuerpo anti-NAP2, 4,0 ug /mL de fetuina
B anti-humano biotinilado de ratén y Galectina-3 anti-humano biotinilado de ratdn,
400 ng/ml de CXCL4 y CXCL9 anti-humano biotinilado de cabra y CD14, CD31 y
CD44 anti humano biotinilado de oveja) del anticuerpo de deteccion en las
respectivas placas y se dejo incubar a temperatura ambiente durante una hora y
media. Las placas se lavaron tres veces con 200 ul de tampdn de lavado TPBS y se
secaron con papel secante. Se afiadieron 50 pL de streptavidina SULFO-TAG (MSD
Rockville, MD, USA) (diluido 1: 1000 para los ensayos fetuina-B humano, CXCL4,
CXCL9 humano, CD14, CD31, CD44 humano y 1: 2500 para los ensayos de NAP2
humano y Galectin-3) y se incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente

durante 30 minutos. Las placas se lavaron tres veces en un total de 200 pl de
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tampodn de lavado de TPBS y se secaron con papel secante. Las placas se leyeron
inmediatamente en una cdmara de imagenes MSD después de aifiadir 150 pl de

solucién de lectura T (MSD Rockville, MD, USA).

Para la determinacion de apolipoproteina Al, se realizé un ELISA en sandwich de
tal forma que, las placas de ELISA se revistieron con 30 ul de anticuerpo anti-
apolipoproteina Aly 2 ug/ml de anticuerpo de captura de Abcam (Cambridge, MA,
USA) y se incubaron durante toda la noche a 42C. Se elimind la solucién de
revestimiento y las placas se lavaron tres veces con 200 pl de tampdn de lavado de
TPBS y se secaron con papel secante Las placas se blogquearon con 300 pl de
tampdn de bloqueo de leche en polvo sin grasa al 2% y se incubaron a temperatura
ambiente durante una a dos horas. Las placas se lavaron tres veces con 200 ul de
tampodn de lavado de TPBS y se secaron con papel secante. Se afiadieron 100 ul de
la apolipoproteina Al estandar de Abcam (Cambridge, MA, USA) y se afiadieron las
muestras de suero de estudio (diluidas 1: 3000 en Bloqueador A 1% (MSD Rockville,
MD, USA). Se incubaron a temperatura ambiente durante una hora. Las placas se
lavaron tres veces con 200 pl de tampoén de lavado de TPBS y se secaron con papel
secante. Se afadieron 100 pl de anticuerpo de deteccién a una concentracién
0,5ul/ml, se afiadieron anticuerpos policlonales de conejo de apolipoproteina Al
de Abcam (Cambridge, MA, USA) en leche seca al 2% y las placas se incubaron
durante una hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y tres veces con
200 pl de tampdn de lavado de TPBS y se secaron con papel secante. Se afiadieron
100 pl de anticuerpo secundario (HRP de IgG H & L de cabra anti-conejo en leche
seca al 2%) de Abcam (Cambridge, MA, EE.UU.) y las placas se incubaron en la

oscuridad durante una hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres
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veces con 200 pul de tampodn de lavado TPBS y se secaron con papel secante. Se
afiadieron 50 pl de solucion de sustrato (Turbo TMB-ELISA, ThermoFisher,
Waltham, MA USA) y las placas se incubaron en la oscuridad durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Se afiadieron 50 pl de solucién de parada (H2SO4 2 M) y las
placas se leyeron inmediatamente a 450 nm usando un lector de microplacas,

SpectraMax M2 de Molecular Devices (Sunnyvale, CA, EE.UU.).

4.5 DEFINICION DE EVENTO INFECCIOSO GRAVE

Se definieron los siguientes eventos infecciosos graves en nuestro estudio:

Toda infecciéon grave definida como evento infeccioso ocurrida durante los tres
primeros meses post-TC, que requiere la administracion de tratamiento
antimicrobiano especifico por via intravenosa.

Infeccion oportunista producida por citomegalovirus o fungica invasiva, ocurrida
durante los tres primeros meses post-TC, que requiere la administracién de
tratamiento antimicrobiano especifico por via intravenosa.

Cada paciente que haya tenido al menos un evento de este tipo se describird como
paciente que ha desarrollado una infeccién grave.

No se incluyeron infecciones asociadas a catéter intravenoso ni infecciones de herida

quirurgica superficial como evento infeccioso.
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4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se efectuaron con el programa informatico SPSS versién 22.0
para Windows (Statistical Package for Social Sciences Inc., Chicago, lllinois, USA)
Para comprobar la bondad de ajuste a la normalidad de cada una de las variables

analizadas en este estudio se utilizo el test de Kolmogorov-Smirnov

El andlisis descriptivo se desarrollé analizando todas las variables medidas en distintos
puntos en el tiempo en la cohorte de estudio, previo al trasplante cardiaco, a los 7, 30,
90, 180 dias y afio post-TC. Los estadisticos utilizados fueron, la media, error estandar

de la media, mediana, desviacidn tipica y valores maximo y minimo.

Se realizd un estudio cinético de todos los parametros determinados en los distintos

puntos de estudio para ver su distribuciéon a lo largo de tiempo.

Se realizd un andlisis de correlaciéon entre los niveles de farmacos medidos y los
distintos parametros utilizados para evaluar la respuesta celular y humoral de la
cohorte estudiada, mediante el coeficiente de correlacidon de Pearson (ccp) y el grado
de significacidon bilateral, también analizamos la correlacién entre los distintos
pardmetros entre si (variables numéricas). Se considerd correlacion significativa,
aquella en la cual el ccp fue mayor o igual a 0,600 y una significacién bilateral menor

del 0,05

Para la comparacion de medias entre dos grupos se utilizo la prueba T de Student para
muestras independientes, considerando asociacion significativa aquella que mostraba
una p < 0,05. Se analizaron todos los parametros medidos en un punto previo, pre-TCy
en tres puntos de estudio consecutivos: 7,30 y 90 dias post-TC, estudiando las

diferencias entre grupos estratificados con una variable cualitativa: la aparicién o no
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de un proceso infeccioso grave durante los 90 dias post-TC y de igual modo en funcién

o no de la aparicion de un fendmeno de rechazo agudo del injerto.

Para realizar la comparacién de variables categdricas se utilizara el test de y2. Las
variables categoricas analizadas son: la aparicion de procesos infecciosos graves antes

de los tres meses y el desarrollo de fendmenos de rechazo agudo del injerto.

Para estratificar los valores de los biomarcadores de la cohorte estudiada en dos
grupos, se establecieron como punto de corte el valor de las medianas de las variables
de inmunidad humoral y celular analizadas, en las variables bioquimicas analizadas el
valor de punto de corte utilizado es el valor asumido como patolégico por el
laboratorio del servicio de bioquimica y hematologia del Hospital General Universitario
Gregorio Marandn, o el resultado derivado de las curvas de operacién caracteristica

del receptor (ROC).

Para la elaboracién de una escala (score) con las variables bioquimicas e inmunolégicas
mas relevantes, se identificaron las variables relacionadas con un mayor riesgo de
desarrollar un proceso infeccioso o un rechazo agudo del injerto y se realizd un analisis
de regresidn logistica multivariante. Los criterios utilizados para la confeccién de estas

escalas son:

El valor significativo de las variables en un analisis de regresidon logistica p <0,05, el
valor del Odds Ratio (OR) y la plausabilidad bioldgica, evitando variables de alta

correlacion entre si.

Se elaboran distintas escalas (Scores) en funcion del tiempo de trasplante, desde el

momento pre-TC, 7, 30 y 90 dias post-TC y en funcion de la apariciéon durante los 90
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dias post-TC de procesos infecciosos o un evento de rechazo agudo del injerto

determinando el valor de OR de la escala y el indice de confianza al 95%.

4.7 VALOR DE CORTE UTILIZADO PARA LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Y HEMATOLOGICOS

A continuacion se muestra el valor limite de la normalidad de los parametros
bioquimicos y hematoldgicos establecidos por los laboratorios de hematologia y
bioquimica del Hospital General Universitario Gregorio Marafién coincidente con el

punto de inflexidn utilizado en la asociacion con los eventos clinicos estudiados.

Leucocitos >10.00 (x1000)/puL GOT >40 U/L
Linfocitos porcentual < 16% GPT>41 U/L
Valor absoluto de Linfocitos < 1300/uL GGT >60 U/L

Valor absoluto de Linfocitos > 3500/pL PT < 6.40 gr/dL
Leucocitos <4.00 (x1000)/uL ALB < 3.40 gr/dL
Neutréfilos porcentual < 42% UREA > 45 mg/dL
Valor absoluto de neutréfilos < 1800/l CREA > 1.20 mg/dL

Valor absoluto de neutréfilos > 7500/pL BT >1.10 mg/dL

Rango terapéutico de los niveles de fdrmacos inmunosupresores

CsA: 100-200 ng/mL  FK:5-15ng/mL  MMF: 2-5 pg/mL
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5.1 VALORES DESCRIPTIVOS DE LAS VARIABLES DE ESTUDIO

5.1.1 NORMALIDAD DE LAS VARIABLES

Existe muy poca informacién disponible sobre los valores de distintos parametros
bioquimicos, niveles de farmacos y variables de inmunidad innata y adquirida en el
momento previo y en distintos tiempos posteriores al trasplante cardiaco. Esta
informacién es necesaria para tratar de interpretar los distintos analisis que se
plantean en esta tesis. La variabilidad de los biomarcadores orienta, por otro lado, el
tipo de pruebas estadisticas que deben ser utilizadas. Un aspecto importante es la
informacién acerca de la normalidad de las variables. Para comprobar la bondad de
ajuste a la normalidad de cada una de las variables analizadas se utilizd el test de
Kolmogorov-Smirnov. El andlisis de la normalidad de las variables se presenta al final
de la tesis en el anexo 1 en distintas tablas que pueden servir de referencia para otros
estudios en cohortes de pacientes trasplantados cardiacos que reciben terapia de
induccion con anticuerpos anti-CD25 y que utilizan la terapia triple estandar de
mantenimiento de la inmunosupresion.

Tal como puede apreciarse en las tablas del anexo 1, los pardmetros bioquimicos que
siguen una distribuciéon normal son:

En el punto pre-TC la albumina, a los 7 dias las proteinas totales y la albimina, a los 30
dias, las proteinas totales, la albumina y la urea, a los 90 dias, proteinas totales, urea,
creatinina y bilirrubina total, a los 180 dias proteinas totales y la urea y al afio post-TC,
mantenian una distribucidon normal las proteinas totales, la albimina y la urea.

La distribucién de los farmacos inmunosupresores se mantuvo en una distribucion
normal en todos los puntos medidos a lo largo del estudio, para los niveles de CsA y FK,
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pero los niveles de MMF sélo se ajustaban a la normalidad en el punto de medida

correspondiente a los 90 y 180 dias post-TC.

Los parametros inmunolégicos que seguian una distribucién normal son:

En el punto pre-TC IgG, IgM, IgA, las subclases de 1gG1, 1gG2, IgG3, los factores de
complemento C3, C4 y factor B properdina; a los 7 dias 1gG, 1gM, IgA, las subclases de
IgG1 e IgG3, C3, C4 y factor B properdina; a los 30 dias la distribucién es normal en los
mismos parametros que en dia 7, a los 90 dias se repite el mismo patréon que en el
punto pre-TC; a los 180 dias IgG, IgA, las subclases de 1gG1, 1gG2, 1gG3, C3, C4 y al aiio

post-TC IgG, IgM, IgA, las subclases de 1gG1, 1Gg2, I1gG3, C3 y C4.

Asi pues se observa que tanto los niveles de PCR como los niveles de la subclase IgG4
no siguen una distribucidn normal en ningun punto de medida, perdiéndola
puntualmente el factor B de properdina en el punto 180 dias vy al afio, la 1IgG2 a los 7

dias y la IgM a los 180 dias.

Los parametros de subpoblaciones de leucocitos y mas especificamente linfocitarias

gue seguian una distribucién normal son:

De los parametros medidos, leucocitos totales, linfocitos totales y porcentajes asi
como neutrdfilos totales y porcentuales en todos los puntos medidos salvo neutrdfilos
totales en el punto pre-TC, los linfocitos totales el dia 7 y en el dia 30 los leucocitos

totales y los neutréfilos totales.

De las subpoblaciones linfocitarias, el recuento de células T CD3, CD4, CD8, NK, vy

linfocitos B, todos ellos en valor absoluto (totales) y porcentual (%), en el punto de
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medida pre-TC, todos presentaban una distribucién normal salvo las células NK totales
y los linfocitos B porcentuales; el dia 7 perdieron la distribucion normal los recuentos
de células T CD3, CD4, CD8, las células NK, los linfocitos B, totales y las células NK
porcentuales. El dia 30 todos los parametros mostraban una distribucién normal salvo
las células NK totales y porcentuales. A los 90 dias todos los pardmetros se distribuian
de forma normal salvo los linfocitos B totales. A los 180 dias perdian la distribucién
normal las células T CD8, NK, los linfocitos B porcentuales y el recuento de linfocitos

NK total. Al afio post-TC todos los pardmetros mostraban una distribucién normal.

5.1.2 ANALISIS DESCRIPTIVO. MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL

La informacion cuantitativa de los pardmetros analizados en los distintos tiempos es
otra informacion relevante que aporta esta tesis. A continuacién se presentan los
datos cuantitativos de los distintos biomarcadores evaluados, globalmente. El analisis
descriptivo se desarrollé analizando todas las variables medidas en distintos
momentos en el tiempo en nuestra poblacién de estudio, estos puntos fueron, el
previo al trasplante cardiaco, 7, 30, 90, 180 dias y afio post-TC. Los estadisticos
utilizados fueron, la media, error estandar de la media, mediana, desviacién estandary
valores maximo y minimo. Los resultados obtenidos se muestran en el Anexo 2 de la

tesis.

5.2 CINETICA DE LOS BIOMARCADORES

Uno de los aspectos mds basicos del andlisis estadistico realizado, es la evaluacién
prospectiva y longitudinal de todos los parametros medidos en la cohorte estudiada,

previo al trasplante cardiaco y en los 5 puntos consecutivos de estudio: 7, 30, 90, 180
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dias y un afio post-TC. La informacién ha sido recogida prospectivamente a lo largo del

desarrollo de la tesis.

En la figura 29 se muestra la cinética de la titulacion de células sanguineas, leucocitos,
neutréfilos y linfocitos, en las figuras 30 y 31 mostramos la cinética de las
subpoblaciones linfocitarias que monitorizan la respuesta inmune celular, de tal forma
que tras el trasplante cardiaco puede observarse un aumento de los leucocitos totales
durante la primera semana post-TC y una posterior disminucion respecto a los valores

determinados en el punto pre-TC que se estabiliza hasta el ano.

Asi mismo, los linfocitos experimentan una disminucion durante la primera semana
respecto a los valores de partida, observdndose una recuperacién progresiva en los
distintos puntos extendiéndose hasta el ano post-TC, tanto en valores absolutos como
a nivel porcentual. Los neutréfilos siguen un patron de comportamiento idéntico al

gue experimentan los leucocitos totales.

En los linfocitos T CD3, se observa una disminucidn discreta de la subpoblacion celular
porcentual durante la primera semana post-TC y una posterior recuperaciéon y
aumento de los mismos respecto a los valores determinados en el punto pre-TC que se
estabiliza hasta el afio, la tendencia en valores absolutos es similar pero mucho mas
marcada, salvo en el dltimo punto, afio post-TC en el que se manifiesta una

disminucion de los valores de linfocitos T CD3 respecto al punto de partida.

Los linfocitos T CD4 a nivel porcentual, muestran estabilidad desde el momento del
trasplante hasta el punto 180 y afio en los cuales se observa una ligera disminucién

progresiva, sin embargo en valores absolutos muestran una cinética similar a la que
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presentan los linfocitos totales, disminucién en la primera semana seguida de
recuperacién progresiva hasta el afio. Este mismo patrén se observa en los linfocitos T
CD8 porcentual pero aumentando respecto a los valores de inicio desde los 180 dias y
manteniéndose hasta el afio, sin embargo en valores absolutos aun siguiendo un

patrén similar se observa una disminucién en su recuento entre los 180 dias y el afio.

Las células NK presentan la misma cinética que las células T CD8, tanto en valores
absolutos como porcentuales, se observa un descenso a la semana y una recuperacion
de sus valores desde este momento hasta el afio post-TC. Los linfocitos B siguen el
mismo modelo cinético que los leucocitos totales con un aumento significativo durante
la primera semana post-TC y una posterior disminucion respecto a los valores
determinados en el punto pre-TC que se estabiliza hasta el afio, si bien es mucho mas

acusado en valores porcentuales que en valores absolutos.

En cuanto al comportamiento cinético de los parametros inmunolégicos de inmunidad
humoral se observa un descenso brusco de los nivelas séricos de IgG desde el
momento previo al trasplante hasta la primera semana posterior a la intervencién,
seguido de un descenso progresivo hasta el mes para comenzar a recuperarse
progresivamente hasta el aino post-TC pero sin llegar a alcanzar los niveles basales.
Este patron de comportamiento se repite en las subclases IgG1, 1gG3 e IgM pero de
forma menos marcada. Los niveles de IgA y las subclases 1gG2 e IgG4 disminuyen desde
el momento previo al trasplante hasta el dia 30, a partir de este momento se
estabilizan los niveles hasta el afno pero en concentraciones inferiores a los niveles

mostrados en el punto inicial.
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Los niveles séricos del factor del complemento C3, C4 y factor B de properdina siguen
una pauta cinética similar, tras experimentar una bajada en sus niveles durante la
primera semana respecto a los niveles basales, experimentan una leve recuperacion al
mes post-TC, sin llegar a los niveles de partida para experimentar un nuevo descenso a

partir del dia 30 que se estabiliza y mantiene hasta el afio post-TC (Figuras 32 y 33).

En cuanto al comportamiento de los pardmetros bioquimicos que ilustran las figuras
34 y 35, los niveles de PCR evidencian una elevacion discreta respecto a los niveles
basales hasta el dia 30, para disminuir en el tercer mes manteniéndose constante

hasta el afio con niveles inferiores a los de partida.

Las proteinas totales y la albumina, experimentan un descenso brusco durante la
primera semana post-TC respecto a los niveles previos a la intervencion, para
recuperar progresivamente su concentracion sérica a lo largo del afio, alcanzando los

niveles basales.

Los niveles de urea se ven aumentados a lo largo de la primera semana para bajar y
estabilizarse hasta el aflo mostrando niveles similares a los basales, la creatinina

muestra fluctuaciones a lo largo del periodo de tiempo estudiado.

La bilirrubina total experimenta una elevacién discreta durante la primera semana,
posteriormente disminuye hasta alcanzar niveles por inferiores a los basales,
manteniéndose asi hasta el afio posterior al trasplante. Los niveles de GOT disminuyen
a partir del mes de la intervencidon manteniéndose hasta el afio niveles ligeramente

inferiores a los mostrados en el momento previo al trasplante y en la primera semana.
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Los niveles de GGT y GPT se ven elevados durante la primera semana para ir
disminuyendo progresivamente hasta el dia 90, manteniéndose de forma estable hasta
el afo post-TC recuperando titulaciones séricas similares a las que presentan en el

punto pre-TC.

El comportamiento cinético de los farmacos inmunosupresores desde su primera

medicion el dia 7 Post-TC hasta el afio se muestra en la figura 35.

Asi pues, los niveles de CsA desde la primera medicidén a la semana de la intervencion
se observa un aumento del nivel del farmaco en suero en el dia 30 para
posteriormente disminuir el dia 90 y manteniéndose estable hasta el afio en

concentraciones ligeramente mas elevadas que las que mostraba el dia 7.

Cinética similar es observada para los niveles de FK, si bien, se observa una tendencia a

la disminucién progresiva del farmaco desde el dia 30 hasta el afio.

Los niveles de MMF se mantienen estables hasta el mes Post-TC, experimentando un

ligero aumento posterior que se mantiene hasta el afio.
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Figura 29: Cinética de las variables hematolégicas, leucocitos y subpoblaciones leucocitarias. Analisis
longitudinal con diagramas de cajas que representa mediana, percentiles 25, 75, valores extremos,
casos extremos (*) y casos atipicos (°)

Pagina | 128



RESULTADOS

Linfocitos T CD3 % Linfocitos T CD3 /ul
100+ 4.000-]
]
60 0
3.000-
@ - -
60 8 0
° g
8 8 2,000+ o o
0 o
40
o
*
1.000-{
207 * 8
0 o
T ] | T 1 T T T T T T T
Pre TC 7d 30d 90d 180d afio Pre TC 7d 30d 90d 180d afo
Linfocitos T CD4 /ul Linfocitos T CD4 %
3.0007 80 (o] o

2,500 o=

8
2.000M o
T i D I I I I

00mO 00

1.500-

1,000 1 -
[} ° 1
20

500

T T T T T T T T T T T
Pre TC 7d 30d 90d 180d afio Pre TC Td 30d 90d 180d afio

Linfocitos T CD8 %

o
50 e
o ° _ —
° 8 o
[}
40 ©
20+
o
.
T T T I T T
Pre TC d 30d 90d 180d afio

Figura 30: Cinética de las variables de inmunidad celular en TC. Analisis longitudinal con diagramas de
cajas que representa mediana, percentiles 25, 75, valores extremos, casos extremos (*) y casos
atipicos (%)

Pagina | 129



RESULTADOS

Linfocitos T CD8 /ul Células NK %
2.000 o o o
*
o
* 407 8
1,500 R 3
o o 8
30 o
* ) o * 5 °
1.000- 8 *
*
= 20
o *
o
500+
o
10
o o
T T 1 1 T I T T T T T T
Pre TC 7d 30d 90d 180d afio Pre TC Td 30d 90d 180d afio
Células NK /ul Linfocitos B /ul
00+ -
*
1250
*
*
800+ ¥
° o 1.000- *
o (]
9 *
8 ° *
© * -] 750-]
400~ o o ©
-]
o o @
500+ o
*
¥ T °
200+
*
250+
<]
o é o
T T T T T T T T T T T
Pre TC 7d 30 90d 180d afio Pre TC Td 30d 90d afio

Linfocitos B %

oo

o
f
o

T T T T T T
Pre TC 7d 30d 90d 180d afio
Figura 31: Cinética de las variables de inmunidad celular en TC. Analisis longitudinal con diagramas de

cajas que representa mediana, percentiles 25, 75, valores extremos, casos extremos (*) y casos
atipicos (%)
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Figura 32: Cinética de las variables de inmunidad humoral en TC. Analisis longitudinal con diagramas
de cajas que representa mediana, percentiles 25, 75, valores extremos, casos extremos (*) y casos

atipicos (%)

Pagina | 131



RESULTADOS

IgA mg/dL 1gM mg/dL
*
500 400
*
*
*
*
00+ 300 *
*
o * ©
° . & e
o *
400 8 o 2007 8 ] )
8
200+ 100
o 0
T T T T T T T ] T T T I
pre TC 7d 30d 90d 180d afio pre TC 7d 30d 90d 180d afio
Complemento €3 mg/dL Complemento C4 mg/dL
250 &0 o
@ *
[} 501 o
200 o * ° _ N
© o o ° o o _ L]
. s o] - s
150
301
100+
20
o o
ED g o 10
i - 4 =] o
o o
T T 1 1 T I T T I I | I
Pre TC 7d 30d 90d 180d afio Pre TC 7d 30d 90d 180d afio
Factor B properdina mg/dL
70
o
60 T
© *
o
50 o ° o
o

201

T
Pre TC

T
7d

T
30d

T
90d

T
180d

T
afio

Figura 33: Cinética de las variables de inmunidad humoral en TC. Analisis longitudinal con diagramas
de cajas que representa mediana, percentiles 25, 75, valores extremos, casos extremos (*) y casos
atipicos (%)
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Figura 34: Cinética de las variables bioquimicas en TC. Andlisis longitudinal con diagramas de cajas que
representa mediana, percentiles 25, 75, valores extremos, casos extremos (*) y casos atipicos (°)
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Figura 35: Cinética de las variables bioquimicas y niveles de farmacos inmunosupresores en TC.
Andlisis longitudinal con diagramas de cajas que representa mediana, percentiles 25, 75, valores
extremos, casos extremos (*) y casos atipicos (°)
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5.3 ANALISIS DE CORRELACION ENTRE NIVELES DE FARMACOS Y

BIOMARCADORES BIOQUIMICOS E INMUNOLOGICOS

Ante la falta de estudios e informacién en el entorno del TC, en este apartado
presentamos las correlaciones entre los posibles biomarcadores analizados. Es una de
las aproximaciones realizadas a lo largo de este trabajo de tesis para establecer si hay
relacion entre los niveles de farmacos inmunosupresores y los distintos pardmetros
analizados, con especial interés, los de inmunocompetencia.

Esta informacidn fue utilizada también para evitar incluir en los modelos de regresion
logistica multivariante predictivos, variables con alta correlaciéon estadistica. Estos
modelos se exhibiran en secciones posteriores de la tesis.

Mediante el coeficiente de correlacién (CC) de Pearson (CCP) y el grado de significacién
bilateral, analizamos la correlacién entre los distintos pardmetros (variables
numéricas) medidos en distintos puntos consecutivos en el tiempo, 7 dias, 30 dias y 90
dias post-TC.

Los niveles de farmacos inmunosupresores cuantificados fueron CsA, FK y MMF.

Los parametros bioquimicos analizados fueron: niveles de proteinas totales, albumina,
urea, creatinina, GOT, GPT, GGT y PCR.

Los pardametros de inmunidad humoral estudiados fueron: Inmunoglobulinas G, Ay M,
asi como las subclases de inmunoglobulina G (IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4), también
estudiaremos el comportamiento en nuestra poblacién de los factores del
complemento C3 y C4 y el FB. Para la evaluacion de la inmunidad celular, estudiaremos
el comportamiento en nuestro grupo de estudio de la distribucidén de las distintas

poblaciones celulares, tanto de forma porcentual (%) como en valores absolutos
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(células por pl), analizando la concentracidon de leucocitos, neutrdfilos, linfocitos, y
dentro de éstos la distribucion de las distintas subpoblaciones de linfocitos T, CD3,
CD4, CDS8, los linfocitos B y las células NK.

Se Considera correlacidn significativa, cuando el coeficiente de correlacién fue mayor o
igual a 0.6 y una significacién bilateral menor de valor de p de 0.05 (p<0.05).

Como en el estudio pre-TC no hay medidas de niveles inmunosupresores no se hace el
analisis en este punto.

En el anexo 3 de la tesis se recogen las figuras que ilustra esta correlacion.

En el punto de medida correspondiente a los 7 dias post-TC no fueron observadas
correlaciones significativas entre los niveles de farmacos inmunosupresores y los
pardmetros evaluados.

En el anexo 3 de la tesis se recogen las figuras que ilustran la correlacidon entre los
niveles de farmacos estudiados en el dia 7 post-TC y las variables mas representativas
del estado de inmunocompetencia analizadas en este estudio.

En este mismo punto de estudio, los parametros que presentaban una alta correlacién
de forma significativa fueron los que se indica a continuacion.

Entre las parametros bioquimicos: proteinas totales con albumina (CC = 0.797) y urea
con creatinina (CC = 0.727).

Entre las subpoblaciones celulares: leucocitos con neutréfilos/ul (CC = 0.979);
porcentaje (%) de linfocitos con % de neutrdfilos (CC = 0.935), con células T CD3/ul (CC
= 0.845), con células T CD4/ul (CC = 0.838), con células T CD8/ul (CC = 0.681) y con el
recuento de linfocitos B/ul (CC = 0.616); recuento de linfocitos /ul con recuento de
células T CD3/pul (CC = 0.845), con células T CD4/ul (CC = 0.838); con células T CD8/ pl

(CC =0.681) y con linfocitos B/ul (CC = 0.616); porcentaje de neutréfilos con células T
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CD3/ul (CC =-0.806), con linfocitos T CD4/ul (CC =-0.813) y con células T CD8/ pl (CC
=-0.631); porcentajes de células T CD3 con % de CD4 (CC = 0.745) y con % de linfocitos
B (CC = -0.873); recuento de células T CD3/pul con el de células T CD4/ul (CC = 0.963),
con células T CD8/ul (CC =0.801) y con el de linfocitos B/ul (CC = 0.710); porcentaje de
linfocitos T CD4 % con recuento de células T CD8/ ul (CC = 0.707), con linfocitos B/ul
(CC = 0.654); asi como el recuento de células T CD8/ul con el de los linfocitos B/pl
(CC =0.683).

Entre las inmunoproteinas: Los niveles séricos de IgG correlacionaron altamente con
los de las subclases IgG; (CC=0.901) e IgG, (CC = 0.642).

En el punto de medida correspondiente a los 30 dias post-TC no se detectaron
correlaciones significativas entre los niveles de farmacos inmunosupresores y ninguno
de los pardmetros evaluados, como se ilustra mediante las figuras recogidas en el
anexo 3.

Los pardmetros que presentaban una correlacién alta de forma significativa fueron los
siguientes.

Entre los pardmetros bioquimicos: El nivel de proteinas totales con los de albumina (CC
= 0.847) y entre las cifras de GOT y GPT (CC = 0.783).

De las subpoblaciones celulares evaluadas, las correlaciones altamente significativas
han sido: El recuento de leucocitos con el de neutréfilos/ul (CC = 0.964); el % de
neutrofilos con el recuento de linfocitos T CD3/ul (CC = - 0.730), T CD4/ ul (CC = -
0.738); el % de linfocitos con el de neutroéfilos (CC = - 0.950), con el de células T CD3/pl
(CC =0.741) y con el de T CD4/ul (CC = 0.743); recuento de linfocitos /ul con el % de
neutrofilos (CC = - 0.749); recuento de linfocitos T CD3/ul (CC = 0.903) con el nivel de T
CD4/ul (CC =0.869), T CD8/ ul (CC =0.774 y con linfocitos B /ul (CC = 0.725); el % de
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células T CD3 con el % de T CD4 (CC = 0.644), con el de linfocitos B (CC = -0.650); el
recuento de linfocitos T CD3/ ul con el de T CD4/ul (CC = 0.965), T CD8/ul (CC = 0.873),
linfocitos B/ul (CC = 0.654); el % de T CD4 con el de T CD8 (CC = - 0.618); el recuento
de T CD4/ul con el de T CD8/ ul (CC =-0.721y con el de Linfocitos B/ul (CC = 0.656).
Las IgG séricas totales tuvieron una correlacidn alta y significativa con la concentracion
de IgG1 (CC = 0.913) e 1gG, (CC = 0.732). El complemento C3 sérico mostrd correlacidon
significativa con el nivel de factor B circulante (CC = 0.688).

En el punto de medida correspondiente a los 90 dias post-TC, se detectd una
correlacién altamente significativa entre los niveles de CsA y la concentracion de
bilirrubina total (CC = 0.620). No se detectaron correlaciones significativas entre otros
niveles de farmaco y pardmetros bioquimicos o inmunoldgicos.

Los parametros que presentaban una correlacién de forma significativa fueron como
se exhibe a continuacidn. La cifra de proteinas totales con la de albumina sérica (CC =
0.744); asi como la GOT con la GPT (CC = 0.770). En lo que se refiere a recuentos y
porcentajes de células: El recuento de leucocitos con el de neutrdfilos/ul (CC = 0.948),
el % de linfocitos con el de neutréfilos (CC = - 0.938) y con su recuento/ul (CC = -
0.623); el recuento linfocitario/pl con el nivel de linfocitos T CD3/ul (CC = 0.916), T
CD4/ ul (CC=0.836), T CD8/ ul (CC=0.647) y con los de linfocitos B/ ul (CC = 0.654); el
recuento de linfocitos T CD3/ pl con el de T CD4/ ul (CC = 0.915), con el de T CD8/ pl
(CC=0.699); el % de T CD4 con el de T CD8 (CC =-0.675) y el % de células NK con el %
de linfocitos T CD3 (CC = - 0.755). Finalmente la concentracidon de IgG total mostré
correlacidn alta significativa con 1gG1 (CC = 0.871) e 1gG2 (CC = 0.662); el de C3 con el FB

(CC = 0.699), y C4 (CC = 0.638); y el de C4 con el FB (CC = 0.658).
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5.4 ASOCIACION DE LOS BIOMARCADORES CON EVENTOS CLINICOS:
INFECCION Y RECHAZO CELULAR AGUDO. ANALISIS DE COMPARACION

DE MEDIAS

La primera aproximaciéon estadistica para evaluar la posible asociacion entre los
biomarcadores y la presencia de infeccion o rechazo como variables clinicas, fue un
andlisis de comparacion de medias entre pacientes que presentaban o no la
complicacién. Para la comparacién de medias entre dos grupos utilizamos la prueba T
de student para muestras independientes, consideramos asociacidon significativa
aquella que mostraba un valor de p < 0.05. Analizamos todos los parametros medidos
en un punto previo pre-TC y en tres puntos de estudio consecutivos: 7, 30 y 90 dias
post-TC, estudiando las diferencias entre grupos estratificados con una variable
cualitativa; la aparicién o no de un proceso infeccioso grave a los 90 dias post-TC y de
igual modo en funcién o no de la aparicidon de un fendmeno de rechazo agudo del
injerto en el mismo periodo.

El anexo 4 de la tesis recoge las figuras que ilustran la asociacién significativa entre los

biomarcadores propuestos, la infeccion y el rechazo celular agudo
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5.4.1 ASOCIACION DE LOS BIOMARCADORES CON EVENTOS DE INFECCION.

ANALISIS DE COMPARACION DE MEDIAS

5.4.1.1 ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE FARMACOS
INMUNOSUPRESORES Y EL DESARROLLO DE INFECCION GRAVE DURANTE LOS
PRIMEROS TRES MESES POSTERIORES AL TRASPLANTE CARDIACO

Se observa que los niveles sanguineos de FK determinado el dia 7 post-TC son
significativamente mayores en individuos infectados en comparacion con aquellos que

no desarrollan infeccidn (Tabla 5).

5.4.1.2 ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE LOS BIOMARCADORES Y EL DESARROLLO
DE INFECCION GRAVE DURANTE LOS PRIMEROS TRES MESES POSTERIORES AL
TRASPLANTE CARDIACO

Estudio pre-TC

El estudio realizado antes del trasplante, cuando el paciente es incluido en lista de
espera, aquellos que desarrollaron infecciones durante los primeros 3 meses tras el
trasplante (en adelante pacientes infectados), tuvieron porcentajes de linfocitos

significativamente mas bajos y porcentajes de neutréfilos mas altos (Tabla 7).

Estudio dia 7 post-TC

Siete dias tras el trasplante cardiaco los pacientes infectados mostraron porcentajes y
recuento absoluto de linfocitos mas bajos, porcentaje de neutrdfilos y de PCR mas
altos y niveles séricos de IgG, IgA, C3, C4 y FB mas bajos como se muestra en las tablas

10y 11.
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Estudio dia 30 post-TC

Al mes del trasplante, el grupo de pacientes infectados mostraban niveles de PT, ALB y
valores porcentuales y absolutos de linfocitos mas bajos que el resto. Al mismo tiempo
este grupo mostré mayores cifras de urea, GOT, GGT, PCR, asi como, valores

porcentuales y absolutos de neutréfilos (tabla 13).

Estudio dia 90 post-TC

En este punto de estudio los pacientes infectados mostraron concentraciones
inferiores de PT, ALB, BT, IgA y del recuento absoluto de células T CDA4. Los niveles de
GGT, PCR y del porcentaje de linfocitos T CD8 fueron significativamente mas alto en
estos pacientes en comparacion con aquellos que no desarrollaron infecciones (Tablas

16,17 y 18).

5.4.1.3 TABLAS DE COMPARACION DE MEDIAS ENTRE LAS VARIABLES ANALIZADAS Y
EL DESARROLLO DE INFECCION GRAVE DURANTE LOS PRIMEROS 90 DIAS

POSTERIORES AL TRASPLANTE

Tabla 5: Asociacion entre farmacos inmunosupresores e infeccion. Comparacion de medias
mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE TIEMPO INFECCION (X+/- DS)  NO INFECCION (X+/- DS) p
CsA 193.37 +/- 58.72 179.32 +/- 76.17 0.637
Fk 7 DIAS 12.07 +/- 6.87 8.85+/-4.38 0.025
MMF 2.69 +/-3.27 2.25 +/- 2.66 0.568
CsA 216.87 +/-41.63 283.92 +/-89.30 0.050
Fk 30 DIAS 11.36 +/-3.14 13.23 +/- 4.09 0.111
MMF 1.69 +/- 1.45 2.29 +/-2.01 0.173
CsA 210.25 +/- 66.70 209.96 +/- 85.73 0.993
Fk 90 DIAS 11.67 +/- 4.08 12.21 +/-3.37 0.602
MMF 2.45 +/- 1.56 2.80 +/- 2.00 0.418

CsA = Ciclosporina ng/ml Fk = Tacrolimus ng/ml MFM = Micofenolato pg/ml
(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
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Tabla 6: Asociacion de la variabilidad a lo largo del tiempo del nivel de farmacos
inmunosupresores e infeccion. Comparacion de medias mediante T de Student
para muestras independientes

VARIABLE* INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
CV FK 90 DIAS 35.20+/-19.43 38.17+/-17.58 0.590
CV FK ANO 40.25+/-13.57 33.26+/-13.46 0.088
CV CsA 90 DIAS 28.40+/-11.64 33.86+/-18.37 0.394
CV CsA ANO 29.25+/-9.08 35.66+/-16.06 0.214
CV MMF 90 DIAS 61.50+/-40.10 58.27+/-30.03 0.757
CV MMF ANO 57.58+/-19.93 53.00+/-23.68 0.540
(X+/- DS)= Media +/- Desviacion Estandar.
(*) Mediana del valor de la variable. CV= Coeficiente de variacion.
Tabla 7: Asociacion entre las variables bioquimicas en el punto Pre-TC e infeccién.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p

Proteinas g/dL 6.54 +/- 1.39 6.81 +/- 1.41 0.375
Urea mg/dL 62.87 +/- 40.31 56.64 +/- 24.32 0.329
Creatinina mg/dL 1.18 +/-0.42 1.15+/-0.51 0.788
Albumina g/dL 3.61+/-0.72 3.76 +/- 0.88 0.462
Bilirrubina Total mg/dL 1.39 +/- 0.99 1.14 +/- 0.89 0.205
GOT U/L 52.73 +/- 87.74 133.68 +/- 750.06 0.558
GPT U/L 57.56 +/- 156.62 94.76 +/- 463.21 0.670
GGT U/L 66.36 +/- 74.15 73.31+/-61.94 0.626
Leucocitos x 1000 /pl 9.42 +/-2.80 8.62 +/-4.31 0.342
Linfocitos % 17.02 +/-9.63 22.03 +/- 10.76 0.026
Neutrofilos % 72.90 +/- 12.00 67.38 +/- 13.08 0.044
Linfocitos/pl 1474.90+/-780.67 1702.39+/-795.78 0.178
Neutréfilos/pl 7038.29+/-2852.31 6078.78+/-4107.78 0.233

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 8: Asociacion entre las variables de inmunidad humoral en el punto pre-TC e infeccidn.

Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
1gG mg/dL 990.93+/-410.54 1121.83+/-327.69 0.093
IgA mg/dL 282.10+/-115.30 339.45+/-148.13 0.057
IgM mg/dL 115.44+/-73.67 105.41+/-49.50 0.427
1gG1 mg/dL 645.93+/-292.45 711.59+/-255.04 0.291
18G2 mg/dL 340.82+/-196.92 369.67+/-163.17 0.477
1gGz mg/dL 52.12+/-35.39 57.91+/-33.40 0.463
18Ga mg/dL 40.32+/-29.49 63.08+/-67.85 0.095
Complemento Cz mg/dL 109.20+/-40.02 121.45+/-29.16 0.128
Complemento Cs mg/dL 22.34+/-9.28 25.43+/-9.46 0.175
FB Properdina mg/dL 35.74+/-10.94 36.97+/-10.10 0.630
PCR mg/dL 4.74+/-7.44 3.10+/-6.53 0.310

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
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Tabla 9: Asociacion entre las variables de inmunidad celular en el punto pre-TC e infeccidn.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
Linfocitos T CD3 % 75.54+/-10.23 74.72+/-8.63 0.710
Linfocitos T CD3 /pl 1169.37+/-695.75 1266.68+/-660.47 0.537
Linfocitos T CD4 % 50.75+/-9.70 49.19+/-10.61 0.515
Linfocitos T CD4 /pl 753.67+/-415.27 840.60+/-473.98 0.417
Linfocitos T CD8 % 24.50+/-9.00 25.11+/-8.95 0.771
Linfocitos T CD8 / pl 407.74+/-313.32 416.42+/-262.65 0.895
Natural killer % 11.00+/-7.41 11.23+/-8.06 0.900
Natural killer /pl 157.15+/-132.86 179.09+/-146.774 0.512
Linfocitos B % 11.96+/-9.58 11.79+/-6.86 0.923
Linfocitos B/ pl 150.48+/-123.16 187.40+/-148.63 0.266
(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
Tabla 10: Asociacidn entre las variables bioquimicas a los 7 dias post-TC e infeccion.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
Proteinas g/dL 5.24+/-0.71 5.57 +/-0.81 0.052
Urea mg/dL 106.06 +/- 49.76 91.00 +/-54.21 0.195
Creatinina mg/dL 1.44 +/-0.71 1.18 +/- 0.59 0.063
Albumina g/dL 2.86 +/-0.62 3.09 +/- 0.61 0.163
Gamma % 13.22 +/-2.81 14.21 +/- 3.85 0.317
Bilirrubina Total mg/dL 1.52+/-1.21 1.23 +/-0.78 0.166
GOT U/L 39.86 +/- 49.80 29.58 +/- 23.62 0.164
GPT U/L 46.65 +/- 46.15 55.82 +/- 60.04 0.464
GGT U/L 124.24 +/-91.04 119.27 +/-93.30 0.810
Leucocitos x 1000 /ul 14.19 +/-5.21 13.42 +/-4.82 0.479
Linfocitos % 6.24 +/-4.51 8.54 +/-5.56 0.048
Neutroéfilos % 89.19 +/- 5.99 85.83 +/- 6.41 0.016
Linfocitos/pl 796.61+/-546.03 1148.52+/-869.42 0.043
Neutroéfilos/pl 12766.16+/-5112.71 11542.38+/-4370.80 0.226

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 11: Asociacidn entre las variables de inmunidad humoral a los 7 dias post-TC e infeccion.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) P
1gG mg/dL 642.13+/-182.30 742.14+/-218.37 0.035
IgA mg/dL 186.07+/-83.37 232.54+/-98.19 0.030
IgM mg/dL 87.37+/-55.21 84.11+/-39.05 0.745
IgG1 mg/dL 400.67+/-123.91 433.48+/-147.59 0.313
1gG2 mg/dL 200.12+/-82.74 239.04+/-101.42 0.081
1gGz mg/dL 31.09+/-16.38 30.62+/-15.90 0.900
1gGa mg/dL 26.41+/-19.54 40.04+/-42.47 0.110
Complemento Cz mg/dL 78.04+/-19.18 103.91+/-29.84 0.001
Complemento Ca mg/dL 17.85+/-5.56 22.79+/-8.21 0.004
Fb Properdina mg/dL 21.98+/-6.74 25.00+/-6.32 0.044
PCR mg/dL 4.82+/-7.94 1.55+/-2.06 0.003

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
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Tabla 12: Asociacidn entre las variables de inmunidad celular a los 7 dias post-TC e infeccidn.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
Linfocitos T CD3 % 69.12+/-12.62 69.61+/-11.71 0.865
Linfocitos T CD3 /pl 579.20+/-590.82 845.15+/-624.89 0.073
Linfocitos T CD4 % 48.48+/-11.46 49.15+/-12.42 0.818
Linfocitos T CD4 /ul 415.08+/-464.11 597.18+/-441.57 0.092
Linfocitos T CD8 % 20.44+/-8.55 20.05+/-7.87 0.840
Linfocitos T CD8 / pl 162.08+/-140.68 242.72+/-210.26 0.083
Natural killer % 5.32+/-4.02 5.39+/-5.47 0.953
Natural killer /pl 30.04+/-21.11 58.65+/-72.04 0.055
Linfocitos B % 24.48+/-12.04 23.04+/-11.63 0.608
Linfocitos B/ pl 167.76+/-129.85 268.30+/-272.92 0.083

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 13: Asociacidn entre las variables bioquimicas a los 30 dias post-TC e infeccidn.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
Proteinas g/dL 5.35 +/-0.62 5.85 +/-0.70 0.001
Urea mg/dL 79.48 +/- 52.30 62.20 +/- 26.57 0.033
Creatinina mg/dL 1.13 +/- 0.64 1.02 +/- 0.38 0.327
Albumina g/dL 3.02+/-0.58 3.50+/-0.55 0.001
Gamma % 11.75+/-2.39 12.19+/-3.22 0.555
Bilirrubina Total mg/dL 0.84+/-0.63 0.77+/-0.41 0.508
GOT U/L 26.13+/-19.73 18.31+/-8.40 0.007
GPT U/L 40.10+/-47.14 30.22+/-21.01 0.155
GGT U/L 137.44+/-130.51 94.43+/-78.03 0.048
Leucocitos x 1000 /ul 8.93+/-5.72 7.42+/-2.76 0.084
Linfocitos % 14.23+/-9.37 20.81+/-10.95 0.006
Neutréfilos % 77.51+/-12.67 69.86+/-11.94 0.006
Linfocitos/pl 1104.97+/-743.58 1486.95+/-899.24 0.048
Neutroéfilos/pl 7133.28+/-5405.61 5241.23+/-2345.25 0.018

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 14: Asociacidn entre las variables de inmunidad humoral a los 30 dias post-TC e infeccion.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
1gG mg/dL 597.06+/-204.89 663.57+/-205.45 0.145
IgA mg/dL 166.51+/-85.56 203.54+/-84.75 0.058
IgM mg/dL 75.05+/-49.34 77.47+/-37.86 0.799
IgG1 mg/dL 383.32+/-143.04 402.30+/-157.75 0.606
1gG2 mg/dL 195.61+/-109.02 207.71+/-86.19 0.589
1gGs mg/dL 29.54+/-17.81 26.46+/-14.70 0.412
18Ga mg/dL 18.91+/-8.94 35.52+/-43.06 0.060
Complemento Cz mg/dL 106.87+/-35.62 111.77+/-30.35 0.526
Complemento Cs mg/dL 23.41+/-8.89 24.11+/-7.20 0.707
Fb Properdina mg/dL 32.00+/-9.91 29.89+/-6.82 0.254
PCR mg/dL 6.38+/-8.76 2.22+/-6.16 0.015

(X+/- DS)= Media +/- Desviacion Estandar
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Tabla 15: Asociacidn entre las variables de inmunidad celular a los 30 dias post-TC e infeccidn.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
Linfocitos T CD3 % 72.52+/-10.75 74.73+/-7.62 0.288
Linfocitos T CD3 /pl 900.00+/-640.13 1195.00+/-712.07 0.079
Linfocitos T CD4 % 48.64+/-10.38 50.86+/-11.05 0.393
Linfocitos T CD4 /pl 596.96+/-426.85 814.39+/-499.11 0.062
Linfocitos T CD8 % 23.64+/-7.01 23.31+/-8.68 0.865
Linfocitos T CD8 / pl 296.80+/-234.67 371.32+/-259.41 0.222
Natural killer % 8.89+/-5.50 9.47+/-6.66 0.704
Natural killer /pl 101.83+/-85.99 131.67+/-104.97 0.223
Linfocitos B % 16.92+/-9.79 14.05+/-5.57 0.096
Linfocitos B/ pl 185.17+/-118.27 225.67+/-172.13 0.296
(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
Tabla 16: Asociacidn entre las variables bioquimicas a los 90 dias post-TC e infeccién.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
Proteinas g/dL 6.06+/-0.67 6.42+/-0.48 0.004
Urea mg/dL 52.66+/-19.79 55.91+/-19.28 0.463
Creatinina mg/dL 1.13+/-0.53 1.12+/-0.43 0.943
Albumina g/dL 3.75+/-0.47 4.07+/-0.32 0.000
Bilirrubina Total mg/dL 0.56+/-0.23 0.72+/-0.36 0.038
GOT U/L 21.48+/-18.58 18.68+/-7.78 0.299
GPT U/L 21.85+/-17.42 21.13+/-13.83 0.832
GGT U/L 114.96+/-189.88 62.31+/-60.61 0.042
Leucocitos x 1000 /pul 6.01+/-2.31 6.78+/-2.16 0.124
Linfocitos % 24.95+/-10.70 24.81+/-9.55 0.950
Neutrofilos % 64.72+/-11.46 63.62+/-10.03 0.646
Linfocitos/pl 1363.72+/-528.35 1621.77+/-670.79 0.077
Neutr6filos/pl 4030.39+/-1975.79 4410.52+/-1793.18 0.368

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 17: Asociacidn entre las variables de inmunidad humoral a los 90 dias post-TC e infeccidn.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
1gG mg/dL 758.75+/-195.53 736.93+/-235.42 0.689
IgA mg/dL 138.68+/-53.43 203.85+/-102.76 0.004
IgM mg/dL 81.44+/-69.14 76.81+/-34.34 0.682
1gG1 mg/dL 496.57+/-157.56 441.85+/-160.12 0.183
18G2 mg/dL 228.42+/-81.14 219.70+/-86.71 0.690
1gGs mg/dL 40.91+/-23.15 33.05+/-17.64 0.114
18Ga mg/dL 20.81+/-11.26 34.47+/-34.14 0.092
Complemento C: mg/dL 104.35+/-30.24 101.20+/-25.59 0.634
Complemento Cs mg/dL 23.55+/-9.17 22.02+/-7.09 0.421
Fb Properdina mg/dL 29.43+/-8.52 27.15+/-6.67 0.200
PCR mg/dL 1.22+/-2.21 0.38+/-0.70 0.011

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
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Tabla 18: Asociacidn entre las variables de inmunidad celular a los 90 dias post-TC e infeccidn.
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE INFECCION (X+/- DS) NO INFECCION (X+/- DS) p
Linfocitos T CD3 % 81.04+/-6.39 77.86+/-8.62 0.096
Linfocitos T CD3 /pl 1084.92+/-468.68 1310.60+/-544.00 0.071
Linfocitos T CD4 % 49.92+/-8.47 52.41+/-11.57 0.328
Linfocitos T CD4 /pl 669.73+/-303.05 876.97+/-407.45 0.023
Linfocitos T CD8 % 30.65+/-10.20 24.97+/-8.79 0.011
Linfocitos T CD8 / pl 409.00+/-217.34 424.07+/-244.36 0.788
Natural killer % 8.81+/-4.51 10.80+/-8.12 0.244
Natural killer /pl 114.38+/-68.86 165.03+/-126.36 0.059
Linfocitos B % 8.69+/-5.11 9.10+/-4.55 0.714
Linfocitos B/ pl 117.00+/-85.16 155.60+/-106.79 0.109

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

5.4.2 ASOCIACION DE LOS BIOMARCADORES CON EVENTOS DE RECHAZO DEL

INJERTO. ANALISIS DE COMPARACION DE MEDIAS

5.4.2.1 ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE FARMACOS
INMUNOSUPRESORES Y EL DESARROLLO DE RECHAZO AGUDO DEL INJERTO
DURANTE LOS PRIMEROS TRES MESES POSTERIORES AL TRASPLANTE CARDIACO

No se observa asociacidon significativa entre los niveles sanguineos de los farmacos
inmunosupresores determinados de forma sistematica en los distintos tiempos del

estudio y el desarrollo de rechazo agudo del injerto (Tabla 19).

5.4.2.2 ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE LOS BIOMARCDORES Y EL DESARROLLO
DE RECHAZO CELULAR AGUDO DURANTE LOS PRIMEROS TRES MESES POSTERIORES
AL TRASPLANTE CARDIACO

Estudio pre-TC

En el estudio realizado en el punto previo al trasplante, cuando el paciente es incluido
en lista de espera, los pacientes que desarrollaron rechazo celular agudo durante los

primeros 3 meses posteriores al trasplante (en adelante pacientes con rechazo), se
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observan niveles significativamente mas altos del factor C4 de complemento (tabla
22).

Estudio dia 7 post-TC

Siete dias tras el trasplante cardiaco como se detalla en la tabla 26, los pacientes con
rechazo mostraron porcentajes mas elevados de linfocitos B y simultaneamente mas
bajos de células T CD3 y CDS8.

Estudio dia 30 post-TC

Al mes del trasplante, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos (Tablas 27, 28 y 29).

Estudio dia 90 post-TC

En este punto de estudio los pacientes con rechazo tuvieron mayores niveles del
recuento leucocitario y del valor porcentual y absoluto de neutréfilos (Tabla 30).
Recordamos que en el anexo 4, se recogen las figuras que ilustran la asociacion
significativa entre los biomarcadores propuestos y los distintos eventos clinicos

estudiados, infeccion y el rechazo celular agudo.

5.4.2.3 TABLAS DE COMPARACION DE MEDIAS ENTRE LAS VARIABLES ANALIZADAS Y
EL DESARROLLO DE RECHAZO AGUDO DEL INJERTO DURANTE LOS PRIMEROS 90 DIAS

POSTERIORES AL TRASPLANTE
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Tabla 19: Asociacidn entre niveles de farmacos inmunosupresores y rechazo agudo del injerto
Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE TIEMPO RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p

CsA 195,37+/-61,13 178,68+/-75,48 0,575
Fk 7 DIAS 9,21+/-5,89 10,07+/-5,37 0,595
MMF 3,28+/-3,54 2,15+/-2,58 0,172
CsA 271,87+/-96,99 266,32+/-82,85 0,875
Fk 30 DIAS 13,62+/-6,43 12,38+/-3,64 0,361
MMF 2,28+/-2,03 2,08+/-1,85 0,664
CsA 194,50+/-72,29 215,00+/-83,77 0,539
Fk 90 DIAS 12,82+/-5,51 11,84+/-2,82 0,386
MMF 2,70+/-1,54 2,70+/-1,99 0,986

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
CsA = Ciclosporina ng/ml Fk = Tacrolimus ng/ml MMF = Micofenolato ug/m

Tabla 20: Asociacidn entre la variabilidad a lo largo del tiempo del nivel de farmacos
inmunosupresores y el rechazo agudo del injerto. Comparaciéon de medias mediante
T de Student para muestras independientes

VARIABLE* RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
CVFK3M 42.66+/-17.24 35.83+/-18.09 0.249
CV FK ANO 36.72+/-11.05 34.63+/-15.01 0.604
CV CsA 3M 39.85+/-17.16 30.08+/-16.73 0.187
CV CsA ANO 35.00+/-10.28 32.80+/-15.29 0.708
CV MMF 3M 53.814/-27.24 60.06+/-33.04 0.562
CV MMF ARO 50.22+/-18.78 55.39+/-24.77 0.433

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

(*) Mediana del valor de la variable. CV= Coeficiente de variacién.

Tabla 21: Asociacidn entre las variables bioquimicas en el punto Pre-TC y el rechazo agudo
del injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/-DS)  NO RECHAZO (X+/- DS) p
Proteinas g/dL 7,26 +/- 0,75 6,71 +/-1,43 0,086
Urea mg/dL 50,34 +/-24,45 58,97+/-30,27 0,215
Creatinina mg/dL 1,03+/-0,29 1,14+/-0,38 0,235
Albumina g/dL 4,00+/-0,53 3,68+/-0,88 0,143
Bilirrubina Total mg/dL 0,88+/-0,60 1,30+/-0,98 0,054
GOT U/L 23,81+/-8,19 53,44+/-82,35 0,097
GPT U/L 25,00+/-10,35 50,61+/-118,79 0,328
GGT U/L 57,72+/-45,86 76,71+/-71,50 0,244
Leucocitos x 1000 /pul 8,09+/-1,94 8,89+/-4,26 0,384
Linfocitos % 23,41+/-9,17 20,10+/-10,85 0,188
Neutrofilos % 65,36+/-9,71 69,44+/-13,26 0,176
Linfocitos/pl 1861.45+/-834.33 1569.86+/-760.70 0.119
Neutrofilos/pl 5350.48+/-1814.72 6457.53+/-4103.04 0.213

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
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Tabla 22: Asociacidn entre las variables de inmunidad humoral en el punto pre-TC y rechazo
agudo del injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
18G mg/dL 1139,76+/-285,98 1067,88+/-380,49 0,426
IgA mg/dL 339,57+/-133,93 322,74+/-143,67 0,634
1IgM mg/dL 117,95+/-63,00 107,75+/-58,34 0,491
1gG1 mg/dL 717,15+/-201,03 687,27+/-290,26 0,678
IgG2 mg/dL 405,73+/-178,51 351,41+/-174,38 0,244
1gGs mg/dL 57,14+/-36,21 57,27+/-34,16 0,989
1gGs mg/dL 48,00+/-44,08 58,88+/-64,57 0,497
Complemento C; mg/dL 124,80+/-38,82 114,79+/-30,05 0,266
Complemento C2 mg/dL 29,28+/-12,58 22,92+/-6,92 0,009
Fb Properdina mg/dL 39,06+/-11,42 35,50+/-10,10 0,235
PCR mg/dL 2,40+/-4,62 3,44+/-6,35 0,492

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 23: Asociacidn entre las variables de inmunidad celular en el punto pre-TC y rechazo
agudo del injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
Linfocitos T CD3 % 75,71+/-11,64 75,37+/-7,91 0,890
Linfocitos T CD3 /pl 1317,38+/-778,93 1216,85+/-636,09 0,592
Linfocitos T CD4 % 50,71+/-13,19 49,77+/-9,73 0,748
Linfocitos T CD4 /pl 877,25+/-544,81 798,92+/-434,51 0,544
Linfocitos T CD8 % 24,12+/-9,29 25,42+/-9,03 0,602
Linfocitos T CD8 / pl 418,69+/-349,87 412,94+/-256,51 0,941
Natural killer % 11,41+/-10,75 11,29+/-7,19 0,956
Natural killer /pl 167,50+/-149,88 175,19+/-141,00 0,848
Linfocitos B % 11,00+/-6,94 11,16+/-6,78 0,931
Linfocitos B/ pl 185,06+/-159,91 161,47+/-114,76 0,503

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 24: Asociacidn entre las variables bioquimicas a los 7 dias Post-TC y rechazo

agudo del injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
Proteinas g/dL 5,57+/-0,93 5,44+/-0,75 0,517
Urea mg/dL 98,78+/-55,30 95,55+/-53,14 0,741
Creatinina mg/dL 1,44+/-0,85 1,21+/-0,55 0,137
Albumina g/dL 3,19+/-0,74 2,97+/-0,56 0,184
Bilirrubina Total mg/dL 1,31+/-1,26 1,28+/-0,76 0,887
GOT U/L 34,21+/-49,89 32,00+/-27,70 0,785
GPT U/L 51,60+/-36,38 54,06+/-61,48 0,856
GGT U/L 98,91+/-71,74 127,39+/-97,75 0,200
Leucocitos x 1000 /ul 14,07+/-3,95 13,60+/-5,20 0,692
Linfocitos % 8,50+/-5,58 7,70+/-5,33 0,536
Neutrofilos % 86,68+/-6,59 86,78+/-6,42 0,948
Linfocitos/pl 1245.57+/-1029.21 990.67+/-716.24 0.183
Neutrofilos/pl 12167.82+/-3504.03 11889.81+/-4921.03 0.802

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
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Tabla 25: Asociacidn entre las variables de la inmunidad humoral a los 7 dias post-TCy el
rechazo agudo del injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras

independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
18G mg/dL 672,38+/-225,47 723,82+/-208,90 0,334
IgA mg/dL 206,66+/-86,22 218,79+/-97,35 0,609
IgM mg/dL 76,59+/-33,76 87,42+/-47,40 0,333
1gG1 mg/dL 393,26+/-98,11 431,63+/-150,95 0,300
IgG2 mg/dL 229,72+/-123,21 226,40+/-89,61 0,897
1gGs mg/dL 25,62+/-11,76 31,73+/-16,37 0,134
1gGs mg/dL 26,78+/-13,98 38,49+/-41,27 0,229
Complemento C: mg/dL 93,40+/-23,14 96,20+/-31,40 0,707
Complemento Cs mg/dL 24,06+/-9,35 20,39+/-7,13 0,060
Fb Properdina mg/dL 25,61+/-8,30 23,38+/-5,82 0,174
PCR mg/dL 1,63+/-1,67 2,35+/-3,67 0,398

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 26: Asociacidn entre las variables de la inmunidad celular a los 7 dias post-TC y rechazo
agudo del injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
Linfocitos T CD3 % 64,24+/-17,22 71,01+/-9,73 0,032
Linfocitos T CD3 /pl 922,44+/-817,13 732,86+/-561,59 0,256
Linfocitos T CD4 % 47,20+/-16,17 49,49+/-10,91 0,481
Linfocitos T CD4 /l 684,22+/-612,58 511,09+/-398,21 0,153
Linfocitos T CD8 % 16,67+/-7,28 21,18+/-8,05 0,034
Linfocitos T CD8 / pl 231,94+/-267,97 217,92+/-173,11 0,789
Natural killer % 5,21+/-5,60 5,39+/-4,99 0,894
Natural killer /pl 60,61+/-99,41 47,79+/-49,67 0,448
Linfocitos B % 28,33+/-17,51 22,02+/-9,33 0,043
Linfocitos B/ pl 334,61+/-326,55 214,53+/-212,82 0,064

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 27: Asociacidn entre las variables bioquimicas a los 30 dias post-TC y el rechazo agudo del
injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
Proteinas g/dL 5,71+/-0,74 5,70+/-0,71 0,933
Urea mg/dL 71,04+/-40,76 66,23+/-35,67 0,591
Creatinina mg/dL 1,11+/-0,44 1,04+/-0,48 0,560
Albumina g/dL 3,33+/-0,58 3,38+/-0,60 0,781
Bilirrubina Total mg/dL 0,78+/-0,52 0,80+/-0,48 0,858
GOT U/L 17,91+/-9,06 21,40+/-14,15 0,287
GPT U/L 34,85+/-26,42 32,71+/-32,60 0,782
GGT U/L 78,52+/-66,64 115,52+/-104,30 0,128
Leucocitos x 1000 /pul 8,14+/-2,92 7,80+/-4,17 0,723
Linfocitos % 17,17+/-11,84 19,31+/-10,62 0,421
Neutréfilos % 74,27+/-13,85 71,54+/-12,24 0,376
Linfocitos/pl 1303.95+/-842.03 1391.66+/-881.97 0.680
Neutrdfilos/pl 6146.64+/-2785.37 5713.54+/-3859.77 0.626

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
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Tabla 28: Asociacidn entre las variables de la inmunidad humoral a los 30 dias post-TC y rechazo
agudo del injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
IgG mg/dL 603,59+/-217,70 654,44+/-203,16 0,313
IgA mg/dL 189,46+/-74,48 192,81+/-89,37 0,884
IgM mg/dL 69,23+/-31,35 78,57+/-43,58 0,395
1gG1 mg/dL 373,22+/-131,01 403,04+/-158,66 0,467
IgG2 mg/dL 200,44+/-129,08 205,11+/-81,81 0,852
1gGs mg/dL 22,96+/-9,99 28,58+/-16,72 0,179
1gGs mg/dL 23,71+/-25,78 32,45+/-39,60 0,379
Complemento C; mg/dL 102,02+/-21,07 112,63+/-33,87 0,211
Complemento Cs mg/dL 23,88+/-6,80 23,92+/-7,93 0,985
Fb Properdina mg/dL 28,45+/-5,38 30,98+/-8,30 0,224
PCR mg/dL 2,83+/-5,61 3,51+/-7,55 0,726

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 29: Asociacidn entre las variables de la inmunidad celular a los 30 dias post-TC y rechazo
agudo del injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
Linfocitos T CD3 % 73,24+/-10,75 74,28+/-8,13 0,659
Linfocitos T CD3 /pl 1114,65+/-649,49 1102,55+/-717,96 0,950
Linfocitos T CD4 % 49,82+/-13,53 50,30+/-10,17 0,873
Linfocitos T CD4 /l 788,06+/-512,94 737,65+/-482,52 0,706
Linfocitos T CD8 % 22,65+/-9,83 23,60+/-7,78 0,672
Linfocitos T CD8 / pl 321,47+/-236,96 355,69+/-258,37 0,623
Natural killer % 8,94+/-6,39 9,40+/-6,35 0,792
Natural killer /pl 116,88+/-126,17 124,41+/-93,15 0,785
Linfocitos B % 16,29+/-8,68 14,52+/-6,68 0,361
Linfocitos B/ pl 230,59+/-152,19 209,17+/-160,94 0,623

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 30: Asociacidn entre las variables bioquimicas a los 90 dias post-TC y rechazo agudo del

injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
Proteinas g/dL 6,29+/-0,53 6,33+/-0,57 0,764
Urea mg/dL 54,68+/-16,90 55,09+/-20,16 0,931
Creatinina mg/dL 1,05+/-0,31 1,14+/-0,50 0,432
Albumina g/dL 3,85+/-0,40 4,02+/-0,39 0,087
Bilirrubina Total mg/dL 0,63+/-0,27 0,69+/-0,35 0,480
GOT U/L 19,13+/-6,50 19,56+/-13,01 0,881
GPT U/L 23,72+/-13,80 20,62+/-15,14 0,392
GGT U/L 88,68+/-106,74 73,68+/-116,93 0,592
Leucocitos x 1000 /pl 7,45+/-2,51 6,30+/-2,07 0,033
Linfocitos % 21,95+/-10,00 25,73+/-9,68 0,115
Neutréfilos % 67,89+/-9,96 62,74+/-10,31 0,041
Linfocitos/pl 1587.77+/-761.47 1536.58+/-606.35 0.745
Neutr6filos/pl 5103.11+/-2052.80 4061.20+/-1719.47 0.019

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar
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Tabla 31: Asociacidn entre las variables de la inmunidad humoral a los 90 dias post-TC y rechazo
agudo del injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) RECHAZO (X+/- DS) p
IgG mg/dL 734,05+/-232,00 745,35+/-223,60 0,854
IgA mg/dL 183,62+/-82,06 185,91+/-99,59 0,931
1IgM mg/dL 68,27+/-29,30 80,58+/-49,67 0,331
1gG1 mg/dL 435,76+/-133,98 460,75+/-165,64 0,611
1gG2 mg/dL 202,41+/-98,00 225,98+/-82,22 0,364
1gGs mg/dL 27,01+/-14,57 36,80+/-19,97 0,098
1gGs mg/dL 19,73+/-15,11 33,17+/-32,33 0,164
Complemento C; mg/dL 107,65+/-28,00 100,65+/-26,50 0,339
Complemento Cs mg/dL 24,85+/-8,21 21,83+/-7,49 0,149
Fb Properdina mg/dL 28,77+/-7,71 27,52+/-7,16 0,532
PCR mg/dL 0,87+/-2,56 0,55+/-0,81 0,399

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

Tabla 32: Asociacidn entre las variables de la inmunidad celular a los 90 dias post-TC y rechazo
agudo del injerto. Comparacion de medias mediante T de Student para muestras independientes

VARIABLE RECHAZO (X+/- DS) NO RECHAZO (X+/- DS) p
Linfocitos T CD3 % 76,55+/-11,52 79,54+/-6,68 0,150
Linfocitos T CD3 /pl 1202,60+/-640,00 1252,67+/-495,27 0,714
Linfocitos T CD4 % 49,50+/-13,31 52,31+/-9,83 0,309
Linfocitos T CD4 /pl 799,60+/-507,15 816,95+/-348,20 0,863
Linfocitos T CD8 % 26,35+/-11,12 26,82+/-9,11 0,850
Linfocitos T CD8 / pl 397,35+/-273,22 426,30+/-223,87 0,634
Natural killer % 9,75+/-9,51 10,33+/-6,48 0,757
Natural killer /pl 145,65+/-135,64 150,52+/-107,25 0,869
Linfocitos B % 10,10+/-5,02 8,63+/-4,58 0,224
Linfocitos B/ pl 166,00+/-111,16 136,37+/-98,24 0,258

(X+/- DS)= Media +/- Desviacién Estandar

5.5 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE ALTERACIONES CUALITATIVAS DE
LOS BIOMARCADORES Y EL DESARROLLO DE INFECCIONES GRAVES O
RECHAZO AGUDO DEL INJERTO DURANTE LOS PRIMEROS TRES MESES

POSTERIORES AL TRASPLANTE CARDIACO

La segunda aproximacion para la identificacion de biomarcadores de riesgo de
infeccion y rechazo, se desarrolla mediante el andlisis de tablas cruzadas con el
estadistico Chi-cuadrado, comparamos frecuencias de desarrollo del evento clinico

estudiado en los pacientes estratificados en dos grupos segun el nivel del biomarcador.
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Hemos utilizado distintos puntos de corte para generar los dos grupos, tratando de
establecer puntos de corte que se aproximen a una plausibilidad bioldgica. Valores por
encima y por debajo del valor de corte establecido, se asociarian a mayor riesgo de
desarrollo de alguno de los eventos estudiados.

Las variables categdricas relacionadas con evento clinico analizado son: la aparicién de
procesos infecciosos graves durante los tres meses tras el trasplante y el desarrollo de
fenédmenos de rechazo celular agudo del injerto durante el mismo periodo de
observacion.

Las variables categodricas del biomarcador se establecieron mediante distintas
aproximaciones que dieron lugar a la formacion de 2 grupos, por encima y por debajo
de un valor concreto. Para estratificar los pacientes en dos grupos, se establecieron
como punto de corte el valor de las medianas de las variables de inmunidad humoral y
celular analizadas. En las variables bioquimicas y hematoldgicas, el valor de punto de
corte utilizado es el valor, fuera de rango normal, asumido por el laboratorio del
servicio de bioquimica y hematologia del Hospital General Universitario Gregorio
Marafién, o el resultado derivado de las curvas de operacién caracteristica del receptor
(ROC).

Se consideran significativas aquellas asociaciones entre variables categdricas que

muestran un valor de p< 0.05.

5.5.1 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE ALTERACIONES CUALITATIVAS DE LOS

BIOMARCADORES Y EL DESARROLLO DE INFECCIONES GRAVES
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5.5.1.1 ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE LAS ALTERACIONES DE LOS NIVELES DE
FARMACOS INMUNOSUPRESORES Y EL DESARROLLO DE INFECCIONES GRAVES EN
PACIENTES TRASPLANTADOS CARDIACOS

No se observa asociacion significativa entre las alteraciones cuantitativas de los niveles
sanguineos de los farmacos inmunosupresores determinados de forma sistematica en
los distintos tiempos de estudio con el desarrollo de infeccion grave teniendo en
cuenta los valores de efectividad establecidos por el Laboratorio de Bioquimica
Hospital Gregorio Marafién (valores de FK comprendidos entre 5-15 ng/mL, CsA entre

100- 200 ng/mL y MMF entre 2-5 ug/mL).

Se observa una tendencia estadistica hacia la presencia de niveles altos de alguno de
los fdrmacos anticalcineurinicos determinados en el dia 7 y el desarrollo de
infecciones, asociacion que se observa invertida en la determinacién obtenida el dia 30
post-TC, llegando a ser significativa cuando se determina el nivel de anticalcineurinico

independientemente de su formula (tablas 33 y 34).

Teniendo en cuenta el rango de efectividad y seguridad en el entorno del TC del nivel
de farmacos inmunosupresores (valores de FK comprendidos entre 10y 15 ng/mLy de
CsA entre 250 y 350 ng/mL), se observa una tendencia estadistica hacia la presencia de
niveles bajos de FK o de alguno de los farmacos anticalcineurinicos y la ausencia del
desarrollo de infecciones en el tiempo de estudio correspondiente al dia 7 post-TC

(Tabla 35).
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Tabla 33: Asociacidn entre los niveles elevados de farmacos inmunosupresores y el desarrollo de
infeccion grave a los 7 dias posteriores al trasplante.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
FK > 15 ng/ml 23.8% 11% 0.268
CsA > 200 ng/ml 7 DIAS 50% 28% 0.391
Anticalcineurinico alto * 31% 15.9% 0.105

(*) = FK>15 ng/ml o CsA>200 ng/ml

Tabla 34: Asociacidn entre los niveles elevados de farmacos inmunosupresores y el desarrollo de
infeccion grave a los 30 dias posteriores al trasplante.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
FK > 15 15% 39.5% 0.080
CsA > 200 30 DIAS 62.5% 88% 0.137
Anticalcineurinico alto * 28.6% 57.4% 0.014

(*) = FK>15 ng/ml o CsA>200 ng/ml

Tabla 35: Asociacidn entre niveles de farmacos inmunosupresores en funcion del rango de
efectividad y seguridad en el entorno del trasplante y el desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
FK <10 38% 64% 0,063
AntiCalcineurinico bajo 7DIAS 48% 70% 0,066

Anticalcineurinico bajo= FK<10 y/o CsA<250

5.5.1.2 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE LA VARIABILIDAD DE NIVELES DE FARMACOS
INMUNOSUPRESORES CON DESARROLLO DE INFECCIONES

La variabilidad de los niveles de farmacos inmunosupresores tras el trasplante es un
hecho frecuente. Por ello, intentamos evaluar el potencial impacto de esta variabilidad

con la aparicidn de procesos infecciosos graves.

La variabilidad de la medicién de los niveles séricos de farmacos realizada de forma
sistematica a lo largo de los distintos puntos de estudio, dia 7, dia 30, dia 90, dia 180 y
un ano post-TC, se calculé mediante la obtencidn del coeficiente de variacién de los

niveles obtenidos en suero de los distintos farmacos inmunosupresores.
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Como queda recogido en la tabla nimero 36, se observa asociacion significativa entre
el desarrollo de procesos de infeccién grave y el aumento de la variabilidad de la
medicion sérica de los niveles de FK a lo largo del afo post-TC, aquellos que
presentaban un coeficiente de variaciéon superior al 34.50%, entre las medidas
obtenidas del nivel del farmaco a lo largo de los distintos puntos de estudio, de tal
forma que aquellos individuos en los cuales se superaba dicho nivel presentaban una
mayor tendencia al desarrollo de infeccidn respecto al resto de individuos. El valor de

corte del coeficiente de variacidn coincide con el valor de la mediana de dicha variable.

Tabla 36: Asociacidn de la variabilidad a lo largo del tiempo del nivel de farmacos inmunosupresores y
desarrollo de infeccion.

VARIABLE* INFECCION NO INFECCION p
CV FK ANO> 34.50% 75% 39% 0.035
CV CsA 3M >32.00% 52% 30% 0.283
CV CsA ANO >29.00% 42% 52% 0.721
CV MMF 3M >56.00% 42% 52% 0.748
CV MMF ANO >54.00% 58% 46% 0.527

(*) Mediana del valor de la variable. CV= Coeficiente de variacidn.

5.5.1.3 ASOCIACION ENTRE LA ALTERACION DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS Y EL
DESARROLLO DE INFECCION EN LOS PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE
CARDIACO

Estudio pre-TC

Durante el periodo pre-TC se observa que aquellos que mostraban leucocitosis y
neutrofilia, tenian una mayor probabilidad de desarrollar un proceso infeccioso

respecto al resto de individuos estudiados (Tabla 37).
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Estudio dia 7 post-TC

En los pardmetros medidos a la semana de la intervencién, no se observa asociacién

significativa con el desarrollo de infeccidn activa (Tabla 40).

Estudio dia 30 post-TC

En las determinaciones analiticas realizadas el dia 30, se observa que aquellos que
mostraban niveles séricos de proteinas totales inferiores a 5,25 gr/dL
(hipoproteinemia); de albumina menores de 3,05 gr/dL (hipoalbuminemia: valores
procedentes de la aplicacién de curva ROC a las variables con una especificidad del
80%); y de valores del recuento de linfocitos en sangre inferiores al 16,00% (linfopenia)
presentaban mayor riesgo de desarrollar infeccidn. Los pacientes con niveles de GOT
superiores a 40,00 U/L (hipertransaminemia) desarrollaron infecciones con mayor

frecuencia que aquellos que no presentan alteracién en dichos parametros (Tabla 43).

Estudio dia 90 post-TC

Los pacientes en los cuales la determinacién de parametros se realizd a los tres meses
post-TC, eran mas propensos a padecer infeccidon cuando presentaban niveles séricos
de proteinas totales inferiores a 5,85 gr/dL y de albumina inferior a 3,85 gr/dL (valores
procedentes de la aplicacion de curva ROC a las variables, con una especificidad del

90% y 80% respectivamente), como se muestra en la tabla 46.

5.5.1.4 ASOCIACION ENTRE LA ALTERACION DE LOS PARAMETROS DE INMUNIDAD
HUMORAL Y EL DESARROLLO DE INFECCION EN LOS PACIENTES SOMETIDOS A

TRASPLANTE CARDIACO
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Estudio pre-TC

Durante el periodo previo al trasplante, ninguno de los parametros determinados,
presentaron una asociacién significativa con una mayor o menor probabilidad de

presentar un proceso infeccioso.

Estudio dia 7 post-TC

Aquellos pacientes que en el dia 7 presentaban valores de IgA inferiores a 195,50
mg/dL, hipocomplementemia C3 (con distintos puntos de corte), niveles de C4 por
debajo de 20,00 mg/dL y de FB inferiores a 22,75 mg/dL, presentaban con mas

frecuencia un proceso infeccioso grave (Tabla 41).

Estudio dia 30 post-TC

Al mes post-TC, los pardmetros que indicaban una mayor probabilidad de infeccién en
la cohorte estudiada, eran los niveles de IgG inferiores a 508,50 mg/dL
(hipogammaglobulinemia IgG, valores procedentes de la aplicaciéon de curva ROC a las
variables con una especificidad del 80%) y los de PCR superiores a 0,96 mg/dL como

muestra la tabla 44.

Estudio dia 90 post-TC.

La determinacién paramétrica realizada a los tres meses del trasplante que recoge la
tabla 47, mostré que los pacientes con mayor predisposicion al desarrollo de una
infeccion, eran aquellos que mostraban en su analitica unos valores de IgA inferiores a

167,00 mg/dL y un valor de PCR superior a 0,26 mg/dL.
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5.5.1.5 ASOCIACION ENTRE LA ALTERACION DE LOS PARAMETROS INMUNOLOGICOS
CELULARES Y EL DESARROLLO DE INFECCION EN LOS PACIENTES SOMETIDOS A

TRASPLANTE CARDIACO

Los pardmetros utilizados para monitorizar la inmunidad celular en nuestro grupo de
estudio, durante el periodo pre-TC, no han mostrado asociacién significativa con el
desarrollo de un proceso infeccioso activo (Tabla 39). Sin embargo en los resultados
analiticos obtenidos el dia 7, se observa asociacion significativa entre infectados y

niveles sanguineos bajos de células T CD4 (varios puntos de corte) (Tabla 42).

Al mes post-TC no encontramos asociacion entre los valores de estos parametros y la

propension al desarrollo de infeccién (Tabla 45).

5.5.1.6 TABLAS ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE ALTERACIONES CUALITATIVAS DE
LOS BIOMARCADORES Y EL DESARROLLO DE INFECCIONES GRAVES DURANTE LOS

PRIMEROS TRES MESES POSTERIORES AL TRASPLANTE CARDIACO

Tabla 37: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros bioquimicos en el punto pre-TCy
desarrollo de infeccion grave

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
Proteinas g/dL >6.40 32.6% 23.6% 0.464
Urea mg/dL >45.00 62.5% 64.9% 0.829
Creatinina mg/dL >1.20 31.3% 27% 0.647
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 38.7% 31.5% 0.503
GPT U/L >41 13.3% 19.1% 0.574
GGT U/L >60 34.5% 43% 0.505
Leucocitos x 1000 >10.00/pl 46.9% 23.3% 0.021
Linfocitos %<16.00 43.8% 37% 0.523
Linfocitos <1300 /pl 46.9% 35.6% 0.287
Neutrdfilos>7500/ pl 46.9% 19.2% 0.005
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Tabla 38: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad humoral en el
punto pre-TC e desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
IgG mg/dL <1090.00 59.4% 44.6% 0.199
IgA mg/dL <302.00 59.4% 45.4% 0.281
IgM mg/dL <104.50 46.9% 50% 0.831
1gG1 mg/dL <693.00 55.2% 46.3% 0.495
1gG2 mg/dL <342.00 58.6% 44.4% 0.255
1gGs mg/dL <48.00 55.2% 46.3% 0.495
IgGs mg/dL <34.40 53.6% 48.1% 0.816
Complemento Cs mg/dL <23.50 57.7% 46.1% 0.472
Fb Properdina mg/dL <36.00 46.1% 51.1% 0.808
PCR mg/dL >0.82 66.7% 42.1% 0.061
PCR mg/dL >3.72** 40.7% 19.3% 0.061

(**) Valores segiin ROC 80% especificidad

Tabla 39: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad celular en el punto
pre-TCy desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
Linfocitos T CD3% <76.00 42.8% 50.9% 0.500
Linfocitos T CD3/ul <1137.00 59.2% 45.6% 0.350
Linfocitos T CD4./pl <744.50 55.5% 47.4% 0.641
Natural killer % <9.00 50% 40.3% 0.487
Natural killer /pl <125.00 51.8% 47.4% 0.816
Linfocitos B % <10.00 53.6% 42.1% 0.360
Linfocitos B /ul <142.00 59.2% 45.6% 0.350

Tabla 40: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros bioquimicos a los 7 dias post-TCy
desarrollo de infeccidn grave

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
Proteinas g/dL <6.40 93.3% 82.6% 0.217
Urea mg/dL >45.00 100% 91.4% 0.174
Creatinina mg/dL >1.20 53.3% 35.7% 0.123
Albumina g/dL <3.40 70% 64.8% 0.786
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 53.3% 37.7% 0.186
GOT U/L >40.00 23.3% 21.4% 0.799
GGT U/L >60.00 33.3% 43% 0.386
Leucocitos x 1000>10.00/pl 76.7% 68.6% 0.478
Linfocitos %<16.00 96.7% 88.6% 0.272
Linfocitos <1300 /pl 83.3% 68.6% 0.148
Linfocitos >3500/ ul 3% 4.3% 0.552
Neutroéfilos >7500/ wl 86.7% 82.8% 0.771
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Tabla 41: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad humoral a los
7 dias post-TC y el desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
1gG mg/dL <666.50 58.6% 46% 0.370
IgA mg/dL <195.50 69% 41.3% 0.024
IgM mg/dL <75.55 55.2% 47.6% 0.654
1gG1 mg/dL <398.00 53.6% 46.5% 0.647
1gG2 mg/dL <205.50 60.7% 44.8% 0.250
1gGs mg/dL <26.30 53.6% 48.3% 0.818
1gGs mg/dL <24.20 53.6% 45.8% 0.647
Complemento C3 mg/dL <90.90 69% 41% 0.023
Complemento Cz mg/dL <66.60* 31% 9.8% 0.017
Complemento Cs mg/dL <20.00 69% 39.3% 0.013
Fb Properdina mg/dL <22.75 67.8% 39.3% 0.038
Fb Properdina mg/dL <19.15* 53.6% 10% 0.000
PCR mg/dL>0.93 57.1% 45.9% 0.367

(*) Valores segiin ROC 90% especificidad

Tabla 42: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad celular a los
7 dias post-TC y el desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
Linfocitos T CD3% <72.00 52% 48.3% 0.815
Linfocitos T CD3/ul <593.00 60% 45% 0.240
Linfocitos T CD4% <48.00 52% 40% 0.344
Linfocitos T CD4/ul< 394.00 76% 38.3% 0.002
Linfocitos T CD4.Abs /ul<186.00* 28% 10% 0.049
Linfocitos T CD8% <18.00 48% 38.3% 0.472
Linfocitos T CD8/pl <165.00 56% 46.7% 0.482
Natural killer /pl 36.00 64% 41.7% 0.095
Linfocitos B /ul 166.00 60% 45% 0.240

(*) Valores segiin ROC 90% especificidad
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Tabla 43: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros bioquimicos a los 30 dias
post-TC y el desarrollo de infeccion grave

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
Proteinas g/dL <6.40 92.8% 79.4% 0.139
Proteinas g/dL <5.25** 46.4% 16.2% 0.004
Urea mg/dL >45.00 72.4% 63.8% 0.487
Creatinina mg/dL >1.20 34.5% 24.6% 0.332
Albumina g/dL <3.40 60% 37.9% 0.064
Albumina g/dL <3.05** 44% 16.7% 0.012
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 27.6% 17.9% 0.288
GOT U/L >40.00 13.8% 1.5% 0.027
GPT U/L >41.00 31% 16.2% 0.109
GGT U/L >60.00 72.4% 67.6% 0.811
Leucocitos x 1000<4.00/pl 7% 2.9% 0.581
Leucocitos x 1000>10.00/pl 24.1% 13.2% 0.234
Linfocitos %<16.00 62.1% 35.8% 0.025
Linfocitos <1300 /pl 65.6% 55.2% 0.377
Neutr6filos<1800/ pl 3.4% 0% 0.302
Neutrdfilos >7500/ pl 27.6% 14.9% 0.163

(**) Valores seguin ROC 80% especificidad

Tabla 44: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad humoral a los 30 dias
post-TCy el desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
1gG mg/dL <596.50 63.3% 43.9% 0.123
1gG mg/dL <508.50** 50% 19.7% 0.004
IgA mg/dL <183.00 64.3% 42.8% 0.072
IgM mg/dL <65.00 57.1% 46% 0.370
1gG2 mg/dL <179.50 60% 45.8% 0.340
IgG2 mg/dL <20.70 52% 47.4% 0.812
Complemento Cz mg/dL <107.00 58.3% 45.9% 0.342
Fb Properdina mg/dL <30.00 41.7% 52.4% 0.471
PCR mg/dL >0.96 79.2% 38.7% 0.001

(**) Valores segun ROC 80% especificidad

Tabla 45: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad celular a los
30 dias post-TC y el desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
Linfocitos T CD3% <75.00 56% 44.1% 0.348
Linfocitos T CD3/ul 961.00 64% 43.8% 0.149
Linfocitos T CD4% <51.00 52% 47.4% 0.812
Linfocitos T CD4/ul <636.50 68% 42.1% 0.054
Linfocitos T CD8% <22.00 40% 45.8% 0.810
Linfocitos T CD8/ul <289.50 60% 45.6% 0.337
Natural killer % <8.00 41.7% 49.1% 0.630
Natural killer /ul <87.00 58.3% 45.6% 0.337
Linfocitos B % <14.00 33.3% 50.8% 0.224
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post-TC y el desarrollo de infeccion grave

RESULTADOS

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
Proteinas g/dL <6.40 70.4% 44.9% 0.040
Proteinas g/dL <5.85* 37% 8.7% 0.002
Creatinina mg/dL >1.20 33.3% 30.4% 0.810
Albumina g/dL <3.40 14.8% 3% 0.055
Albumina g/dL <3.85** 55.6% 16.4% 0.000
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 3.7% 11.8% 0.438
GOT U/L >40.00 3.7% 1.4% 0.486
GPT U/L>41.00 14.8% 7.2% 0.263
GGT U/L >60.00 37% 31.9% 0.638
Leucocitos x 1000<4.00/pl 18.6% 7.3% 0.141
Leucocitos x 1000>10.00/pl 3.7% 7.3% 0.671
Linfocitos %<16.00 29.6% 19.1% 0.283
Linfocitos <1300 /pl 48.1% 41.2% 0.647
Neutroéfilos <1800/ pl 14.8% 4.4% 0.098

(*) Valores segiin ROC 90% especificidad. (**) Valores segiin ROC 80% especificidad.

Tabla 47: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad humoral a los

90 dias post-TC y el desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
1gG mg/dL <726.00 41.7% 52.4% 0.471
IgA mg/dL <167.00 75% 39.3% 0.004
IgM mg/dL <69.10 54.2% 47.5% 0.635
1gG1 mg/dL <433.50 42.8% 52.6% 0.610
1gG2 mg/dL <202.50 42.8% 52.6% 0.610
1gGs mg/dL <30.05 38.1% 54.4% 0.307
1gGa mg/dL <20.75 57.9% 47.4% 0.597
Complemento Cs mg/dL <22.50 34.8% 52.4% 0.220
Fb Properdina mg/dL <26.25 34.8% 55.7% 0.141
PCR mg/dL > 0.59* 47.8% 10.2% 0.000
PCR mg/dL >0.26 78.3% 37.3% 0.001

(*) Valores segtin ROC 90% especificidad

Tabla 48: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad celular a los

90 dias post-TC y el desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE INFECCION NO INFECCION p
Linfocitos T CD3% <79.00 35% 54.2% 0.106
Linfocitos T CD3/pl <1133.50 53.8% 48.3% 0.814
Linfocitos T CD4% 51.00 50% 42.4% 0.637
Linfocitos T CD4/pl <750.00 57.7% 46.6% 0.479
Linfocitos T CD8% <26.00 30.8% 56% 0.037
Natural killer % <9.00 42.3% 47.4% 0.814
Natural killer /pl <126.50 53.8% 48.3% 0.814
Linfocitos B% <8.00 46.1% 40.7% 0.643
Linfocitos B /ul <108.00 53.8% 47.4% 0.641
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5.5.1.7 ANALISIS DE ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DE LOS BIOMARCADORES DE
RIESGO DE INFECCION GRAVE

Las tablas cruzadas que se utilizaron para evaluar la asociacién entre las variables
cualitativas de la seccién anterior, también nos dan informacion sobre la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) de las
mismas. Seleccionamos aquellas que poseian un valor de p significativo <0.05 con una
especificidad mayor del 80% como posibles biomarcadores, por su capacidad para
evidenciar una mayor probabilidad de desarrollar infeccién posterior al trasplante
cardiaco. La alta especificidad se selecciona para minimizar la posibilidad de falsos
positivos independientemente de la sensibilidad.

Estudio pre-TC

En la determinacién analitica Pre-TC la neutrofilia junto con valores altos de PCR
podrian ser variables de interés como biomarcador (Tabla 49).

Estudio dia 7 post-TC

En el punto de toma de muestra correspondiente al dia 7, los parametros
seleccionados fueron: hipocomplementemia C3, niveles de FB bajos vy la linfopenia de
células T CD4 < 200 células/ul (Tabla 50).

Estudio dia 30 post-TC

En este punto de estudio, los parametros seleccionados fueron: hipoproteinemia,
hipoalbuminemia, hipogammaglobulinemia < 500 mg/dL, y presencia de

hipertransaminemia (GOT >40 UlI/L) (Tabla 51).
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Estudio dia 90 post-TC

Los parametros seleccionados fueron: hipoproteinemia, hipoalbuminemia y los niveles
séricos altos de PCR (tabla 52).

En las tablas se exhiben los valores que definen las variables y los niveles de
especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo

(VPN).

5.5.1.8 TABLAS DEL ANALISIS DE LA ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DE LOS

BIOMARCADORES DE RIESGO DE INFECCION GRAVE

Tabla 49: Niveles de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) de los biomarcadores de riesgo de infeccidn grave en el punto pre-TC

VARIABLE ESPECIFICIDAD  SENSIBILIDAD VPP VPN
Leucocitos x 1000>10.00/pl 76,7 46,8 46,8 76,7
Neutroéfilos> 7500/pl 80,8 46,8 51,7 77,6
PCR mg/dL >0,82 57,8 66,6 42,8 78,5
PCR mg/dL >3,72* 80,7 40,7 50,0 74,1

(*)Valores segin ROC 90% especificidad

Tabla 50: Niveles de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) de los biomarcadores de riesgo de infeccidn grave a los 7 dias post-TC

VARIABLE ESPECIFICIDAD  SENSIBILIDAD VPP VPN
IgA mg/dL <195,50 58,7 68,9 43,4 80,4
Complemento Cz mg/dL <90,90 59,0 69,0 44,4 80,0
Complemento Cz mg/dL <66,60* 90,0 31,0 60,0 73,0
Complemento Camg/dL <20,00 60,6 68,9 45,4 80,4
Fb Properdina mg/dL<22,75 58,3 67,8 43,2 79,5
Fb Properdina mg/dL<19,15* 90,0 53,5 71,4 80,5
Linfocitos T CD4/l<394,00 61,7 76,0 45,2 80,6
Linfocitos T CD4/1l<186,00* 90,0 28,0 53,8 75,0

(*) Valores segin ROC 90% especificidad
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Tabla 51: Niveles de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) de los biomarcadores de riesgo de infeccion grave a los 30 dias post-TC

VARIABLE ESPECIFICIDAD SENSIBILIDAD VPP VPN
Proteinas g/dL <5,25** 83,8 46,4 54,1 79,1
Albumina g/dl < 3,05** 83,8 44,0 50,0 79,7
GOT U/L>40,0 98,5 13,8 80,0 72,8
Linfocitos%<16,00 64,1 62,0 42,8 79,6
Anticalcineurinico elevado 42,6 28,0 17,0 59,2
1gG mg/dL <508,50** 80,3 50,0 53,6 77,9
PCR mg/dL >0,96 61,3 79,2 44,2 88,4
Linfocitos T CD4.Abs/11<636,50 57,9 68,0 41,5 80,5

(**) Valores segun ROC 80% especificidad

Tabla 52: Niveles de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) de los biomarcadores de riesgo de infeccion grave a los 90 dias post-TC

VARIABLE ESPECIFICIDAD SENSIBILIDAD VPP VPN
Proteinas g/dL <6,40 55,1 70,4 38,0 82,6
Proteinas g/dL <5,85* 91,3 37,0 62,5 78,8
Albumina g/dl < 3,85** 83,6 55,6 57,7 82,4
IgA mg/dL <167,00 60,7 75,0 42,8 86,0
PCR mg/dL >0,26 62,7 78,3 45,0 88,1
PCR mg/dL >0,59* 89,8 47,8 64,7 81,5
Linfocitos T CD8%<26,00 44,1 30,8 19,5 59,1

(*) Valores segin ROC 90% especificidad.  (**) Valores segiin ROC 80%especificidad.

5.5.2 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE ALTERACIONES CUALITATIVAS DE LOS
BIOMARCADORES Y EL DESARROLLO DE RECHAZO AGUDO EN LOS PACIENTES

SOMETIDOS A TRASPLANTE CARDIACO

5.5.2.1 ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE FARMACOS INMUNOSUPRESORES Y EL
DESARROLLO DE UN EVENTO DE RECHAZO AGUDO DEL INJERTO EN LOS PACIENTES
SOMETIDOS A TRASPLANTE CARDIACO

La tabla 53 muestra una asociacidn significativa entre los niveles séricos de farmacos

inmunosupresores y la precipitaciéon de un proceso de rechazo agudo del injerto en
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aquellos en los cuales el nivel de FK determinado en el punto correspondiente al dia 90
post-TC, superaba los valores maximos del rango considerado como terapéutico por
nuestro laboratorio. Hay que tener en cuenta el tiempo que se produce esta
asociacion. Niveles bajos de farmaco no mostraban asociacién significativa con dicho

evento (Tabla 54).

De igual forma y utilizando, en este caso como valor de corte, los valores propuestos
por el entorno cientifico y especifico que trabajan con el tipo de pacientes dentro del
cual se englobarian nuestro grupo de estudio (rango terapéutico y de seguridad de los
farmacos inmunosupresores en trasplantados cardiacos), se observa asociacidon
significativa entre los valores séricos de FK y los valores de anticalcineurinicos
considerados de forma genérica y determinados a la semana del trasplante, lo cuales
presentan niveles inferiores al valor terapéutico y el desarrollo de eventos de rechazo
del injerto, respectivamente. Asi mismo, también se observa que aquellos pacientes en
los cuales el nivel de FK determinado en el punto correspondiente al tercer mes Post-
TC, superaban los valores maximos del rango considerado como terapéutico,

asociandose de forma significativa con el rechazo del injerto (Tabla 55).

5.5.2.2 ASOCIACION ENTRE LA VARIABILIDAD DE LOS NIVELES DE FARMACOS
INMUNOSUPRESORES Y EL DESARROLLO DE UN EVENTO DE RECHAZO AGUDO DEL
INJERTO EN LOS PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE CARDIACO

No se observan diferencias significativas entre la variabilidad de la medicién de los
niveles séricos de los distintos farmacos inmunosupresores a lo largo del tiempo en los
distintos puntos de estudio y la probabilidad de presentar un evento de rechazo agudo

del injerto. No obstante cuando la variabilidad de los niveles de farmacos supera el
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punto de corte estimado que coincide con el valor de la mediana, tanto en CsA como
en FK, tanto a lo largo de los primeros tres meses como durante todo el afio, se
observa un mayor porcentaje de rechazo en aquellos pacientes en los cuales la
variabilidad del nivel de farmaco es mayor respecto a aquellos en los cuales no varia

tanto el valor de la determinacién a lo largo del tiempo de estudio (Tabla 56).

5.5.2.3 ASOCIACION ENTRE LA ALTERACION DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS Y EL
DESARROLLO DE UN PROCESO DE RECHAZO DEL INJERTO EN LOS PACIENTES
SOMETIDOS A TRASPLANTE CARDIACO

Durante el periodo previo al trasplante, se observa que aquellos pacientes que
presentan valores séricos de bilirrubina total superiores a 0,75 mg/dL (valores
procedentes de la aplicacién de curva ROC, con una especificidad del 80%), valores de
GOT que superan las 40,00 U/L y un porcentaje de linfocitos inferior al 16,00%, eran

menos propensos al desarrollo de un evento de rechazo agudo del érgano (Tabla 57).

En las analiticas realizadas a la semana y al mes, posteriores al proceso quirurgico, no
se observa una asociacién de forma significativa entre las variables categdricas

estudiadas (Tablas 60 y 63).

En la toma de muestra correspondiente al dia 90 post-TC, el resultado que muestran el
analisis de nuestros biomarcadores nos indica, que aquellos individuos en los cuales el
valor de linfocitos en el recuento celular era inferior al 16,00% y el nimero absoluto de
neutrofilos superaba los 7500/uL, sufrian un evento de rechazo del dérgano

trasplantado mas frecuentemente que el resto de pacientes estudiados (Tabla 66).
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5.5.2.4 ASOCIACION ENTRE LA ALTERACION DE LOS PARAMETROS QUE EVALUAN LA
RESPUESTA INMUNE HUMORAL Y EL DESARROLLO DE UN PROCESO DE RECHAZO DEL
INJERTO EN LOS PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE CARDIACO

Las determinaciones de los biomarcadores sometidos a estudio y realizadas en el
analisis correspondiente al periodo pre-TC (tabla 58), dia 7 (tabla61) y dia 90 posterior
a la operacidn (tabla 67) no mostraban asociacién significativa entre las variables
categdricas propuestas. Sin embargo, en el resultado de la determinacion de los
parametros analizados en el punto correspondiente al mes post-TC, se observa que
aquellos pacientes que muestran niveles séricos de IgG; inferiores a 138,00 mg/dL
(valores procedentes de la aplicacion de curva ROC a las variables, con una
especificidad del 80%) presentaban mas frecuentemente un evento de rechazo del

injerto (Tabla 64).

5.5.2.5 ASOCIACION ENTRE LA ALTERACION DE LOS PARAMETROS QUE EVALUAN LA
RESPUESTA INMUNE CELULAR Y EL DESARROLLO DE UN PROCESO DE RECHAZO DEL
INJERTO EN LOS PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE CARDIACO

Los valores obtenidos del analisis de los parametros utilizados para valorar el estado
celular de la inmunidad de nuestro grupo de estudio, en la toma de muestras
correspondientes con el punto Pre-TC, dia 30 y 90 Post-TC (Tablas 59, 65, 68), no
mostraban una asociacion significativa entre las variables categéricas comparadas. No
obstante, aquellos individuos en los cuales su valor analitico correspondiente al dia 7
posterior a la intervencion (Tabla 62), mostraban un nivel porcentual de células T CD3
inferior al 72,00% y niveles de T CDS8 inferiores al 16,5% (valores procedentes de la
aplicacion de curva ROC a las variables, con una especificidad del 80%), eran mas

propensos a desarrollar un evento de rechazo agudo del 6rgano trasplantado.
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5.5.2.6 TABLAS ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE ALTERACIONES CUALITATIVAS DE
LOS BIOMARCADORES Y EL DESARROLLO DE RECHAZO AGUDO DEL INJERTO

DURANTE LOS PRIMEROS TRES MESES POSTERIORES AL TRASPLANTE CARDIACO

Tabla 53: Asociacidn entre niveles elevados de farmacos inmunosupresores y el desarrollo de rechazo
agudo del injerto.

VARIABLE TIEMPO RECHAZO NO RECHAZO p
Fk | 6,7% 17,6% 0,433
MMF 7 DIAS 13,3% 8,8% 0,630
Anticalcineurinico \ 4,34% 17,3% 0,177
CsA 75% 84% 0,616
MMF 30DIAS | 9,5% 5,5% 0,613
Anticalcineurinico 4,8% 1,3% 0,391
Fk 90 DIAS 46,1% 8,9% 0,005
Anticalcineurinico 9,5% 1,4% 0,132

CsA=Ciclosporina>200 ng/ml Fk=Tacrolimus>15 ng/ml MMF=Micofenolato>5 pg/m
Anticalcineurinico = CsA>200 ng/ml o Fk >15ng/ml

Tabla 54: Asociacidn entre niveles bajos de farmacos inmunosupresores y el desarrollo de
rechazo agudo del injerto.

VARIABLE TIEMPO RECHAZO NO RECHAZO p
CsA | 0,0% 1,2% 0,560

Fk 7 DIAS 6,7% 21,6% 0,270

MMF 60% 68,4% 0,552
Anticalcineurinico 17,4% 21,3% 0,776
Fk 30DIAS 7,7% 2,0% 0,373

CsA 12,5% 0,0% 0,242

Fk 90DIAS | 7,7% 2,2% 0,401

MMF 40,9% 45,1% 0,809
Anticalcineurinico | 42,8% 21,4% 0,087

CsA=Ciclosporina <100 ng/ml Fk=Tacrolimus <5 ng/ml MMF=Micofenolato <2 ug/ml
Anticalcineurinico = CsA<100 ng/ml o Fk <5ng/ml
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Tabla 55: Asociacidn entre niveles de farmacos inmunosupresores en funcion del rango de
efectividad y seguridad en el entorno del TC y el desarrollo de rechazo agudo del injerto.

VARIABLE TIEMPO RECHAZO NO RECHAZO p
FK <10 ng/ml 87% 47% 0,008
Anticalcineurinico bajo 83% 57% 0,046
FK >15 ng/ml 7 DIAS 7% 18% 0,433
Anticalcineurinico alto 4% 13% 0,450
CsA <250 ng/ml 50% 60% 0,695
Anticalcineurinico alto 30 DIAS 24% 28% 0,788
FK <10 ng/ml 46% 20% 0,077
Anticalcineurinico bajo 62% 41% 0,135
CsA >350 ng/ml 90 DIAS 0% 12% 0,560
FK >15 ng/ml 46% 9% 0,005
Anticalcineurinico alto 29% 10% 0,068

Anticalcineurinico alto= FK>15 y/o CsA>350 Anticalcineurinico bajo= FK<10 y/o CsA<250

Tabla 56: Asociacidn de la variabilidad a lo largo del tiempo de farmacos inmunosupresores y el
desarrollo de un evento de rechazo agudo del injerto

VARIABLE* RECHAZO NO RECHAZO p
CV FK 3M > 34.50% 67% 45% 0.327
CV FK ANO> 34.50% 61% 44% 0.387
CV CsA 3M >32.00% 57% 42% 0.671
CV CsA ANO >29.00% 63% 44% 0.438
CV MMF ANO >54.00% 44% 49% 0.785

(*) Mediana del valor de la variable.

CV= Coeficiente de variacion.
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Tabla 57: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros bioquimicos en el punto pre-TC
y el desarrollo de rechazo del injerto

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO P
Proteinas g/dL >6.40 9,10% 28% 0,088
Urea mg/dL >45.00 52,1% 66,2% 0,230
Creatinina mg/dL >1.20 21,7% 28,6% 0,601
Albumina g/dL <3.40 15% 27,8% 0,364
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 17,4% 38,7% 0,078
Bilirrubina Total mg/dL >0.75** 43,5% 69,3% 0,029
GOT U/L >40 4,5% 29,3% 0,020
GOT U/L >21,50* 45,4% 66,7% 0,085
GPT U/L >41 4,8% 18,3% 0,177
GGT U/L>60 31,8% 44,6% 0,332
Leucocitos x 1000>10.00/pl 17,4% 31,6% 0,290
Linfocitos %<16.00 17,4% 42,1% 0,046
Linfocitos <1300 /pl 21,7% 43,4% 0,086
Linfocitos >3500/ pl 4,3% 1,3% 0,412
Neutréfilos >7500/ pl 13,4% 28,9% 0,173

(*) Valores segiin ROC 90% especificidad  (**) Valores segin ROC 80% especificidad

Tabla 58: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad humoral en el punto
pre-TCy el desarrollo de rechazo del injerto

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO p
IgG mg/dL <1090.00 48,8% 51,4% 0,620
IgA mg/dL <302.00 42,8% 50,7% 0,622
1gG1 mg/dL <693.00 38,6% 52,5% 0,295
1gG2 mg/dL <342.00 31,6% 54,2% 0,115
1gGs mg/dL <34.40 68,4% 44,8% 0,112
Complemento Cs mg/dL <23.50 35,3% 53,6% 0,269
Fb properdina mg/dL <36.00 43,7% 52,8% 0,578
PCR mg/dL >0.82 38,1% 53,4% 0,310

Tabla 59: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad celular en el punto
pre-TCy el desarrollo de rechazo del injerto

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO P
Linfocitos T CD3% <76.00 52,9% 45,2% 0,595
Linfocitos T CD3/ul <1137.00 43,7% 51,6% 0,780
Linfocitos T CD4 /ul <744.50 56,2% 48,4% 0,780
Linfocitos T CD8% <24.00 58,8% 43,5% 0,287
Natural killer % <9.00 52,9% 40,3% 0,413
Natural killer /pl <125.00 50% 45,2% 0,784
Linfocitos B% <10.00 41,2% 48,4% 0,785
Linfocitos B /ul <142.00 56,2% 51,6% 0,786
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Tabla 60: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros bioquimicos a los 7 dias
post-TC y el desarrollo de rechazo del injerto

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO P
Proteinas g/dL <6.40 82,6% 86,7% 0,734
Urea mg/dL >45.00 91,3% 94,7% 0,621
Creatinina mg/dL >1.20 47,8% 39,5% 0,481
Albumina g/dL <3.40 47,4% 72,7% 0,054
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 26,1% 46,7% 0,095
GOT U/L >40.00 13% 23,7% 0,386
GPT U/L >41.00 56,5% 33,8% 0,085
GGT U/L >60.00 31,8% 44,6% 0,332
Leucocitos x 1000>10.00/pl 78,3% 69,7% 0,598
Linfocitos %<16.00 86,9% 92,1% 0,430
Linfocitos <1300 /pl 65,2% 75,0 0,425
Linfocitos >3500/ pl 8,7% 1,3% 0,134
Neutroéfilos >7500/ pl 91,3% 82,9% 0,509

Tabla 61: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad humoral a los
7 dias post-TC y el desarrollo de rechazo grave del injerto.

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO p
1gG mg/dL <666.50 57,1% 47,1% 0,464
IgA mg/dL <195.50 47,6% 51,4% 0,807
IgM mg/dL <75.55 47,6% 51,4% 0,807
1gG1 mg/dL <398.00 52,6% 48,5% 0,799
1gG2 mg/dL <205.50 57,9% 47% 0,444
1gGs mg/dL <26.30 63,1% 47% 0,299
1gGs mg/dL <24.20 52,6% 46,3% 0,795
Complemento C3 mg/dL <90.90 47,6% 51,5% 0,807
Complemento Ca mg/dL <20.00 38,1% 51,5% 0,326
Fb properdina mg/dL <22.75 57,1% 48,5% 0,618
PCR mg/dL>0.93 55% 47% 0,615

Tabla 62: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad celular a los
7 dias post-TC y el desarrollo de rechazo del injerto.

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO p
Linfocitos T CD3% <72.00 72,2% 42,4% 0,034
Linfocitos T CD3 /ul <593.00 44,4% 50% 0,792
Linfocitos T CD4 /pi< 394.00 33,3% 53% 0,186
Linfocitos T CD8% <18.00 61,1% 34,8% 0,059
Linfocitos T CD8% <16.50** 55,5% 25,7% 0,023
Linfocitos T CD8 /ul <165.00 61,1% 45,4% 0,293
Natural Killer% <4.00 50% 42,4% 0,601
Natural Killer/pl <36.00 44,4% 48,5% 0,796
Linfocitos B% <22.00 33% 43,9% 0,591
Linfocitos B/pl <166.00 27,8% 54,%5 0,062

(**) Valores segun ROC 80% especificidad
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Tabla 63: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros bioquimicos a los 30 dias
post-TC y el desarrollo de rechazo del injerto

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO p
Proteinas g/dL <6.40 80,9% 84% 0,746
Urea mg/dL >45.00 63,3% 67,1% 0,801
Albumina g/dL <3.40 38,1% 45,7% 0,621
GOT U/L >40.00 0,0% 6,6% 0,582
GPT U/L >41.00 28,6% 18,4% 0,363
GGT U/L >60.00 60,9% 71,2% 0,440
Leucocitos x 1000<4.00/pl 0,0% 5,3% 0,571
Leucocitos x 1000>10.00/pl 18,2% 16% 0,754
Linfocitos %<16.00 54,5% 40,5% 0,328
Linfocitos <1300 /pl 54,5% 59,4% 0,800
Linfocitos >3500/ pl 0,0% 5,4% 0,571

Tabla 64: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad humoral a los
30 dias post-TC y el desarrollo de rechazo del injerto.

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO P
IgG mg/dL <596.50 60% 47,3% 0,467
IgA mg/dL <183.00 55,5% 47,9% 0,607
IgM mg/dL <65.00 66,7% 45,2% 0,121
1gG1 mg/dL <363.50 55,5% 48,5% 0,791
1gG2 mg/dL <179.50 66,6% 45,4% 0,183
1gG2 mg/dL <138.00** 44,4% 18,2% 0,030
IgG: mg/dL <23.90 55,5% 48,5% 0,791
IgGs mg/dL <20.70 55,5% 47% 0,600
Complemento C3 mg/dL <107.00 55,5% 47,8% 0,604
Fb properdina mg/dL <30.00 55,5% 50,7% 0,792

(**) Valores segin ROC 80% de especificidad

Tabla 65: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad celular a los
30 dias post-TC y el desarrollo de rechazo del injerto.

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO p
Linfocitos T CD3% <75.00 58,8% 44,8% 0,416
Linfocitos T CD4% <51.00 52,9% 47,8% 0,789
Linfocitos T CD4 /pl <636.50 41,2% 52,3% 0,587
Linfocitos T CD8% <22.00 64,7% 38,8% 0,063
Linfocitos B% <14.00 53% 43,9% 0,590
Linfocitos B/ul <180.00 41,2% 51,6% 0,587
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Tabla 66: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros bioquimicos a los 90 dias
post-TC y el desarrollo de rechazo del injerto

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO p
Proteinas g/dL <6.40 59,1% 50% 0,478
Urea mg/dL >45.00 68,2% 63,5% 0,802
Creatinina mg/dL >1.20 22,7% 33,8% 0,435
Albumina g/dL <3.40 13,6% 4,2% 0,138
Albimina g/dL <3.85** 45,4% 22,2% 0,054
GGT U/L >60.00 36,4% 32,4% 0,799
Leucocitos x 1000<4.00/pl 4,5% 12,3% 0,444
Leucocitos x 1000>10.00/pul 13,6% 4,1% 0,135
Linfocitos %<16.00 40,9% 16,4% 0,021
Linfocitos <1300 /pl 36,4% 45,2% 0,624
Neutroéfilos <1800/ pl 0,0% 9,6% 0,195
Neutrdfilos >7500/ pl 18,2% 2,7% 0,024

(**) Valores segiin ROC 80% de especificidad

Tabla 67: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad humoral a los
90 dias post-TC y el desarrollo de rechazo del injerto.

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO p
IgA mg/dL <167.00 53% 48,5% 0,792
IgM mg/dL <69.10 64,7% 45,6% 0,184
1gGs mg/dL <30.05 76,9% 44,6% 0,065
1gGa mg/dL <20.75 66,6% 46,9% 0,346
Complemento Cz mg/dL <99.20 41,2% 50,7% 0,590
Complemento Cs mg/dL <22.50 41,2% 49,2% 0,597
PCR mg/dL >0.26 41,2% 50,8% 0,589

Tabla 68: Asociacidn entre las alteraciones de los parametros de inmunidad celular a los
90 dias post-TC y el desarrollo de rechazo del injerto.

VARIABLE RECHAZO NO RECHAZO P
Linfocitos T CD3 /ul <1133.50 37,5% 51,6% 0,798
Linfocitos T CD4% 51.00 55,5% 41,5% 0,315
Linfocitos T CD4 /ul <750.00 40% 53,1% 0,443
Linfocitos T CD8% <26.00 55% 46,1% 0,610
Linfocitos T CD8 /pl <391.50 65% 45,3% 0,200
Natural Killer% <9.00 55,5% 43,1% 0,444
Natural Killer/pl <126.50 55% 48% 0,798
B Linfocitos % <8.00 35% 44,6% 0,606
Linfocitos B/ul <108 40% 52,4% 0,443

5.5.2.7 ANALISIS DE LA ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DE LOS BIOMARCADORES DE
RIESGO DE INFECCION GRAVE
Se calcularon los valores de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN, de aquellas

variables que poseian un valor de p significativo, mostrados en las tablas 69 a 72, y con
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una especificidad superior al 80%, seleccionando las mismas como posibles
biomarcadores por su capacidad para evidenciar una mayor probabilidad de sufrir un
rechazo del injerto posterior al trasplante cardiaco con minimizacion de falsos
positivos.

En la determinacién analitica correspondiente al dia 30, se seleccionaron los valores
bajos en suero de IgG,.

Los parametros que mostraban significacion en las determinaciones realizadas el dia
90 post-TC fueron, la linfopenia y la neutrofilia. Llama la atencidn que los niveles

séricos de FK superiores a 15 ng/mL se asociaban con riesgo de rechazo.

5.5.2.8 TABLAS DEL ANALISIS DE LA ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DE LOS

BIOMARCADORES DE RIESGO DE RECHAZO AGUDO DEL INJERTO

Tabla 69: Niveles de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) de los biomarcadores de riesgo de rechazo agudo en el punto pre-TC

VARIABLE ESPECIFICIDAD  SENSIBILIDAD VPP VPN
Bilirrubina Total mg/dL >0,75** 30,7% 43,5% 16,1% 63,9%
GOT U/L>40,0 70,7% 4,5% 4,3% 71,6%
Linfocitos%<16,00 57,9% 17,4% 11,1% 69,8%

(**) Valores segin ROC 80% especificidad

Tabla 70: Niveles de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) de los biomarcadores de riesgo de rechazo agudo a los 7 dias post-TC

VARIABLE ESPECIFICIDAD  SENSIBILIDAD vPpP VPN
Albumina g/dl < 3,40 27,3% 47,4% 18,4% 60%
Linfocitos T CD3/ul<72,00 57,6% 72,2% 31,7% 88,4%
Linfocitos B/l 166,00 45,4% 54,5% 12,2% 69,8%

Tabla 71: Niveles de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) de los biomarcadores de riesgo de rechazo agudo a los 30 dias post-TC

VARIABLE ESPECIFICIDAD  SENSIBILIDAD VPP VPN

18G2 mg/dL<138,00** 81,8% 44,4% 40% 84,4%

(**) Valores segun ROC 80% especificidad
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Tabla 72: Niveles de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) de los biomarcadores de riesgo de rechazo agudo a los 90 dias post-TC

VARIABLE ESPECIFICIDAD  SENSIBILIDAD vPpP VPN
Albumina g/dl < 3,85** 77,8% 45,4% 38,5% 82,3%
Linfocitos%<16,00 83,6% 40,9% 42,8% 82,4%
Neutroéfilos >7500/pl 97,3% 18,2% 66,6% 79,8%
1gGs mg/dL<30,05 55,4% 76,9% 25,6% 92,3%
Fk >15 ng/mL 91,1% 46,2% 60% 85,4%

(**) Valores segun ROC 80% especificidad

5.6 ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA

El siguiente paso para estudiar la asociacidn entre nuestros biomarcadores con un
mayor riesgo de desarrollar un proceso infeccioso o un evento de rechazo agudo del
injerto, es el andlisis de regresion logistica. Este analisis permite, ajustes multivariantes
para seleccionar las variables que tenian un poder predictivo independiente en esta
tesis.

Primero desarrollamos modelos de regresion logistica univariante. El resultado se
muestra en las tablas 73 a 87.

Mediante el analisis de regresion logistica univariante, se identificaron los siguientes
factores de riesgo relacionados con el desarrollo de las complicaciones clinicas tratadas

en este estudio.

5.6.1 ANALISIS UNIVARIANTE DEL VALOR DE LOS BIOMARCADORES
ESTUDIADOS PARA IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO

DE INFECCION EN TRASPLANTADOS CARDIACOS
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5.6.1.1 ANALISIS UNIVARIANTE DEL VALOR DE LOS NIVELES SERICOS DE FARMACOS
INMUNOSUPRESORES PARA IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO PARA EL
DESARROLLO DE INFECCION EN TRASPLANTADOS CARDIACOS

En el estudio analitico de los niveles de farmacos inmunosupresores durante el periodo
de estudio comprendido entre: el dia 7 y el dia 90 posteriores a la cirugia, no
encontramos en ninguno de los puntos de estudio niveles séricos de farmacos que
pudieran ser identificados con como un factor de riesgo afadido al desarrollo de un

proceso infeccioso grave (Tablas 73, 74 y 75).

Cuando se cred una variable combinada definida como niveles de FK altos o niveles de
CsA altos y se analizé en el punto mds temprano de observacién (dia 7 post-TC) esta
variable mostraba tendencia como biomarcador de riesgo de infeccién grave (Tabla

73).

5.6.1.2 ANALISIS UNIVARIANTE DE PARAMETROS BIOQUIMICOS PARA IDENTIFICAR
FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE INFECCION EN TRASPLANTADOS
CARDIACOS

Estudio pre-TC

A través del estudio analitico realizado en el punto correspondiente al periodo previo
al trasplante, se observa que los pacientes que muestran leucocitosis (nivel de
leucocitos superior a 10.000 células/uL) y neutrofilia (neutrdfilos por encima de 7.500
células/uL), mostraban un mayor riesgo de padecer un proceso infeccioso grave (Tabla

76).
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Estudio dia 7 post-TC

En el punto de recogida de muestra de sangre correspondiente al dia 7 de la
intervencion, los resultados analiticos de los parametros determinados no mostraron

asociacion significativa como posible factor de riesgo de infeccién (Tabla 79).

Estudio dia 30 post-TC

Sin embargo, en el punto coincidente con el dia 30 post-TC, aquellos pacientes con
hipoproteinemia (nivel de proteinas totales inferior a 5,25 gr/dL [valores procedentes
de la aplicacidon de curva ROC a las variables, con una especificidad del 80%]; la
hipoalbuminemia (nivel de albumina por debajo de 3,05 gr/dL [valores procedentes de
la aplicacion de curva ROC a las variables, con una especificidad del 80%];
hipertransaminemia de GOT (nivel en suero superior a 40,00 U/L, segun valores
normales del laboratorio); y la linfopenia (porcentaje de linfocitos en el recuento
leucocitario en sangre periférica inferior al 16,00%, segun valores normales del
laboratorio), desarrollaban procesos infecciosos con una frecuencia mayor que el resto
de pacientes pertenecientes al grupo de estudio, en los cuales no se diagnosticd

infeccidn grave (Tabla 82).

Estudio dia 90 post-TC

Pasados tres meses del trasplante, aquellos individuos con hipoproteinemia (niveles de
proteinas totales inferiores a 5,85 gr/dL [valores procedentes de la aplicaciéon de curva
ROC a las variables, con una especificidad del 90%]; o hipoalbuminemia (valores
inferiores a 3,85 gr/dL [valores procedentes de la aplicaciéon de curva ROC a las

variables, con una especificidad del 80%], presentaban problemas de infeccién con una
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frecuencia 6 veces mayor para ambos biomarcadores que el resto de los participantes

del estudio (Tabla 85).

5.6.1.3 ANALISIS UNIVARIANTE DE PARAMETROS DE INMUNIDAD HUMORAL PARA
IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE INFECCION EN
TRASPLANTADOS CARDIACOS

Estudio pre-TC

El resultado de las pruebas analiticas realizadas en el punto pre-TC, muestran que el
Odds Ratio (OR) para el valor de PCR mayor de 0,82 mg/dL, obtenido del analisis de

regresion logistica univariante, fue de 2.75 con una p = 0.038 (Tabla 77).

Estudio dia 7 post-TC

A los 7 dias del trasplante, los pacientes con hipogammaglobulinemia IgA (niveles de
IgA inferiores a 195,50 mg/dL [valores procedentes de la aplicacién de curva ROC a las
variables, con una especificidad del 80%]; hipocomplementemia C3 (concentracion
inferior al punto de corte de 66,60 mg/dL [valores procedentes de la aplicacion de
curva ROC a las variables, con una especificidad del 90%]; hipocomplementemia C4
(niveles inferiores a 20,00 mg/dL, valor de laboratorio); vy los niveles bajos de FB
(niveles inferiores a 19,15 mg/dL [valores procedentes de la aplicacion de curva ROC a
la variable, con una especificidad del 90%], desarrollaron procesos infecciosos con una

mayor frecuencia que el resto de los pacientes incluidos en el estudio (Tabla 80).

Estudio dia 30 post-TC

Aqguellos pacientes, los cuales, trascurrido un mes del trasplante presentaban

hipogammaglobulinemia IgG (concentracidn sérica de IgG inferior a 508,50 mg/dL
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[valores procedentes de la aplicacion de curva ROC a las variables, con una
especificidad del 80%], la posibilidad de aparicién de un proceso infeccioso se daba
con una frecuencia cuatro veces mayor, asi como, en aquellos individuos que
mostraban valores elevados del reactante de fase aguda PCR (superiores a 0,96 mg/dL)

la frecuencia de aparicion de infeccidon se incrementaba 6 veces (Tabla 83).

Estudio dia 90 post-TC

Los biomarcadores asociados con riesgo de infeccidn en el tercer mes Post-TC, fueron
la hipogammaglobulinemia IgA (niveles en sangre de IgA inferiores a 167,00 mg/dL) y
un valor de PCR superior a 0,59 mg/dL (valores procedentes de la aplicacidén de curva

ROC a las variables, con una especificidad del 90% en ambos casos) (Tabla 86).

5.6.1.4 ANALISIS UNIVARIANTE DE PARAMETROS DE INMUNIDAD CELULAR PARA
IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE INFECCION EN
TRASPLANTADOS CARDIACOS

Estudio pre-TC

En el estudio analitico realizado durante el periodo pre-TC no se identificaron
subpoblaciones linfocitarias como biomarcadores de riesgo de infeccién entre las

evaluadas y con los puntos de corte utilizados (Tabla 78).

Estudio dia 7 post-TC

Los pacientes que a la semana del trasplante que mostraban linfopenia de células T
CD4 (titulacion de células T CD4 inferiores a 394,00/pL), presentaban infeccién con una

frecuencia 5 veces mayor que el resto de los integrantes del estudio (Tabla 81).
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Estudio dia 30 post-TC

En el punto de monitorizacién correspondiente al dia 30 post-TC, el OR
correspondiente al nimero de células T CD4 inferiores a 636,50/uL, mostraba un valor

de 2.92, asociado al desarrollo de eventos infecciosos (Tabla 84).

Estudio dia 90 post-TC

En el tercer mes de seguimiento, ninguno de los pardametros determinados mostraba
alteracion en sus valores que pudieran ser identificados como un factor de riesgo para

la predisposicién a la infeccién (Tabla 89).

5.6.1.5 TABLAS DEL ANALISIS UNIVARIANTE DE LOS PARAMETROS ESTUDIADOS
PARA IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE INFECCION EN

TRASPLANTADOS CARDIACOS.

Tabla 73: Analisis univariante de los niveles de farmacos inmunosupresores elevados como
factor de riesgo de desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE TIEMPO OR IC 95% p
CsA \ 2,57 0,50-13,22 0,258
Fk DIA7 2,50 0,63-9,82 0,189
MMF \ 1,25 0,2-7,07 0,801
Anticalcineurinico 2,37 0,85-6,56 0,096
CsA ‘ 0,22 0,03-1,47 0,121
Fk DIA 30 0,27 0,06-1,06 0,061
MMF \ 0,50 005-4,53 0,541
CsA 1,50 0,30-7,43 0,619
Fk DIA90 \ 1,04 0,23-4,61 0,958
MMF 0,84 0,16-4,49 0,846

CsA=Ciclosporina>200 ng/ml Fk=Tacrolimus>15 ng/ml MMF=Micofenolato>5 pg/m
Anticalcineurinico = CsA>200 ng/ml o Fk >15ng/ml  OR = Odds Ratio.
IC 95% = intervalo de confianza del 95%
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Tabla 74: Analisis univariante de los niveles de fairmacos inmunosupresores bajos como
factor de riesgo de desarrollo de infeccién grave.

VARIABLE TIEMPO OR IC 95% p
CsA 1,64 0,12-20,93 0,702
Fk 7 DIAS 0,36 0,07-1,85 0,226
MMF 0,51 0,17-1,53 0,233
Anticalcineurinico 0,60 0,15-2,36 0,473
MMF 30 DIAS 1,32 0,51-3,38 0,561
Fk 2,50 0,14-42,4 0,526
MMF 90 DIAS 1,39 0,56-3,45 0,475
Anticalcineurinico 1,33 0,11-15,38 0,818

CsA=Ciclosporina <100 ng/ml Fk=Tacrolimus <5 ng/ml MMF=Micofenolato <2 pg/ml
Anticalcineurinico = CsA<100 ng/ml o Fk <5ng/ml
OR = 0Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 75: Analisis univariante de los niveles de farmacos anticalcineurinico elevados en al menos
dos mediciones en los 90 dias post-TC como factor de riesgo de desarrollo de infeccién grave.

VARIABLE OR IC 95% p

Anticalcineurinico 0,68 0,24-1,94 0,479

Anticalcineurinico = CsA>200 ng/ml o Fk >15ng/ml
OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 76: Analisis univariante del valor de los parametros bioquimicos en el punto pre-TC
como factor de riesgo de desarrollo de infeccion grave en TC.

VARIABLE OR IC 95% P
Proteinas g/dL >6.40 1,54 0,60-3,90 0,362
Urea mg/dL >45.00 0,90 0,38-2,13 0,816
Creatinina mg/dL >1.20 1,22 0,49-3,03 0,658
Albumina g/dL <3.40 0,88 0,29-2,66 0,833
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 1,37 0,57-3,29 0,478
GOT U/L >40 1,03 0,39-2,70 0,947
GPT U/L >41 0,65 0,19-2,19 0,488
GGT U/L>60 0,69 0,28-1,70 0,428
Leucocitos x 1000>10.00/pl 2,90 1,20-7,01 0,018
Linfocitos %<16.00 1,32 0,56-3,08 0,514
Linfocitos <1300 /pl 1,59 0,68-3,70 0,278
Linfocitos >3500/ pl 0,00 0,00-0,00 0,999
Neutrofilos %<42.00 0,00 0,00-0,00 0,999
Neutrofilos >7500/ pl 3,71 1,50-9,20 0,005

OR = 0Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%
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Tabla 77: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad humoral en el punto
Pre-TC como factor de riesgo de desarrollo de infeccion grave en TC.

VARIABLE OR IC 95% p
1gG mg/dL <1090.00 1,81 0,76-4,28 0,174
IgA mg/dL <302.00 1,75 0,74-4,12 0,198
1gM mg/dL <104.50 0,88 0,37-2,05 0,772
1gG1 mg/dL <693.00 1,42 0,57-3,53 0,441
1gG2 mg/dL <342.00 1,77 0,71-4,41 0,220
1gGs mg/dL <48.00 1,42 0,57-3,53 0,441
1gGs mg/dL <34.40 1,24 0,49-3,10 0,642
Complemento Cs mg/dL <23.50 1,59 0,61-4,11 0,338
Fb properdina mg/dL <36.00 0,82 0,31-2,14 0,688
PCR mg/dL >0.82 2,75 1,05-7,16 0,038
PCR mg/dL >3.72** 2,87 1,04-7,90 0,041

(**) Valores segiin ROC 80% especificidad
OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 78: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad celular en el punto
pre-TC como factor de riesgo de desarrollo de infeccién grave en TC.

VARIABLE OR 1IC 95% p
Linfocitos T CD3% <76.00 0,72 0,29-1,80 0,487
Linfocitos T CD3/ul <1137.00 1,73 0,68-4,38 0,245
Linfocitos T CD4% <50.00 0,89 0,36-2,22 0,815
Linfocitos T CD4 /ul <744.50 1,38 0,55-3,48 0,484
Linfocitos T CD8% <24.00 0,89 0,36-2,22 0,815
Linfocitos T CD8 /ul <369.00 0,89 0,35-2,24 0,815
Natural Killer% <9.00 1,47 0,59-3,67 0,400
Natural Killer /pl <125.00 1,19 0,47-2,99 0,701
Linfocitos B% <10.00 1,58 0,63-3,94 0,320
Linfocitos B/pl <142.00 1,73 0,68-4,38 0,245

OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 79: Analisis univariante del valor de los parametros bioquimicos a los 7 dias post-TC
como factor de riesgo de desarrollo de infeccion grave en TC.

VARIABLE OR IC95% p
Proteinas g/dL <6.40 2,94 0,61-14,07 0,175
Creatinina mg/dL >1.20 2,05 0,86-4,90 0,103
Albumina g/dL <3.40 1,26 0,41-3,83 0,676
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 1,89 0,79-4,49 0,150
GOT U/L >40.00 1,11 0,40-3,09 0,833
GPT U/L >41.00 0,95 0,38-2,32 0,911
GGT U/L >60.00 0,66 0,27-1,61 0,363
Leucocitos x 1000>10.00/pl 1,50 0,56-4,03 0,415
Linfocitos %<16.00 3,74 0,44-31,33 0,224
Linfocitos <1300 /ul 2,29 0,77-6,78 0,134
Neutroéfilos >7500/ 1,34 0,39-4,56 0,635

OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%
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Tabla 80: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad humoral a los 7 dias
post-TC como factor de riesgo de desarrollo de infeccion grave en TC.

VARIABLE OR IC 95% P
IgG mg/dL <666.50 1,66 0,68-4,04 0,264
IgA mg/dL <195.50 3,16 1,24-8,03 0,016
IgM mg/dL <75.55 1,35 0,56-3,27 0,501
1gG1 mg/dL <398.00 1,32 0,53-3,27 0,542
1gG2 mg/dL <205.50 1,90 0,75-4,76 0,170
1gGs mg/dL <26.30 1,23 0,50-3,05 0,646
1gGs mg/dL <24.20 1,36 0,55-3,37 0,497
Complemento C: mg/dL <90.90 3,20 1,25-8,17 0,015
Complemento C: mg/dL <66.60* 4,12 1,30-13,06 0,016
Complemento Cs mg/dL <20.00 3,42 1,33-8,76 0,010
Fb properdina mg/dL <22.75 2,95 1,14-7,60 0,025
Fb properdina mg/dL <19.15* 10,38 3,37-31,94 0,000
PCR mg/dL>0.93 1,57 0,63-3,87 0,326

(*) Valores segiin ROC 90% especificidad
OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 81: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad celular a los 7 dias
post-TC como factor de riesgo de desarrollo de infeccion grave en TC.

VARIABLE OR IC 95% P
Linfocitos T CD3% <72.00 1,15 0,45-2,94 0,758
Linfocitos T CD3/ul <593.00 1,83 0,71-4,73 0,210
Linfocitos T CD4% <48.00 1,62 0,63-4,15 0,311
Linfocitos T CD4/pl< 394.00 5,09 1,77-14,63 0,002
Linfocitos T CD4/1l1<186.00* 3,50 1,04-11,78 0,043
Linfocitos T CD8% <18.00 1,48 0,57-3,80 0,410
Linfocitos T CD8 /pl <165.00 1,45 0,56-3,71 0,434
Natural Killer% <4.00 1,02 0,40-2,63 0,955
Natural Killer /pl <36.00 2,48 0,94-6,53 0,064
Linfocitos B% <22.00 0,93 0,36-2,41 0,887
Linfocitos B/ul <166.00 1,83 0,71-4,73 0,210

(*) Valores segiin ROC 90% especificidad
OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%
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Tabla 82: Analisis univariante del valor de los parametros bioquimicos a los 30 dias post-TC
como factor de riesgo de desarrollo de infeccion grave en TC.

VARIABLE OR IC 95% P
Proteinas g/dL <6.40 3,37 0,71-15,93 0,125
Proteinas g/dL <5.25** 4,49 1,67-12,01 0,003
Urea mg/dL >45.00 1,49 0,57-3,86 0,410
Creatinina mg/dL >1.20 1,61 0,62-4,12 0,321
Albumina g/dL <3.40 2,46 0,95-6,31 0,061
Albimina g/dL <3.05** 3,92 1,41-10,90 0,009
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 1,74 0,62-4,87 0,287
GOT U/L >40.00 10,72 1,14-100,58 0,038
GPT U/L >41.00 2,32 0,84-6,45 0,103
GGT U/L >60.00 1,25 0,48-3,27 0,642
Leucocitos x 1000<4.00/pl 2,44 0,32-18,25 0,384
Leucocitos x 1000>10.00/pl 2,08 0,69-6,28 0,191
Linfocitos %<16.00 2,93 1,19-7,21 0,019
Linfocitos <1300 /pl 1,54 0,62-3,80 0,349
Linfocitos >3500/ pl 0,76 0,07-7,64 0,817
Neutrdfilos >7500/ pl 2,17 0,75-6,24 0,150

(**) Valores segiin ROC 80% especificidad
OR = 0Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 83: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad humoral a los 30 dias
post-TC como factor de riesgo de desarrollo de infeccidn grave en TC.

VARIABLE OR IC 95% P
1gG mg/dL <596.50 2,20 0,90-5,35 0,081
1gG mg/dL <508.50** 4,07 1,59-10,41 0,003
IgA mg/dL <183.00 2,40 0,95-6,02 0,062
IgM mg/dL <65.00 1,56 0,63-3,83 0,329
1gG1 mg/dL <363.50 0,89 0,35-2,27 0,811
1gG2> mg/dL <179.50 1,77 0,68-4,59 0,235
1gGs mg/dL <23.90 1,12 0,44-2,85 0,811
1gGs mg/dL <20.70 1,19 0,47-3,05 0,703
Complemento C3 mg/dL <107.00 1,65 0,63-4,28 0,304
Complemento Cs mg/dL <23.20 1,03 0,40-2,65 0,964
Fb properdina mg/dL <30.00 0,64 0,24-1,68 0,372
PCR mg/dL >0.96 6,01 1,98-18,25 0,002

(**) Valores segun ROC 80% especificidad
OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%
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Tabla 84: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad celular a los 30 dias
post-TC como factor de riesgo de desarrollo de infeccion grave.

VARIABLE OR 1IC95% P
Linfocitos T CD3% <75.00 1,61 0,63-4,14 0,318
Linfocitos T CD3/ul 961.00 2,27 0,86-6,00 0,097
Linfocitos T CD4% <51.00 1,19 0,47-3,05 0,703
Linfocitos T CD4/ul <636.50 2,92 1,08-7,87 0,034
Linfocitos T CD8% <22.00 0,79 0,30-2,04 0,627
Linfocitos T CD8/ul <289.50 1,78 0,68-4,64 0,233
Natural Killer% <8.00 0,73 0,28-1,92 0,536
Natural Killer/pl <87.00 1,66 0,63-4,37 0,298
Linfocitos B% <14.00 0,48 0,18-1,30 0,150
Linfocitos B/ul <180.00 1,03 0,39-2,68 0,943

OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 85: Analisis univariante del valor de los parametros bioquimicos a los 90 dias post-TC

como factor de riesgo de desarrollo de infeccion grave en TC.

VARIABLE OR IC 95% P
Proteinas g/dL <6.40 2,91 1,12-7,54 0,028
Proteinas g/dL <5.85* 6,17 1,96-19,41 0,002
Urea mg/dL >45.00 0,90 0,36-2,28 0,836
Creatinina mg/dL >1.20 1,14 0,44-2,95 0,783
Albumina g/dL <3.40 5,65 0,97-32,94 0,054
Albumina g/dL <3.85** 6,36 2,34-17,24 0,000
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 0,28 0,03-2,42 0,252
GOT U/L >40.00 2,61 0,15-43,37 0,502
GPT U/L >41.00 2,22 0,55-9,01 0,262
GGT U/L >60.00 1,25 0,49-3,18 0,630
Leucocitos x 1000<4.00/pl 2,86 0,75-10,84 0,121
Leucocitos x 1000>10.00/pl 0,48 0,05-4,35 0,518
Linfocitos %<16.00 1,78 0,64-4,95 0,269
Linfocitos <1300 /pl 1,32 0,54-3,25 0,537
Neutréfilos %<42.00 0,83 0,08-8,38 0,877
Neutrdfilos <1800/ pl 3,76 0,78-18,12 0,098
Neutréfilos >7500/ 1,28 0,22-7,43 0,783

(*) Valores segtin ROC 90% especificidad
OR = 0dds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

(**) Valores segin ROC 80% especificidad
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Tabla 86: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad humoral a los 90 dias
post-TC como factor de riesgo de desarrollo de infeccién grave

VARIABLE OR IC 95% P
18G mg/dL <726.00 0,64 0,24-1,68 0,372
IgA mg/dL <167.00 4,62 1,60-13,31 0,005
1IgM mg/dL <69.10 1,30 0,50-3,36 0,583
1gG1 mg/dL <433.50 0,67 0,24-1,85 0,445
1gG2 mg/dL <202.50 0,67 0,24-1,85 0,445
1gGs mg/dL <30.05 0,51 0,48-1,43 0,205
1gGs mg/dL <20.75 1,52 0,53-4,36 0,428
Complemento C: mg/dL <99.20 0,94 0,36-2,47 0,912
Complemento Cs mg/dL <22.50 0,48 0,17-1,30 0,483
Fb properdina mg/dL <26.25 0,42 0,15-1,14 0,091
PCR mg/dL > 0.59* 8,09 2,49-26,23 0,000
PCR mg/dL >0.26 6,05 1,97-18,60 0,002

(*) Valores segiin ROC 90% especificidad
OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 87: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad celular a los 90 dias
post-TC como factor de riesgo de desarrollo de infeccién grave en TC.

VARIABLE OR 1IC95% P
Linfocitos T CD3% <79.00 0,44 0,17-1,16 0,099
Linfocitos T CD3 /pl <1133.50 1,25 0,49-3,15 0,637
Linfocitos T CD4% 51.00 1,36 0,53-3,43 0,515
Linfocitos T CD4/ul <750.00 1,56 0,61-3,98 0,347
Linfocitos T CD8% <26.00 0,35 0,13-0,93 0,036
Natural Killer% <9.00 0,81 0,32-2,05 0,661
Natural Killer/pl <126.50 1,25 0,49-3,15 0,637
Linfocitos B% <8.00 1,25 0,49-3,16 0,638
Linfocitos B/ul<108.00 1,29 0,51-3,28 0,584

OR = 0dds Ratio. IC 95% = intervalo de confianza del 95%

5.6.2 ANALISIS UNIVARIANTE DEL VALOR DE LOS BIOMARCADORES
ESTUDIADOS PARA IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO

DE RECHAZO EN TRASPLANTADOS CARDIACOS

5.6.2.1 ANALISIS UNIVARIANTE DEL VALOR DE LOS NIVELES SERICOS DE FARMACOS
INMUNOSUPRESORES PARA IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO PARA EL
DESARROLLO DE EVENTOS DE RECHAZO AGUDO EN TRASPLANTADOS CARDIACOS

En la monitorizacién de forma sistematica de los niveles de farmacos
inmunosupresores a lo largo del tiempo y en la cohorte analizada, no se observa
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alteracion de sus niveles sanguineos, asociado a un incremento del riesgo de sufrir un
evento de rechazo, salvo en uno de los puntos de andlisis, correspondiente a los 90
dias post-TC y en concreto para los niveles de FK. Aquellos individuos que mostraban
niveles de FK por encima del limite superior del rango terapéutico establecido por
nuestro laboratorio, multiplicaban por ocho la posibilidad de enfrentarse a un rechazo
agudo del injerto trasplantado. No se encontraron mas posibilidades de asociacién de
los niveles farmacolégicos como factor de riesgo asociado a la precipitacion de rechazo
del injerto, ni considerandoles de forma individual, cada farmaco por separado, ni de
forma conjunta, agrupados como farmacos anticalcineurinicos, independientemente

de su formulacién quimica (Tablas 100 y 101).

Cuando estudiamos los niveles de farmacos, bajo el rango terapéutico y de seguridad
establecido por la comunidad cientifica dedicada en concreto al tratamiento de
pacientes sometidos a trasplante cardiaco, se observa que en aquellos pacientes en los
cuales tanto el nivel de FK como los niveles en general de anticalcineurinico estan por
debajo del rango terapéutico, se asocian de forma significativa con un aumento de las
posibilidades de desarrollar un evento de rechazo del injerto en siete veces y tres
veces respectivamente, frente aquellos individuos que no cumplen esta condicién.
También se asocia de forma significativa la superacién de los niveles de seguridad de
FK a los tres meses con un aumento de la probabilidad de sufrir un rechazo agudo del
injerto superior a ocho veces, respecto al resto de los individuos objeto de estudio

(Tabla 103).
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5.6.2.2 ANALISIS UNIVARIANTE DE LA VARIACION DEL VALOR DE LOS NIVELES
SERICOS DE FARMACOS INMUNOSUPRESORES PARA IDENTIFICAR FACTORES DE
RIESGO PARA EL DESARROLLO DE EVENTOS DE RECHAZO AGUDO EN
TRASPLANTADOS CARDIACOS

En el estudio de la variabilidad de los niveles de farmacos inmunosupresores a lo largo
del tiempo de estudio, se observa alteracion de la variabilidad de los niveles de
farmacos, asociado a un incremento del riesgo de sufrir rechazo, solamente en los
niveles séricos de FK, correspondiente a la variabilidad anual, de tal forma que, en
aquellos pacientes en los cuales la variabilidad de los niveles de FK medidos en los
distintos puntos de estudio, desde la semana hasta el afio post-TC, varian en mas de un
34.50%, aumenta la posibilidad de sufrir un evento de rechazo del injerto en cuatro
veces, respecto aquellos individuos en los cuales la variacién de los niveles de farmaco

es inferior al punto de corte establecido (Tabla 104).

5.6.2.3 ANALISIS UNIVARIANTE DE PARAMETROS BIOQUIMICOS PARA IDENTIFICAR
FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE EVENTOS DE RECHAZO AGUDO EN
TRASPLANTADOS CARDIACOS

Mediante el estudio realizado durante el periodo previo a someter a los pacientes al
trasplante de corazén, el realizado a la semana y al mes de la cirugia cardiaca, como se
muestra en las tablas 88, 91, y 94, no encontramos alteracién en los valores de los
parametros determinados, que puedan ser identificados como un factor de riesgo
asociado con el desarrollo de un evento de rechazo agudo del injerto. Sin embargo,
trascurridos tres meses de la intervencion, aquellos que mostraban valores de

albumina sérica inferiores a 3,85 gr/dL (valores procedentes de la aplicacidon de curva
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ROC a las variables, con una especificidad del 80%), multiplicaban por tres la
posibilidad de sufrir un rechazo agudo del érgano trasplantado, los niveles de linfocitos
inferiores a 16,00 %, multiplicaban también por tres la posibilidad de rechazo, asi
mismo, superar en el recuento leucocitario el nimero de neutréfilos por encima de
7500/uL, predisponia a estos pacientes a sufrir rechazo del injerto con una
probabilidad ocho veces mayor que aquellos que no presentaban alteracidon en los

niveles de estos parametros (Tabla 97).

5.6.2.4 ANALISIS UNIVARIANTE DE PARAMETROS DE INMUNIDAD HUMORAL PARA
IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE EVENTOS DE RECHAZO
AGUDO EN TRASPLANTADOS CARDIACOS

Solamente se relacionaron como factores de riesgo a padecer un evento de rechazo
agudo del trasplante, la disminucion al mes post-TC de los niveles de 1gG2 por debajo
de 138,00 mg/dL (valores procedentes de la aplicacién de curva ROC a las variables,
con una especificidad del 80%), asocidandose con un aumento de la frecuencia de
rechazo tres veces mayor que en aquellos que no cumplian dicha condicion, aquellos
individuos cuyos datos analiticos obtenidos el dia 90 post-TC, presentaban el nivel de
IgG3 inferior a 30,05 mg/dL, multiplicaban por 4 veces la posibilidad de enfrentarse a

un rechazo del érgano injertado (Tablas 89, 92, 95 y 98).

5.6.2.5 ANALISIS UNIVARIANTE DE PARAMETROS DE INMUNIDAD CELULAR PARA
IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE EVENTOS DE RECHAZO
AGUDO EN TRASPLANTADOS CARDIACOS

En el estudio de los pardmetros que evaltan la inmunidad celular, los biomarcadores

de riesgo asociados a una mayor posibilidad de un proceso agudo de rechazo del
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injerto, fueron determinados solamente en el punto de estudio correspondiente con el
dia 7 post-TC, de tal modo que, aquellos individuos que presentaban un nivel de
células T CD3 inferior al 72,00% y células T CD8 por debajo de 16,50% (valores
procedentes de la aplicacion de curva ROC a las variables, con una especificidad del
80%), incrementaba en 3 veces la posibilidad de rechazo del 6rgano trasplantado,
respecto al resto de los integrantes del estudio. Datos presentados en las tablas 90, 93,

96y 99.

5.6.2.6 TABLAS DEL ANALISIS UNIVARIANTE DE LOS PARAMETROS ESTUDIADOS
PARA IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO DE DESARROLLO DE UN EPISODIO DE

RECHAZO AGUDO DEL INJERTO EN TRASPLANTADOS CARDIACOS

Tabla 88: Analisis univariante del valor de los parametros bioquimicos en el punto pre-TC como
factor predictor de riesgo de desarrollo de eventos de rechazo del injerto.

VARIABLE OR IC 95% P
Proteinas g/dL >6.40 0,25 0,05-1,19 0,084
Urea mg/dL >45.00 0,55 0,21-1,43 0,223
Creatinina mg/dL >1.20 0,69 0,22-2,10 0,519
Albumina g/dL <3.40 0,45 0,11-1,79 0,263
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 0,33 0,10-1,08 0,067
Bilirrubina Total mg/dL >0,75** 0,34 0,13-0,88 0,028
GOT U/L >40 0,11 0,01-0,90 0,040
GOT U/L >21,50* 0,41 0,15-1,09 0,076
GPT U/L >41 0,22 0,02-1,81 0,161
GGT U/L>60 0,58 0,21-1,58 0,289
Leucocitos x 1000>10.00/pl 0,45 0,14-1,48 0,193
Linfocitos %<16.00 0,28 0,09-0,93 0,038
Linfocitos <1300 /pl 0,36 0,12-1,07 0,068
Linfocitos >3500/ pl 3,40 0,20-56,75 0,393
Neutrdfilos >7500/ pl 0,36 0,09-1,36 0,135

(*) Valores segiin ROC 90% especificidad  (**) Valores segun ROC 80% especificidad
OR = 0dds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%
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Tabla 89: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad humoral en el punto
pre-TC como factor predictor de riesgo de desarrollo de eventos de rechazo del injerto.

VARIABLE OR IC 95% P
1gG mg/dL <1090.00 0,70 0,26-1,89 0,492
IgA mg/dL <302.00 0,72 0,27-1,94 0,528
IgM mg/dL <104.50 0,98 0,37-2,62 0,983
1gG1 mg/dL <693.00 0,52 0,18-1,52 0,237
1gG2 mg/dL <342.00 0,38 0,13-1,16 0,091
1gGs mg/dL <48.00 0,99 0,35-2,80 0,995
1gGs mg/dL <34.40 2,66 0,89-7,98 0,080
Complemento C3 mg/dL <116.50 1,12 0,37-3,33 0,832
Complemento Cs mg/dL <23.50 0,47 0,15-1,45 0,192
Fb properdina mg/dL <36.00 0,69 0,22-2,14 0,525
PCR mg/dL >0.82 0,53 0,19-1,48 0,231

OR = 0Odds Ratio. I1C95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 90: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad celular en el punto
pre-TC como factor predictor de riesgo de desarrollo de eventos de rechazo del injerto.

VARIABLE OR 1IC95% p
Linfocitos T CD3% <76.00 1,36 0,46-4,00 0,570
Linfocitos T CD3/pl <1137.00 0,72 0,24-2,20 0,576
Linfocitos T CD4% <50.00 1,01 0,34-2,96 0,983
Linfocitos T CD4 /ul <744.50 1,37 0,45-4,14 0,576
Linfocitos T CD8% <24.00 1,85 0,62-5,50 0,267
Natural Killer% <9.00 1,66 0,56-4,89 0,354
Natural Killer/pl <125.00 1,21 0,40-3,64 0,729
Linfocitos B% <10.00 0,74 0,25-2,21 0,598
Linfocitos B /ul <142.00 1,20 0,39-3,64 0,741

Tabla 91: Analisis univariante del valor de los parametros bioquimicos a los 7 dias post-TC
como factor predictor de riesgo de desarrollo de eventos de rechazo del injerto.

VARIABLE OR IC 95% P
Proteinas g/dL <6.40 0,73 0,20-2,59 0,628
Urea mg/dL >45.00 0,58 0,10-3,41 0,550
Creatinina mg/dL >1.20 1,40 0,55-3,59 0,477
Albumina g/dL <3.40 0,33 0,11-0,99 0,048
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 0,40 0,14-1,16 0,086
GOT U/L >40.00 0,48 0,12-1,81 0,282
GPT U/L >41.00 2,54 0,98-6,62 0,055
GGT U/L >60.00 0,58 0,21-1,58 0,289
Leucocitos x 1000>10.00/pl 1,56 0,51-4,71 0,429
Linfocitos %<16.00 0,57 0,13-2,49 0,456
Linfocitos <1300 /pl 0,62 0,22-1,70 0,358
Linfocitos >3500/ pl 7,14 0,61-82,6 0,116
Neutrdfilos >7500/ pl 2,16 0,45-10,39 0,334

OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%
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Tabla 92: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad humoral a los 7 dias
post-TC como factor predictor de riesgo de desarrollo de rechazo del injerto.

VARIABLE OR IC 95% P
18G mg/dL <666.50 1,49 0,55-3,99 0,423
IgA mg/dL <195.50 0,85 0,32-2,27 0,760
IgM mg/dL <75.55 0,85 0,32-2,27 0,760
1gG1 mg/dL <398.00 1,18 0,42-3,28 0,750
1gG2 mg/dL <205.50 1,55 0,55-4,35 0,403
1gGs mg/dL <26.30 1,93 0,67-5,53 0,218
1gGs mg/dL <24.20 1,29 0,46-3,58 0,624
Complemento C: mg/dL <90.90 0,85 0,32-2,28 0,758
Complemento Cs mg/dL <20.00 0,58 0,21-1,57 0,286
Fb properdina mg/dL <22.75 1,41 0,52-3,81 0,490
PCR mg/dL>0.93 1,37 0,50-3,74 0,533

OR = 0dds Ratio. IC 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 93: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad celular a los 7 dias
post-TC como factor predictor de riesgo de desarrollo de rechazo del injerto

VARIABLE OR IC 95% P
Linfocitos T CD3% <72.00 3,52 1,12-11,04 0,030
Linfocitos T CD3 /ul <593.00 0,80 0,28-2,28 0,676
Linfocitos T CD4% <48.00 1,08 0,38-3,10 0,878
Linfocitos T CD4/pl< 394.00 0,44 0,14-1,32 0,144
Linfocitos T CD8% <18.00 2,93 1,00-8,60 0,049
Linfocitos T CD8% <16.50** 3,60 1,22-10,62 0,020
Linfocitos T CD8 /pl <165.00 1,88 0,65-5,46 0,243
Natural Killer% <4.00 1,35 0,47-3,85 0,567
Natural Killer /pl <36.00 0,85 0,29-2,42 0,761
Linfocitos B% <22.00 0,63 0,21-1,90 0,421
Linfocitos B/ul <166.00 0,32 0,10-1,00 0,050

(**) Valores segin ROC 80% especificidad

OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 94: Analisis univariante del valor de los parametros bioquimicos a los 30 dias post-TC
como factor predictor de riesgo de desarrollo de rechazo agudo del injerto.

VARIABLE OR IC95% P
Proteinas g/dL <6.40 0,81 0,23-2,83 0,741
Urea mg/dL >45.00 0,85 0,31-2,31 0,762
Creatinina mg/dL >1.20 0,98 0,33-2,84 0,974
Albumina g/dL <3.40 0,73 0,26-1,98 0,538
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 0,86 0,25-2,94 0,820
GPT U/L >41.00 1,77 0,58-5,37 0,313
GGT U/L >60.00 0,62 0,23-1,67 0,352
Leucocitos x 1000>10.00/pl 1,16 0,33-4,06 0,809
Linfocitos %<16.00 1,76 0,67-4,59 0,248
Linfocitos <1300 /pl 0,81 0,31-2,13 0,682
Neutrdfilos >7500/ pl 0,95 0,27-3,25 0,938

OR = 0Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Pagina | 194



RESULTADOS

Tabla 95: Anilisis univariante del valor de los parametros de inmunidad humoral a los 30 dias
post-TC como factor predictor de riesgo de desarrollo de rechazo agudo del injerto.

VARIABLE OR IC 95% P
18G mg/dL <596.50 1,61 0,61-4,22 0,334
IgA mg/dL <183.00 1,35 0,48-3,82 0,564
IgM mg/dL <65.00 2,42 0,82-7,16 0,109
1gG1 mg/dL <363.50 1,32 0,46-3,78 0,595
1gG2 mg/dL <179.50 2,40 0,80-7,16 0,117
I8G2 mg/dL <138.00** 3,60 1,17-11,03 0,025
1gGs mg/dL <23.90 1,32 0,46-3,78 0,595
1gGs mg/dL <20.70 1,41 0,49-4,02 0,519
Complemento C3 mg/dL <107.00 1,36 0,48-3,89 0,558
Complemento Cs mg/dL <23.20 1,03 0,36-2,91 0,955
Fb properdina mg/dL <30.00 0,77 0,27-2,21 0,635
PCR mg/dL >0.96 0,86 0,29-2,50 0,787

(**) Valores segun ROC 80% especificidad

OR = 0dds Ratio. IC 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 96: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad celular a los 30 dias
post-TC como factor predictor de riesgo de desarrollo de rechazo agudo del injerto.

VARIABLE OR IC95% p
Linfocitos T CD3% <75.00 1,76 0,59-5,18 0,304
Linfocitos T CD3/ul 961.00 0,80 0,29-2,51 0,785
Linfocitos T CD4% <51.00 1,23 0,42-3,57 0,703
Linfocitos T CD4/ul <636.50 0,63 0,21-1,88 0,416
Linfocitos T CD8% <22.00 2,89 0,95-8,76 0,061
Linfocitos T CD8/ul <289.50 1,16 0,39-3,38 0,785
Natural Killer% <8.00 1,00 0,34-2,92 0,995
Natural Killer/pl <87.00 0,88 0,30-2,59 0,829
Linfocitos B% <14.00 1,43 0,49-4,18 0,508
Linfocitos B/ul <180.00 0,65 0,22-1,94 0,448

OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 97: Analisis univariante del valor de los parametros bioquimicos a los 90 dias post-TC
como factor predictor de riesgo de desarrollo de rechazo agudo del injerto

VARIABLE OR IC 95% p
Proteinas g/dL <6.40 1,44 0,55-3,78 0,455
Urea mg/dL >45.00 1,23 0,44-3,39 0,688
Creatinina mg/dL >1.20 0,57 0,19-0,74 0,330
Albumina g/dL <3.40 3,63 0,67-19-46 0,132
Albumina g/dL <3.85** 2,91 1,06-7,98 0,037
Bilirrubina Total mg/dL >1.10 0,94 1,18-4,90 0,944
GPT U/L >41.00 0,95 0,18-4,97 0,958
GGT U/L >60.00 1,19 0,44-3,22 0,731
Leucocitos x 1000<4.00/pl 0,33 0,04-2,83 0,318
Leucocitos x 1000>10.00/pl 3,68 0,68-19,74 0,128
Linfocitos %<16.00 3,51 1,23-10,07 0,019
Linfocitos <1300 /pl 0,69 0,25-1,85 0,464
Neutrofilos %<42.00 1,11 0,11-11,25 0,929
Neutrdfilos >7500/ pl 7,88 1,33-46,52 0,023

(**) Valores segun ROC 80% especificidad OR = Odds Ratio.

IC 95% = intervalo de confianza del 95%
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Tabla 98: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad humoral a los 90 dias
post-TC como factor predictor de riesgo de desarrollo de rechazo agudo del injerto.

VARIABLE OR IC 95% P
18G mg/dL <726.00 0,88 0,30-2,57 0,828
IgA mg/dL <167.00 1,19 0,41-3,46 0,745
1IgM mg/dL <69.10 2,18 0,72-6,59 0,164
1gG1 mg/dL <433.50 1,20 0,36-3,97 0,761
1gG2 mg/dL <202.50 0,83 0,25-2,74 0,761
1gGs mg/dL <30.05 4,13 1,04-16,44 0,044
1gGs mg/dL <20.75 2,26 0,62-8,29 0,216
Complemento C: mg/dL <99.20 0,67 0,23-1,99 0,482
Complemento Cs mg/dL <22.50 0,72 0,24-2,12 0,552
Fb properdina mg/dL <26.25 1,15 0,39-3,36 0,786
PCR mg/dL >0.26 0,67 0,23-2,00 0,483

OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 99: Analisis univariante del valor de los parametros de inmunidad celular a los 90 dias
post-TC como factor predictor de riesgo de desarrollo de rechazo agudo del injerto.

VARIABLE OR IC 95% p
Linfocitos T CD3% <79.00 1,09 0,40-2,98 0,857
Linfocitos T CD3/ul <1133.50 0,76 0,28-2,10 0,609
Linfocitos T CD4% 51.00 1,72 0,62-4,72 0,292
Linfocitos T CD4/pul <750.00 0,58 0,21-1,63 0,308
Linfocitos T CD8% <26.00 1,42 0,52-3,90 0,490
Linfocitos T CD8/ul <391.50 2,24 0,79-6,35 0,129
Linfocitos T CD8/ul <271.50** 2,45 0,86-6,99 0,093
Natural Killer% <9.00 1,61 0,58-4,42 0,352
Natural Killer/pul <126.50 1,30 0,47-3,56 0,609
Linfocitos B% <8.00 0,66 0,23-1,89 0,448
Linfocitos B /ul <108 0,60 0,21-1,68 0,337

(**) Valores segin ROC 80% especificidad
OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 100: Analisis univariante de los niveles de farmacos inmunosupresores elevados como
factor predictor de riesgo de desarrollo de eventos de rechazo agudo del injerto.

VARIABLE TIEMPO OR IC 95% p
CsA | 127 | 0,24-6,70 0,774
Fk 7 DIAS 0,33 0,03-2,86 0,317
MMF . 1,60 0,27-9,19 0,598
Anticalcineurinico 0,77 0,23-2,60 0,682
CsA 057 0,08-3,91 0,569
Fk 30 DIAS 0,94 0,25-3,53 0,932
MMF 1,81 0,30-10,67 0,509
Anticalcineurinico 0,93 0,35-2,46 0,890
CsA 076 0,14-3,91 0,746
Fk 90 DIAS 8,78 1,96-39,28 0,004
MMF 1,08 0,20-5,79 0,925
Anticalcineurinico 2,75 0,97-7,74 0,056

CsA=Ciclosporina>200 ng/ml Fk=Tacrolimus>15 ng/ml MMF=Micofenolato>5 pug/ml
Anticalcineurinico = CsA>200 ng/ml o Fk >15ng/ml OR = Odds Ratio. IC 95% = intervalo confianza 95%
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Tabla 101: Analisis univariante de los niveles de farmacos inmunosupresores bajos como factor
predictor de riesgo de desarrollo de eventos de rechazo agudo del injerto.

VARIABLE TIEMPO OR IC 95% p
Fk 0,26 0,03-2,19 0,216
MMF 7 DIAS 0,69 0,24-2,24 0,539
Anticalcineurinico 0,21 0,02-1,75 0,152
Fk 4,08 0,23-70,08 0,332
MMF 30 DIAS 1,07 0,39-2,90 0,893
Anticalcineurinico 3,70 0,22-61,79 0,362
Fk 3,66 0,21-63,03 0,371
MMF 90 DIAS 0,84 0,32-2,22 0,731
Anticalcineurinico 7,26 0,62-84,47 0,113

CsA=Ciclosporina <100 ng/ml Fk=Tacrolimus <5 ng/ml MMF=Micofenolato <2 ug/ml
Anticalcineurinico = CsA<100 ng/ml o Fk <5ng/ml. OR = Odds Ratio. IC 95% = intervalo confianza 95%

Tabla 102: Analisis univariante de los niveles de farmacos anticalcineurinico elevados en al menos dos
mediciones en los 90 dias Post-TC como factor predictor de riesgo de desarrollo de eventos de rechazo
agudo del injerto.

VARIABLE OR 1IC 95% p

Anticalcineurinico 0,76 0,25-2,33 0,636

Anticalcineurinico = CsA>200 ng/ml o Fk >15ng/ml
OR = 0Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 103: Analisis univariante de los niveles de farmacos inmunosupresores en funcién del rango de
efectividad y seguridad en el entorno del TC como factor predictor de riesgo de desarrollo de eventos
de rechazo agudo del injerto.

VARIABLE TIEMPO OR IC95% p
Fk <10 ng/ml - 7DIAS 732 1.49-3575  0.014
Anticalcineurinico bajo | 350 | 1.09-11.40  0.035
FK 3Mes >15 ng/m| . 90DIAS 878  1.96-39.28  0.004

Anticalcineurinico bajo = FK<10ng/ml y/o CsA<250ng/ml
OR = Odds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 104: Analisis univariante de la variabilidad a lo largo del tiempo del nivel de farmacos
inmunosupresores como factor predictor de riesgo de desarrollo de eventos de rechazo agudo del
injerto.

VARIABLE* OR IC95% p

CV FK ANO> 34.50% 4.60 1.24-16.96 0.022

(*) Mediana del valor de la variable. CV= Coeficiente de variacién.
OR = 0dds Ratio. 1C95% = intervalo de confianza del 95%
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Tabla 105: Factores clinicos de riesgo de desarrollo de infecciones tras el trasplante. Regresion
Logistica

Parametros clinicos OR 1C 95% p

Edad (afios)* 1.02 0.98-1.07 0.17
Sexo (mujer) 1.58 0.66-3.77 0.30
Rechazo celular agudo 1.08 0.41-2.84 0.87
Insuficiencia renal pre trasplante (ausencia) 0.46 0.15-1.40 0.17
Infeccion pre trasplante (ausencia) 0.54 0.14-2.17 0.39
Diabetes (ausencia) 0.74 0.17-3.28 0.69
Hipercolesterolemia (ausencia) 0.44 0.19-1.01 0.05
Peso (kg)* 0.99 0.97-1.03 0.79
Seronegativo para IgG CMV 2.48 0.74-8.38 0.14
Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo 0.98 0.95-1.02 0.30
Tiempo de circulacion extracorpdérea (minutos)* 0.99 0.99-1.0059 0.59
Retrasplante (ausencia) 0.32 0.06-1.52 0.15
Induccion de inmunosupresion 1.47 0.23-9.28 0.68
Trasplante urgente 4.13 1.72-9.94 0.001
Fallo primario de injerto (ausencia) 0.96 0.40-2.27 0.92

(*) Por cada aumento de unidad de medida. OR = Odds Ratio. IC 95% = intervalo de confianza del 95%

5.7 ESTUDIO PARA IDENTIFICAR BIOMARCADORES ASOCIADOS A RIESGO
DE INFECCION Y DE RECHAZO AGUDO DEL INJERTO DE FORMA

INDEPENDIENTE. REGRESION LOGISTICA MULTIVARIANTE

Para la identificacién de biomarcadores independientemente asociados a riesgo de
desarrollo de un proceso infeccioso y al desarrollo de eventos de rechazo celular agudo
del injerto, se realizé un analisis de regresidon logistica multivariante, incluyendo
solamente aquellas variables que en la prueba y? para la comparacién de variables

categdricas mostraban un nivel de significativo con nivel de p < 0.05.

5.7.1 REGRESION LOGISTICA MULTIVARIANTE E INFECCION GRAVE EN EL DIA 7

POST-TRASPLANTE

A los 7 dias Post-TC, se observa que la Unica variable que sigue siendo significativa en

el modelo estadistico, es la linfopenia T CD4, tras ajuste por las variables

Pagina | 198



RESULTADOS

hipogammaglobulinemia IgA, hipocomplementemia C3, hipocomplementemia C4 y los

niveles séricos de FB bajos (Tabla 106).

Tabla 106: Regresion logistica multivariante para identificar biomarcadores independientemente
asociados a riesgo de desarrollo de infeccion grave a los 7 dias post-TC.

BIOMARCADOR OR IC95% p
T CD4 <394,00 /pl 3,89 1,27-11,86 0,012
Fb properdina <22,75 mg/dL 2,83 0,93-8,88 0,057
IgA <195,50 mg/dL 2,38 0,80-7,05 0,109
Complemento C4 <20,00/pL 2,12 0,67-6,72 0,195
Complemento C3 <90,90 mg/dL 0,75 1,16-3,41 0,718

OR = 0dds Ratio. IC 95% = intervalo de confianza del 95%

5.7.2 REGRESION LOGISTICA MULTIVARIANTE E INFECCION GRAVE EN EL DIA

30 POST-TRASPLANTE

Al mes post-TC, se observa que las variables que permanecian de forma significativa en
el modelo estadistico multivariante, fueron valor alto de GOT y la presencia de PCR
elevada, tras ajuste por la presencia de hipogammaglobulinemia IgG, hipoproteinemia,

hipoalbuminemia y linfopenia relativa en el recuento celular (Tabla 107).

Tabla 107: Regresion logistica multivariante para identificar biomarcadores independientemente
asociados a riesgo de desarrollo de infeccion grave a los 30 dias post-TC

BIOMARCADOR OR IC 95% p
GOT > 40,00 U/L 25,96 1,85-363,42 0,009
PCR > 0,96 mg/dL 5,02 1,23-20,46 0,012
Albumina < 3,05 g/dL 3,68 0,95-14,32 0,058
1gG < 508,50 mg/dL 2,21 0,57-8,45 0,250
Linfocitos < 16,00% 1,43 0,38-5,37 0,597
Proteinas < 5,25 g/dL 1,27 0,25-6,45 0,771

OR = 0dds Ratio. 1C 95% = intervalo de confianza del 95%

Pagina | 199



RESULTADOS

5.7.3 REGRESION LOGISTICA MULTIVARIANTE E INFECCION EN EL DIA 90 POST-

TRASPLANTE

Al tercer mes Post-TC, se observa que las variables que permanecian de forma
significativa en el modelo estadistico, eran niveles altos de PCR, hipoalbuminemia e
hipogammaglobulinemia IgA, tras ajuste por los niveles séricos de proteinas totales.

Datos recogidos en la tabla 108.

Tabla 108: Regresion logistica multivariante para identificar biomarcadores independientemente
asociados a riesgo de desarrollo de infeccion grave a los 90 dias post-TC

BIOMARCADOR OR IC95% p
IgA < 167,00 mg/dL 7,35 1,94-27,86 0,001
PCR >0,26 mg/dL 6,19 1,68-22,79 0,003
Albtimina < 3,85 g/dL 5,24 1,38-19,84 0,011
Proteinas < 6,40 g/dL 0,71 0,15-3,28 0,662

OR = 0dds Ratio. IC 95% = intervalo de confianza del 95%

Tabla 109: Factores clinicos de riesgo de desarrollo de infecciones post-TC. Regresion Logistica

Parametros clinicos OR IC 95% p

Score del mes > 10.5 5.98 2.06-17.36 0.001
Trasplante urgente 1.54 1.54-14.64 0.006
Hipercolesterolemia (ausencia) 0.31 0.11-0.87 0.027
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5.7.4 REGRESION LOGISTICA MULTIVARIANTE Y RECHAZO DEL INJERTO EN EL
DIA 7 POST-TRASPLANTE
A la semana Post-TC, se observa que tras el ajuste por los niveles de células T CD3 la

Unica variable que permanecia significativa en el modelo estadistico, es el valor de

células T CDS8, (Tabla 110).

Tabla 110: Regresion logistica multivariante para identificar biomarcadores independientemente
asociados a riesgo de desarrollo de rechazo del injerto a los 7 dias post-TC

BIOMARCADOR OR IC95% p
T CD8 < 72,00% 3,60 1,22-10,62 0,018
TCD3 < 16,50% 2,59 0,77-8,69 0,111

5.8 ELABORACION DE ESCALAS DE RIESGO EN EL DESARROLLO DE

INFECCION GRAVE Y DE RECHAZO DEL INJERTO

Para la elaboracion de una escala (score) con las variables bioquimicas e
inmunolédgicas, se utilizaron las variables asociadas con un mayor riesgo de desarrollar
un proceso infeccioso o un evento de rechazo agudo del injerto, utilizando los
resultados de andlisis univariante y multivariante de regresion logistica vya

mencionados. Los criterios utilizados para la confeccidén de estas escalas fueron:
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A. El valor significativo de las variables en un analisis de regresion logistica con un nivel

de significacion estadistica (p<0.05).

B. A la variable se le asigna un numero de puntos segun el OR.

C. Plausibilidad bioldgica de la asociacién.

Se elaboraron distintas escalas, en funcién del tiempo de trasplante, desde el
momento pre-TC, 7, 30 y 90 dias post-TC y en funcidn de la aparicién de procesos

infecciosos o un evento de rechazo agudo del injerto a los tres meses post-TC.

Pagina | 202



RESULTADOS

5.8.1 ESCALA DE RIESGO DE INFECCION EN EL ESTUDIO PRE -TC

Los parametros utilizados para la elaboracion de esta escala fueron:

a. Leucocitos x 1000 > 10.00/ul = 3 puntos

b. Neutrdfilos > 7500/ ul = 3 puntos

c. Nivel de PCR > 3,72 mg/dL = 3 puntos

Se asignd tres puntos a cada uno de los hallazgos, correspondientes con el valor del OR
obtenido en la regresién logistica univariante y la suma de valores fue la escala en cada
paciente. Mediante curva ROC de todos los valores en asociacién con la variable
infeccidn, se establecié un punto de corte de 4,5 para el Score con una especificidad de
81,3%, sensibilidad de 47%, un VPP de 53%, VPN de 77,2%. El riesgo relativo de los
pacientes con una Score > 4.5 fue de 3.87, intervalo de confianza al 95% (I.C. 95%)

1,59-9,42, p=0,003.
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5.8.2 ESCALA DE RIESGO DE INFECCION EN EL DIA 7 POST-TC.

Los parametros utilizados para la elaboracion de esta escala fueron:

a. IgA <195,50 mg/dL = 3 puntos

b. C3*<66,60 mg/dL = 4 puntos

c. FB*<19,15 mg/dL = 10 puntos

d. T CD4*<186,00/ul = 3 puntos

(*) Valores obtenidos de curva ROC con un 90% de especificidad.

Como se indicé en la anterior seccidn los puntos son los correspondientes con el valor
del OR obtenido en la regresién logistica univariante. La suma de valores da la escala.
Mediante curva ROC del sumatorio de todos los pardmetros, se establecié un punto de
corte de 3,50 para la escala en este punto de estudio con una especificidad de 82%,
sensibilidad de 62%, un VPP de 62%, VPN de 82%. De esta manera en el modelo de
regresion un paciente con una escala de 3.5 o mas tuvo un riesgo de 7 veces mayor de

tener infecciones (OR=7.43, I.C. 95% 2,75-20,10, p<0.001).
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5.8.3 ESCALA DE RIESGO DE INFECCION EN EL DIA 30 POST-TC.

Los parametros utilizados para la elaboracion de esta escala fueron:

a. Hipoproteinemia (proteinas** <5,25 g/dL) = 4 puntos

b. Hipoalbuminemia (albimina**<3,05 g/dL) = 4 puntos

c. Hipertransaminemia (GOT > 40,00 U/L) = 10 puntos

d. Linfopenia (linfocitos <16,00%) = 3 puntos

e. Hipogammaglobulinemia 1gG (IgG**<508,50 mg/dL)= 4 puntos

f. Reactante de fase aguda elevado (PCR >0,96 mg/dL) = 6 puntos

g. Recuento de T CD4 < 636,50/ pl = 3 puntos

(**) Valores obtenidos de curva ROC con un 80% de especificidad.

Los puntos son los correspondientes con el valor del OR obtenido en la regresidon
logistica univariante. La suma fue el valor de la escala. Mediante curva ROC del
sumatorio de todos los valores, se establecié un punto de corte de 10.50 para el Score
de riesgo de infeccidn grave con una especificidad de 81%, sensibilidad de 57%, un VPP
de 57% y VPN de 81%. De esta manera un paciente con mas de 10.5 puntos tenia 6
veces mas posibilidades de tener infecciones graves (OR 5.73, I.C. 95% 2.23-14.68,

p<0.001).
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5.8.4 ESCALA DE RIESGO DE INFECCION GRAVE EN EL DiA 90 POST-TC.

Los parametros utilizados para la elaboracion de este Score fueron:

a. Hipoproteinemia (Proteinas* < 5,85 g/dL) = 6 puntos

b. Hipoalbuminemia (Albumina** < 3,85 g/dL) = 6 puntos

c. Hipogammaglobulinemia IgA (IgA < 167,00 mg/dL) = 4 puntos

d. Reactante de fase aguda elevado (PCR* > 0,59 mg/dL) = 8 puntos

(*) Valores obtenidos de curva ROC con un 90% de especificidad.

(**) Valores obtenidos de curva ROC con un 80% de especificidad

Los puntos son asignados correspondientemente con el valor de OR obtenido en la
regresion logistica univariante. Mediante curva ROC del sumatorio de todos los
parametros, se estableci6 un punto de corte de 7.00 para la escala, con una
especificidad de 84%, sensibilidad de 71%, un VPP de 64.5% y VPN de 87.8%. Los
pacientes que a los 3 meses del trasplante mostraron 7 o mas puntos en su escala
individual tuvieron 13 veces mas posibilidades de haber tenido o tener una infeccién
grave (OR 13.18, I.C. 95% 4.64-37.40, p<0.001). La limitaciéon de esta escala es el
tiempo en la que se ha cuantificado (a los 3 meses) ya que muchos eventos pueden

haber ocurrido antes de su célculo.
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5.8.5 ESCALA DE RIESGO DE RECHAZO AGUDO DEL INJERTO EN EL DiA 90 POST-

TC.

Los parametros utilizados para la elaboracidon de este Score fueron:

a. Hipoproteinemia (Proteinas** <3.85 g/dL) = 3 puntos

b. Linfopenia relativa (linfocitos < 16.00 %) = 3 puntos

c. Neutrofilia (neutrofilos > 7500/ pl) = 8 puntos

(**) Valores obtenidos de curva ROC con un 80% de especificidad.

Los puntos se asignaron usando el correspondiente valor del OR obtenido en la
regresion logistica univariante. Mediante un analisis de curva ROC del sumatorio de
todos los parametros (escala), se establecié un punto de corte de 4.00 para la misma
como biomarcador de riesgo de rechazo celular agudo con una especificidad de 93.3%,
sensibilidad de 36.4%, un VPP de 61.5% y VPN de 83.3%. Los pacientes que a los tres
meses tras el trasplante tuvieron una escala mayor a 4 tuvieron una posibilidad 8 veces
mayor de haber tenido o tener un episodio de rechazo celular agudo en los tres meses

de seguimiento post-TC (OR 8.00, I.C. 95% 2.27-28.09, p = 0.001).

En los puntos de estudio previos no se obtuvo suficiente informacion para la
confeccién de escalas. La limitacién de esta escala es el tiempo en la que se ha
cuantificado (a los 3 meses) ya que muchos eventos pueden haber ocurrido antes de

su célculo.

Pagina | 207



RESULTADOS

5.8.6 ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE OTRAS PROTEINAS COMO NUEVOS

BIOMARCADORES Y EL DESARROLLO DE RECHAZO CELULAR AGUDO

Para analizar el posible rol de otros biomarcadores en la patogenia de rechazo celular
agudo se disefid un sub estudio de casos y controles con seguimiento clinico completo
y biopsias endomiocardicas de protocolo. Con la colaboracion del laboratorio de la Dra.
Sarwal en California se seleccionaron una serie de proteinas potencialmente
implicadas en procesos inflamatorios en el drea cardiovascular. Se incluyeron proteinas
gue se expresan en gran cantidad en pacientes con |IAM (fetuina B, NAP2), fallo
cardiaco (CD14, CD31), hipertrofia y fibrosis cardiaca (galectina 3), quimiocinas
implicadas en inhibicidon de la angiogénesis (CXCL4, CXCL9), pero también proteinas

ateroprotectoras (Apo-1).

Se observa que los pacientes con rechazo (n=32) tuvieron niveles significativamente
mas altos de galectina 3 que los pacientes sin rechazo (n=31) (13+4.7 vs 9.9+3.8 ng/uL,
p=0.016). Cuando estratificamos a los pacientes en 2 grupos segun el nivel de esta
proteina (punto de corte de 10 ng/uL, correspondiente al valor de la mediana),
demostramos que los pacientes con niveles superiores a 10 ng/uL de la proteina,
desarrollaron con mas frecuencia rechazo celular agudo (OR, 3.07; 95% Cl, 1.09-8.61;

p=0.033).

No se asociaron de forma significativa variables clinicas con el rechazo celular agudo
(Tabla 111). Tras ajuste con las variables que mostraron tendencia de asociacién
(p<0.2), los niveles de galectina permanecieron en el modelo con valor significativo
tras ajuste por el tiempo de seguimiento tras el trasplante en meses (OR, 3.07; 95% IC,

1.09-8.61; p=0.033) y por el tiempo de circulacion extracorpérea (OR, 3.41; 95% IC,
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1.19-9.77, p=0.02). No se observan diferencias significativas en las otras proteinas

evaluadas.

Tabla 111: Asociacién entre variables demograficas y clinicas con el desarrollo de rechazo agudo del
injerto en pacientes sometidos a trasplante cardiaco.

Parametros RECHAZO No RECHAZO p
(n=32) (n=31)

Edad 53+11 54+12 0.77
Sexo, hombres (%) 77 87 0.34
Tiempo de isquemia (media £ DT) 201162 215460 0.38
Tiempo de CEC (media + DT) 137+46 124428 0.18
Trasplante urgente (%) 9.4 12.9 0.73
Tiempo de seguimiento, meses (media + DT) 101+67 72155 0.06

DT: Desviacion tipica

CEE: Circulacion extracorpdrea
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Figura 36: Asociacidon entre nuevos biomarcadores y rechazo agudo del injerto. Analisis transversal
mediante comparacion de medias con T de Student bilateral, diagrama de cajas representa mediana,
percentiles 25, 75, valores extremos, casos extremos (*) y casos atipicos (°)
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DISCUSION

Las infecciones y el rechazo del injerto siguen siendo las complicaciones mas
frecuentemente descritas en individuos sometidos a trasplante de corazén debido a la
pérdida de la funcidn cardiaca de forma irreversible. En el periodo post-TC es necesario
el mantenimiento de un elevado nivel de inmunosupresidon que evite el desarrollo de
eventos de rechazo del injerto sin que aumente la aparicién de procesos infecciosos, es
decir, poder mantener un equilibrio adecuado entre inmunosupresiéon e infeccion,
propésito dificil de conseguir pero Unica posibilidad para garantizar una elevada
supervivencia de aquellos pacientes sometidos a esta terapia de reemplazo del érgano
dafiado como estrategia de supervivencia en estos pacientes. Aun asi, hay muy pocos
trabajos publicados que estudien el impacto de la inmunosupresiéon sobre los
biomarcadores de inmunocompetencia. Por otro lado también son pocos los estudios
que evaltan el estado de inmunocompetencia de los pacientes trasplantados cardiacos
y sus consecuencias en la evolucidén clinica de los mismos. Ante la escasez de
conocimiento de biomarcadores Utiles para detectar pacientes en riesgo de sufrir éstas
complicaciones, es importante conocer los distintos componentes de la respuesta
inmune, de las alteraciones que sufren las variables analizadas y de los principales
factores que impactan negativamente en los mismos, como potencialmente son los
niveles en sangre de los distintos inmunosupresores que se utilizan en la etapa de

mantenimiento de la inmunosupresién farmacoldgica.

En este trabajo se pretenden identificar y describir las alteraciones que se observan
antes y después del trasplante cardiaco en el entorno de la respuesta inmune celular,
estudiando el comportamiento de distintas poblaciones y subpoblaciones celulares, a
nivel bioquimico estudiando las variaciones de los niveles séricos de los parametros

bioquimicos mas utilizados en la monitorizacién de la evolucidn clinica del trasplante,
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asi como, la variabilidad de los niveles séricos de los farmacos inmunosupresores
utilizados en la terapia que implica el trasplante de érgano sélido y la alteracion de los
parametros séricos inmunoldgicos utilizados en la evaluacion de la respuesta inmune.
La tesis desarrolla también un estudio piloto retrospectivo de distintos biomarcadores

experimentales que podrian estar implicados en la patogenia del rechazo alogénico.

Entre los factores bioquimicos esta la cuantificacion sérica de la concentraciéon de
farmacos inmunosupresores que en nuestro caso concreto han sido: FK, CsA y MMF,

cuyos niveles han sido medidos en distintos puntos propuestos en nuestro estudio.

Muy pocos estudios han correlacionado los niveles de inmunocompetencia con el nivel

en sangre de estos agentes terapéuticos.

La primera hipdtesis de esta tesis, propone que los niveles de farmacos
inmunosupresores se correlacionan con los valores en sangre periférica de parametros

inmunoldgicos y bioquimicos determinados en los pacientes de trasplante cardiaco.

Para evaluar esta hipdtesis se realizd un estudio prospectivo cuyos resultados han sido

expuestos previamente en el capitulo de resultados.
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6.1 CINETICA Y VARIABILIDAD DE LOS NIVELES DE FARMACOS
INMUNOSUPRESORES, DESDE EL MOMENTO DEL TRASPLANTE HASTA EL

ANO DESPUES DEL TRASPLANTE CARDIACO

Se ha descrito en la cohorte de estudio, la cinética y la variabilidad de los niveles de
farmacos inmunosupresores, desde el momento del trasplante hasta el afio posterior

del mismo, cuyos resultados se muestran en profundidad en el capitulo de resultados.

Del analisis cinético descrito por los farmacos inmunosupresores, comparando cada
punto de estudio y el punto basal determinado en el dia 7 post-TC, se observa que los
resultados de la determinacién de los niveles medidos en los puntos de estudio
propuestos, se ajusta de forma adecuada a las recomendaciones actuales en el manejo
de este tipo de pacientes, siendo este un método adecuado para establecer si nuestros
pacientes estan fuera o dentro de los rangos terapéuticos que se manejan actualmente

en el entorno del trasplante cardiaco.

a) Las recomendaciones actuales proponen la determinacion en C; (concentracién a
las dos horas de administrar el farmaco) de los niveles de CsA en sangre, pues
debido a la naturaleza del farmaco, una exposiciéon inadecuada ante él, por exceso
o por defecto, tendria consecuencias, propiciando efectos toxicos o de rechazo
respectivamente. Se ha confirmado que C; es la concentracidn que mejor predice
la exposicion al farmaco, permitiendo a su vez identificar pacientes con distinto
grado de absorcién del farmaco prediciendo mejor sus efectos téxicos o de
desarrollo de eventos de rechazo del injerto que la determinacién del nivel valle
(Co) de CsA (22,256). En la mayoria de consensos, se determina el nivel de farmacos

Co, aun asi, hay distintas referencias en las cuales se observan algunas diferencias
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b)

entre los niveles de farmacos propuestos, algunos investigadores cifran los niveles
de CsA entre 250-350 ng/mL durante los primeros seis meses, entre 200-250 ng/mL
entre los seis meses y el afio y entre 100-200 ng/mL a partir del afio post-TC (257),
el informe de cuidados post-TC de la ISHLT cifra los niveles de CsA mds adecuados
entre 275 y 375 ng/mL durante las primeras 6 semanas, entre 200 y 350 ng/mL de
la semana 6 a la 12 y entre 150 y 250 ng/mL a partir del 6 mes (3), no obstante
deberian de ser individualizados en funcién del riesgo de rechazo, infecciéon o
toxicidad por el farmaco (257). En nuestro caso concreto, a lo largo de todo el
periodo de estudio, desde el dia 7 hasta el afio Post-TC, la media de concentracién
de farmaco es de 208 ng/mL, determinando un pico de concentracién superior a
250 ng/mL en el dia 30, ajustdndose asi a las recomendaciones actuales,
pretendiendo minimizar los efectos secundarios del fdrmaco.

Una cinética similar se observa en los niveles de FK en el suero de los integrantes
de la cohorte estudiada sin llegar a sobrepasar los niveles de toxicidad propuestos
actualmente (15ng/mL) (258). Como en el caso de la CsA, se recomienda mantener
los niveles de FK sanguineos en rango terapéutico, considerdndose niveles
adecuados determinados en Co de 10-20 ng/mL en el inicio y 5-15 en la terapia de
mantenimiento (258,259). Incluso hay pautas mas generales que recomiendan
niveles de FK entre 10-15 ng/mL durante los seis primeros meses y entre 5-10
ng/mL a partir de esta fecha (257). El informe de cuidados post-TC de la ISHLT
recomienda niveles de Fk de 10-15 ng/mL durante los primeros 60 dias post-TC, de
8-12 ng/mL entre los 3 y 6 meses y de 5-10 ng/mL a partir de sexto mes del TC (3).
En nuestro caso la media en la concentracidon del fdirmaco esta dentro del rango de

actividad terapéutica durante todo el periodo de estudio, si bien, se encuentran el
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nivel ligeramente elevado sin superar los 15 mg/dL en el dia 30 post-TC
ajustandose a las recomendaciones fijadas en el entorno del TC.

c) Los niveles de MMF flucttan ligeramente durante el periodo de tiempo estudiado,
siempre manteniéndose los niveles dentro del rango terapéutico recomendado (2-

3.5ug/mL) (260), aunque en algunos estudios se cifran entre 2-5 ng/mL (257).

6.2 CINETICA Y VARIABILIDAD DE LOS PARAMETROS INMUNOLOGICOS Y
BIOQUIMICOS DETERMINADOS PARA EVALUAR LA CAPACIDAD
INMUNOLOGICA, DESDE EL MOMENTO DEL TRASPLANTE HASTA UN ANO

DESPUES DEL INJERTO

Se ha descrito la cinética y la variabilidad de los pardmetros inmunoldgicos vy
bioquimicos utilizados habitualmente para evaluar el estado de inmunocompetencia
en la cohorte estudiada, desde el momento previo al trasplante cardiaco hasta el ano

después del mismo.

En el contexto referente a los pardametros séricos inmunolégicos se observan distintas

alteraciones en su comportamiento cinético tales como:

Los niveles séricos de IgG muestran un descenso brusco desde el momento previo al
trasplante hasta la primera semana posterior a la intervencién, seguidamente se
observa un descenso progresivo hasta el mes para comenzar a recuperarse
progresivamente hasta el afo post-TC pero sin llegar a alcanzar los niveles basales,
evidenciandose importantes diferencias con el punto de medicién de niveles previo al
trasplante. Este patrén de comportamiento se repite en las subclases de IgG, IgG1 e

IgG3 asi como el isotipo IgM pero de forma menos marcada. Aun asi, en el caso de
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IgG3 e IgM la capacidad de recuperacién de los valores de normalidad con respecto a
los otros parametros se hace mads patente ya que llegado el afio no llegan a
restablecerse del todo los niveles de partida pero tampoco se observan grandes
diferencias entre la medicion realizada en el punto pre-TCy el afio, indicando una clara
tendencia a la recuperacion. Estd descrito que la disminucion de los niveles de
inmunoglobulinas se pueden deber a varios factores tales como, la pérdida de
proteinas totales tras el trasplante, la hemodilucién, el dafio tisular producido durante
la intervencidn, la activacion del sistema del complemento, el dafio producido por las
bombas de oxigeno y los aspiradores, la circulacién extracorpdrea necesaria para la
cirugia a corazén abierto y el uso de metilprednisolona y MMF por via intravenosa en
los protocolos de induccién inmunosupresora (60,261). La misma cinética se observa
en los niveles de IgA, 1gG2 e IgG4, mostrando un descenso brusco a la semana seguido
de una disminucién progresiva hasta el mes, mostrando posteriormente una
estabilizacién en ese rango de valores, se observan grandes diferencias entre la
medida realizada previa al trasplante y el resto de mediciones. El comportamiento
cinético de los pardmetros estudiados coincide con el observado en otros estudios
donde la hipoganmaglobulinemia IgA e IgG presenta una asociacién directa con la
probabilidad de aparicion de eventos infecciosos, las subclases de IgG muestran
patrones similares en otros estudios pero no se pudo asociar de forma significativa

cinética mostrada con una mayor propensién a desarrollar infeccién (261).

Los niveles séricos del factor del complemento C3, C4 y factor B de properdina siguen
una pauta cinética similar entre ellos, pero con ciertas diferencias, de tal forma que, en

todos los casos se experimenta una caida brusca de los niveles desde la medicion en el
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punto previo al trasplante y la primera semana, para experimentar al mes, una leve
recuperacién seguidos de un nuevo descenso que se mantiene hasta el aino, en el cual
el nivel de C3 se recupera respecto al valor basal sin llegar a ese nivel pero sin mostrar
grandes diferencias con el valor pre-TC, en el caso de C4 la tendencia se repite de
forma tan suave que no se observan diferencias evidentes entre ninguna de las
mediciones realizadas a lo largo del estudio. Esta cinética ya estd descrita, pues los
niveles del complemento se ven afectados por la circulacién extracorpérea, la
activacion del complemento durante la cirugia y la activacién post-quirurgica de la PCR
(262). Sin embargo, en el caso del factor B de properdina, que mantiene la cinética del
resto, una vez que caen sus niveles en el punto de medida correspondiente al dia 30,
nunca llegan a recuperarse, manteniéndose bajos hasta el afio de la intervencion, lo
que podria proponerlo como un biomarcador de gran potencia como predictor de la
aparicidn de procesos infecciosos. Asi pues, la reduccidén simultanea y coincidente en el
tiempo de todos estos parametros que hemos mencionado, podria explicar el aumento
de la probabilidad de desarrollar un proceso infeccioso en pacientes sometidos a
trasplante cardiaco, ya que existen estudios realizados en el entorno del TC en los
cuales queda demostrada la importancia de la hipogammaglobulinemia IgG como
marcador precoz de riesgo de procesos infecciosos graves que junto con la alteraciéon
de otros componentes inmunolégicos como la hipocomplementemia C3 y C4, podrian
identificar a aquellos pacientes que tras someterse a un trasplante cardiaco,
estuviesen en riesgo de sufrir el desarrollo de un evento infeccioso grave (58, 60, 263-

267).

En el contexto referente a los parametros séricos bioquimicos, se observan

alteraciones en el comportamiento cinético tales como:
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Partimos de valores de PCR discretamente elevados segun el rango de normalidad del
laboratorio de bioquimica Gregorio Marafién (L.B.G.M) cuyos valores oscilan entre 0.0-
0.5 mg/dL, para alcanzar valores normales a partir de la medicidon realizada el dia 90
post-TC. La PCR es una de las denominadas proteinas de fase aguda, la cual se altera
ante gran cantidad de eventos de distinta etiologia, desde enfermedad cardiovascular,
infeccion, procesos inflamatorios o traumatismos, cargando a este pardmetro de
mucha inespecificidad (268). No obstante, se ha demostrado en numerosos estudios la
relacion entre la infeccién y los procesos inflamatorios de distinta indole con el
aumento de los niveles séricos de este marcador (269,270). La elevacion discreta de
este pardmetro desde el momento previo al trasplante, posiblemente debido a los
problemas generados por la patologia cardiaca subyacente de nuestros pacientes,
hasta el mes post-TC en el que vemos la disminucién del mismo para alcanzar valores
normales, puede deberse a la respuesta del organismo ante el proceso traumatico e
inflamatorio y la mayor concentraciéon del nimero de eventos infecciosos que tienen

lugar en los primeros tres meses posteriores a la intervencién quirdrgica.

Se observa un descenso brusco de los niveles de proteinas totales y albumina sérica
(valores normales seguin L.B.G.M para las proteinas totales 6.4-8.5 g/dL y de albumina
3.4-4.8 g/dL) durante la primera semana post-TC para recuperarse posteriormente de
forma progresiva llegando a alcanzar niveles séricos normales en la medicidn realizada
al ano. Se debe tener en cuenta la posibilidad de existencia de patologias nefropaticas,
enteropdticas por alteracién de la permeabilidad intestinal y procesos de
malabsorcion, hepaticas crénicas o por desnutriciéon (271,272) como posibles factores

en casos aislados. Posiblemente esta disminucién brusca de los niveles pueda ser
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inherentes al procedimiento quirdrgico del trasplante al que sometemos a nuestros
pacientes, generando dafio tisular, hipovolemia por pérdida de sangre, la cual a
medida se va recuperando el volumen sanguineo normal promueve la recuperacién de
los niveles basales normales de ambos pardmetros. No obstante, es relevante
destacar, debido a su naturaleza proteica, la falta de correlacién entre la recuperacion
en el tiempo de estudio de los niveles basales de proteinas totales y albumina y la
lenta y ausente recuperacién total de los niveles de IgG al afio del TC, indicando asi, la
falta de asociacion entre la deplecion de IgG y la pérdida proteica generalizada que
pudiese darse en cualquier punto de medida del estudio, no pudiendo atribuir la
hipoganmaglobulinemia a la pérdida proteica que subyace en cualquier proceso
quirdrgico como se trata en nuestro caso y ya mencionado justificando la cinética de

las inmunoglobulinas.

Se observa un aumento de los niveles de urea durante la primera semana posterior al
TC (valores normales segin L.B.G.M 15-45 mg/dL), junto con unos valores fluctuantes
de creatinina a lo largo de todo el periodo de estudio siempre dentro del rango de
niveles séricos normales (valores normales segin L.B.G.M 0.7-1.2 mg/dL) para
disminuir progresivamente hasta el mes alcanzando valores normales estabilizandose
hasta el afio post-TC. En ausencia de situaciones patoldgicas de etiologia ligada a
enfermedad renal, sangrado gastrointestinal o deshidratacién provocando
hemoconcentracién, en cuyos casos aumenta el nivel sérico de urea, esta elevacion es
atribuible a la pérdida de sangre e hipovolemia transitoria generada en la intervencion
quirurgica provocando hemoconcentracién, normalizandose sus valores a medida que

evoluciona el paciente hacia la estabilidad clinica (271). Asi pues, mas concentracion
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de urea puede considerarse como biomarcador subrogado de un estado clinico de

inestabilidad, propia del periodo post-TC y ésta asociarse con morbilidad.

Los niveles de GOT, GPT y bilirrubina total muestran una cinética paralela entre ellos,
disminuyendo desde el momento pre-TC con niveles seroldgicos elevados por encima
del rango de normalidad hasta alcanzar unos valores de normalidad a partir de Ila
semana y el mes post-TC manteniéndose estables hasta el afio. El nivel elevado pre-TC
no parece relacionado con patologia hepdtica (valores normales segin L.B.G.M para
GOT 10-40 U/L, GPT 5-41 U/L y bilirrubina total 01-1.1 mg/dL). Debido al origen
principalmente hepatico de los tres marcadores, cuya determinaciéon es util en el
diagndstico y seguimiento preferentemente de la patologia hepatica, podemos
considerar el posible efecto de factores como la elevacién iatrogénica producida por el
uso de gran cantidad de farmacos por la patologia de origen cardiaco subyacente de
forma inherente al estado clinico de nuestros pacientes antes de ser intervenidos
quirurgicamente, la congestién hepatica por el estadio de insuficiencia cardiaca
terminal, como ejemplos que podrian explicar la elevacion inicial de estos pardmetros
gue radica en la posible afectacién hepatica a nivel isquémico por reduccion del flujo
sanguineo de forma crdnica y continuada, concomitante al desarrollo de procesos
congestivos en nuestros pacientes y descartando el proceso isquémico agudo que
cursa con elevaciones mayores de este enzima, ya que restablecida la funcién del
organo trasplantado los niveles evolucionan hacia la normalidad (268,273). Otros
posibles factores de la elevacion pre-TC de los niveles de estos parametros incluyen
otra serie de circunstancias en las cuales también se observan alterados, como la

insuficiencia renal, procesos inflamatorios e infecciosos previos al trasplante.
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Igualmente como ocurre con el aumento de urea, el de las transaminasas podrian
suponer un marcador que refleje una situacién mas inestable y ésta predisponer al

paciente a complicaciones.

Referente a los pardmetros inmunolégicos celulares, se observan alteraciones en su
comportamiento cinético, importantes para entender su posible asociaciéon con el

desarrollo de complicaciones.

Se observa un aumento de la poblaciéon de leucocitos totales durante la primera
semana alcanzando niveles patolégicos para descender progresivamente hasta

alcanzar valores normales manteniéndoles hasta el afo.

Las subpoblaciones de neutrdfilos y linfocitos totales muestran una cinética inversa, de
tal forma que la evolucién descrita es similar al leucocito total por parte de los
neutrdéfilos que contrasta con la disminucidn en el mismo punto de medida que es a la
semana con los linfocitos los cuales a partir de este momento llevan una cinética
opuesta al neutréfilo aumentando vy alcanzando niveles normales. Este
comportamiento de las células sanguineas es habitual ante un evento de la magnitud
de un trasplante, la liberacién de adrenalina, como suscita esta situacién, genera
estrés provocando una desmarginacion de los neutréfilos en el bazo y los pulmones
determinando el aumento de los neutrdfilos en cuestidon de minutos. La leucocitosis es
provocada ante procesos traumaticos que conllevan lesion histica como es en nuestro
caso y otros como la infeccidon o reaccion inflamatoria aguda (274). La linfopenia, en
este caso es relativa y desarrollada como un fendmeno de deplecion de esta
subpoblaciéon leucocitaria relativa y dependiente del aumento de la subpoblacién de

neutrofilos (275).
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En relacidn al estudio de las subpoblaciones linfocitarias la bibliografia documentada
es mas extensa, permitiéndonos comparar nuestros resultados con los de otros
investigadores. Asi pues, el comportamiento de los linfocitos T CD3 tanto a nivel
porcentual como absoluto disminuyen desde el momento del TC para comenzar a
aumentar a partir de la semana alcanzando niveles normales en posteriores puntos de
estudio. El comportamiento de las distintas subpoblaciones linfocitarias es peculiar, se
observa en el porcentaje de las células T CD4 un mantenimiento de los niveles con
pequeiias fluctuaciones que no representan diferencias entre el momento pre-TC y el
resto de mediciones, sin embargo, en valores absolutos se observa una disminucién
muy patente de sus niveles durante la primera semana para comenzar a recuperarse
de forma progresiva a partir de ese momento, manteniéndose estable hasta el afio
recuperando entonces los valores basales. Hay estudios en los cuales se describe un
descenso significativo de las células T CD4 en el punto de medida a los 7 dias. En este
estudio (276) se monitorizé por separado a aquellos pacientes los cuales recibieron
como terapia de induccién globulinas anti-timocito (ATG) o anticuerpos monoclonales
como daclizumab o basiliximab coincidente con nuestros pacientes. En aquellos que
recibieron ATG se observa una cinética de disminucion, pero en el resto de integrantes
del estudio tratados con daclizumab, presentan una cinética coincidente con nuestro
estudio al comparar valores porcentuales, observandose fluctuaciones poco
significativas. En nuestro caso también hemos encontrado significacion cuando se

comparaban valores absolutos.

Las células T CD8 tienen un comportamiento similar, tanto a nivel porcentual como en

valores absolutos, se observa una disminucién inicial en la primera semana que se va
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recuperando desde entonces hasta el afio, alcanzando valores superiores que los
basales, observando diferencias evidentes en comparacion con el nivel basal a partir
del dia 180 hasta el aifo. El aumento de las células T CD8 a partir de los 6 meses del
trasplante parece indicar que se ha estimulado la proliferacién y diferenciacion de
células aloespecificas debido a un reconocimiento antigénico del injerto, justificando el
aumento y el mantenimiento en periodos avanzados del trasplante de células T CD8
citotoxicas, fendmeno que ya ha sido descrito, pues la proliferacion de células
citotoxicas donante-especificas ricas en perforina queda explicada por la exposicion al
injerto (277). Este patrén de comportamiento coincide con el observado en otros
estudios (278) pudiendo sugerir la idoneidad de la monitorizacién de estos parametros
en el entorno de nuestro estudio ya que se muestran diferencias evidentes entre los
valores celulares previos al TC y los valores medidos a lo largo de la evolucion del
mismo. Los linfocitos B aumentan durante la primera semana posiblemente por la
reduccion correspondiente a los niveles de células T. Posteriormente, las células B
comienzan a disminuir presentando diferencias muy evidentes con el estado basal a
partir de los 180 dias, manteniéndose hasta el afo en niveles inferiores respecto al
punto basal. Como se ha indicado, estas variaciones del recuento de células B en los
primeros dias del trasplante podrian asociarse a la deplecidn sufrida por la poblacién
de células T en ese momento. Este mismo patrén cinético se observa en otros estudios
pero sin alcanzar diferencias tan marcadas con los niveles basales a partir de los 180
dias (278,279). Hay estudios en los cuales niveles altos de linfocitos B en el periodo
previo al trasplante y la primera semana post-TC estd asociada a un menor riesgo de
desarrollo de procesos infecciosos (279), en nuestro caso los niveles de linfocitos B

permanecian dentro del rango de normalidad (100-500 células/uL) (263).
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Las células NK (CD3-CD16/CD56+) tienen un comportamiento similar a los linfocitos T
CD8. A la semana muestran un descenso. Se ha descrito que niveles bajos de éstas
células en este momento se correlacionan con desarrollo de infecciones (262).
Posteriormente los niveles aumentan, superando ampliamente el nivel basal en la
determinacién realizada al afio post-TC en numeros absolutos pero no en porcentaje,
pudiéndose comportar asi como protectores ante un evento infeccioso, ya que en
estudios recientes se ha demostrado que son capaces de reconocer y responder ante
la infeccion bacteriana, jugando un papel importante en la prevencién de la infeccién

post-TC (280, 281).

6.3 CORRELACION EXISTENTE ENTRE LOS NIVELES DE FARMACOS
ANTICALCINEURINICOS Y MICOFENOLATO CON LOS DISTINTOS
PARAMETROS QUE EVALUAN LA RESPUESTA CELULAR Y HUMORAL DEL

PACIENTE TRASPLANTADO

En relacion con el objetivo en el que proponemos la evaluacién de la correlacién
existente entre los niveles de farmacos anticalcineurinicos y MMF con los niveles de
los distintos parametros que evaltian la respuesta celular y humoral del paciente
trasplantado, sélo se ha encontrado una correlacién significativa en el punto de
medida correspondiente a los 90 dias post-TC, entre los niveles séricos de CsA y
bilirrubina total. Este andlisis se realizé previamente, evaluando las correlaciones
puntuales de cada momento de estudio de la tesis. Esta falta de correlacion temporal
es muy interesante ya que a priori se pensaba detectar correlaciones significativas. La
tesis no ha desarrollado evaluaciones funcionales de la inmunidad humoral y celular.

Posiblemente a ese nivel se detecten correlaciones significativas. Una posible
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interpretacion a esta falta de correlacion entre niveles de farmaco y niveles de
mediadores inmunolégicos podria explicarse por la variabilidad de la respuesta

individual de los pacientes.

La segunda hipdtesis de la tesis pretende identificar la existencia de alteraciones
bioquimicas e inmunoldgicas en nuestro grupo de estudio que puedan estar asociadas
con el aumento del riesgo de desarrollo de infecciones y rechazo del injerto,
adelantandonos asi a los acontecimientos modificando el tratamiento de
mantenimiento del mismo, actuando en prevencién de un deterioro del érgano
trasplantado, evitando asi la disfunciéon organica que supondria un desenlace fatal en

la evolucion clinica de nuestros pacientes.

6.4 ASOCIACION ENTRE NIVELES DE FARMACOS ANTICALCINEURINICOS Y
MICOFENOLATO, OTROS PARAMETROS BlOQUIMICOS E
INMUNOLOGICOS CON DISTINTAS COMPLICACIONES CLINICAS DEL

TRASPLANTE

En relacion con el segundo objetivo propuesto en esta tesis, pretendemos la
evaluacion de la asociacion existente entre los niveles de farmacos anticalcineurinicos
y MMF junto con otros pardmetros bioquimicos e inmunolégicos con las distintas
complicaciones clinicas del trasplante, como pueden ser el desarrollo de infecciones y
el rechazo del érgano trasplantado durante los tres meses siguientes al trasplante,

periodo en el cual se concentran la mayoria de los eventos referidos previamente.

Los principales hallazgos encontrados en este estudio, los hemos estratificado por

periodos de tiempo, pre-TC, semana, mes y tercer mes post-TC coincidentes con el
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momento de extraccion de la muestra y su analisis y el tipo de parametro analitico

utilizado; bioquimico, inmunologia humoral o celular.

6.4.1 EVALUACION DE LA ASOCIACION EXISTENTE ENTRE LOS NIVELES DE
FARMACOS ANTICALCINEURINICOS Y MICOFENOLATO Y OTROS PARAMETROS
BIOQUIMICOS E INMUNOLOGICOS CON EL DESARROLLO DE PROCESOS

INFECCIOSOS

Analizados los valores del recuento celular en sangre periférica hemos detectado
durante el periodo pre-TC, que niveles elevados de leucocitos totales y de neutréfilos
se asocian a un mayor riesgo de padecer infeccion durante los primeros tres meses
post-TC. Dicho de otra forma, la leucocitosis y la neutrofilia pre-TC podrian
predisponer a los pacientes a tener infecciones. Hay muy pocos trabajos referenciados
bibliograficamente de caracteristicas similares en disefio a nuestro estudio, no se han
encontrado similitud con nuestros resultados, pues en los trabajos documentados no
se encontraba una asociacion significativa del valor de estas variables en el estado
basal de los pacientes con el desarrollo de infeccidon post-TC (276) no pudiendo asi
valorar de forma adecuada nuestros hallazgos. No obstante ante la baja
representacion de este tipo de estudios, seria interesante la introduccidon de estos
parametros en siguientes trabajos para valorar si la alteracién que se observa es
relevante en el entorno del TC. Una posible explicacidon de esta diferencia radica en el
régimen de inmunosupresion utilizado en otros trabajos.

Hemos encontrado significacién estadistica en la evaluacién de la asociacién entre el
numero de células T CD4 con la aparicién de eventos infecciosos. No obstante estos

valores significativamente mds bajos de células T CD4 determinados a los 7 dias del

Pagina | 228



DISCUSION

trasplante y al mes post-TC, estaban préoximos a los limites de normalidad tedricos
(300-1400 células/u) (263). Esto es muy interesante ya que podria ser una evidencia de
que no hacen faltan valores “anormales” de células T CD4 para entrar en fase de riesgo
de infeccion. Asi mismo, la Unica variable que permanecia significativa en un modelo
estadistico de regresidn logistica multivariante tras ajuste por el resto de variables que
resultaron significativas en el modelo de regresion univariante en el mismo punto del
tiempo de medicién coincidente con los 7 dias, fueron los niveles de células T CD4,
pudiéndole considerar un factor de riesgo importante, predictor de la aparicién de
eventos infecciosos. Hemos encontrado similitud en los resultados con otros estudios
tanto en trasplante cardiaco como en otros trasplantes de érgano sdélido, en los cuales
descensos de T CD4 durante el primer mes se asociaba a un aumento de aparicién de
infecciones oportunistas cifrando el titulo de células T CD4 en valores inferiores a 200
células/uL (282, 283). Hay otros modelos de inmunodeficiencia secundaria en los
cuales la linfopenia T CD4 se asocia también al riesgo de infeccidn bacteriana (284).
También hemos encontrado riesgo elevado de desarrollo de infeccién grave en
aquellos pacientes en los cuales los niveles porcentuales de linfocitos totales en sangre
medidos al mes post-TC, eran inferiores a un 16% (linfopenia). Este hallazgo coincide
con la cinética descrita anteriormente en las distintas subpoblaciones linfocitarias
donde se observaba esa disminucién en el periodo correspondiente al primer mes
post-TC. Esta es una aportacion original de esta tesis en pacientes sometidos a
trasplante cardiaco. Resultados similares se han descrito en el trasplante hepatico.

La potencia de la linfopenia total como predictor de infeccién debe tomarse en
conjunto junto con la asociacién en la disminucidon de células T CD4 previamente

mencionado, y hallazgos encontrados en otros estudios como la asociacion de la
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disminucion del porcentaje de células T CD3 en el dia 7 del TC (278) con la infeccion
oportunista. El hecho de que los recuentos celulares de las distintas subpoblaciones T
CD3, TCD4, TCD8 vy linfocitos totales, sean bajos en el punto de medida
correspondiente al dia 30 post-TC en aquellos individuos que desarrollaron infeccion
respecto a los que no la desarrollaron (276) podria hacer interesante incluir en los
estudios la valoracidon de los niveles totales de las poblaciones celulares medidas
mediante hematimetria general en un analisis de rutina como posibles factores de
riesgo predisponentes a la infeccion en el entorno del trasplante cardiaco,
complementando asi los estudios subpoblacionales mediante citometria de flujo.

En cuanto a la asociacidon de los pardmetros inmunolégicos medidos en suero y el
desarrollo de infeccidn grave en nuestros pacientes, se observa un descenso en los
niveles de IgA y un descenso del sistema del complemento, representado por C3 y C4,
asi como hipocomplementemia del factor B de properdina durante la mediciéon
realizada a los 7 dias del trasplante. Se trata de un perfil que combina deficiencia
secundaria de inmunidad innata (complemento) con adquirida (IgA).

Al mes del trasplante la hipogammaglobulinemia IgG (definida como niveles inferiores
a 508 mg/dL de IgG), y a los 90 dias del trasplante la hipogammaglobulinemia IgA (por
debajo de 167 mg/dL) fueron factores de riesgo de infeccidn.

La hipogammaglobulinemia 1gG (valores inferiores a 600 o 700 mg/dL) y severa
(cuando la IgG es inferior a 400 mg/dL) (285) estan claramente representadas en la
bibliografia, como factores asociados al riesgo de desarrollo de infeccién virica, fungica
y bacteriana siendo considerados como un marcador precoz de riesgo de las mismas
(58, 60, 263-267, 285), confirmando asi los resultados obtenidos en nuestro estudio al

dia 30 pos-TC.
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Sin embargo, hay muy pocos estudios en los cuales se considere la
hipoganmaglobulinemia IgA como un factor de riesgo de aparicion de eventos
infecciosos. Ha sido asociada la disminucién de sus niveles con una mayor probabilidad
de aparicidon de eventos infecciosos en trasplante de pulmén (286) y cardiaco (261).
Los hallazgos encontrados en nuestro estudio a la semana y al tercer mes post-TC de
los niveles bajos de IgA, hacen interesante seguir monitorizando y valorar la
incorporacion de la titulacién de sus niveles como factor predictivo de riesgo de
infeccion. Esto es interesante dado que el biomarcador IgG puede influirse por la
administraciéon de preparados de inmunoglobulinas intravenosas, utilizadas tanto en
protocolos de desensibilizacion como en protocolos de terapia de reemplazo. Estos
preparados estdn compuestos bdsicamente de IgG con tan solo trazas de otros isotipos
como IgM e IgA. Por ello es importante considerar que el biomarcador IgA no sufriria
alteracion debido a la administracion de estos preparados.

La hipocomplementemia C3 ya es considerada como factor de riesgo de aparicién de
procesos infecciosos, tanto bacterianos como viricos (261,60). En este estudio los
resultados obtenidos en la monitorizaciéon de C4 y FB proporcionan informacion
adicional respecto a otros estudios de caracteristicas similares, pudiéndose considerar
sus deficiencias séricas durante los primeros dias posteriores al TC como un potencial
factor de riesgo en el desarrollo de infeccion. Ademas el FB es una variable que
permanecia muy proxima a la significacion en el modelo estadistico de regresiéon
logistica multivariante tras ajuste por el resto de variables que resultaron significativas,
en el modelo de regresién univariante a los 7 dias post-TC, aumentando asi su

potencial predictivo de eventos infecciosos.
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La monitorizacién de distintos pardametros bioquimicos en suero durante los periodos
de estudio prefijados, ha dejado patente la asociacion entre la alteracién de los valores
considerados normales de algunos de éstos y el aumento del riesgo a desarrollar
eventos infecciosos. Entre ellos se encuentran, la ALB, las PT, PCR y los valores de GOT.
En la cohorte estudiada, se observa asociacidn entre el descenso de PT y ALB al mesy a
los tres meses post-TC y el desarrollo de infecciones con una especificidad de entre un
80-90% y un valor predictivo negativo superior al 80%. Ante la ausencia de datos
similares en el entorno del TC hemos recabado informacion de estudios relacionados
con otros tipos trasplantes de o6rgano sélido como el hepatico, el renal o
intervenciones quirurgicas complejas como la reseccion hepatica. En estos trabajos se
han encontrado similitudes con nuestros resultados, asociando la disminucién de los
niveles de PT y ALB con un incremento del riesgo de desarrollar infeccién (287-289).
Ademas en el entorno del trasplante renal se han encontrado hallazgos que asocian la
inflamacidn crénica y la hipoalbuminemia con la infeccidn y otras complicaciones como
el desarrollo de anemia e insuficiencia cardiaca congestiva posiblemente debido al
denominado sindrome de malnutricidn-inflamacion por hipoalbuminemia (290). Estos
hallazgos son de interés siempre que documentemos un riesgo bioquimico de
infeccion no evaluado anteriormente en TC, el cual parece ser vigente al menos
durante 3 meses, uno de los periodos mas criticos tras el trasplante.

En cuanto a la variacion de los niveles de PCR se observa un aumento discreto de los
mismos asociados al desarrollo de procesos infecciosos, mostrando aun asi un valor
predictivo negativo superior al 80%. Si bien, se observa una disminucién desde los
valores medidos previos al TC hasta los niveles medidos a los tres meses, que estan

ligeramente por encima de los valores normales, estos valores bajos pero patolégicos
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claramente asociados a infeccién, podrian ser atribuidos al déficit proteico de nuestros
pacientes trasplantados y bajo un régimen de inmunosupresidon inducido por el
tratamiento (290). No obstante, esta ampliamente reconocida bibliograficamente la
asociacion entre la elevacion de los valores de PCR y el aumento de riesgo a sufrir un
evento infeccioso (258, 261, 269).

En cuanto a la asociacion entre el ligero aumento de los niveles séricos de GOT al mes
post-TC y el desarrollo de procesos infecciosos, existe muy poca bibliografia que
confirme este hallazgo, pero los resultados emitidos en este estudio asocian esta ligera
elevacién de los niveles séricos de este parametro con el desarrollo de infecciéon con
una especificidad del 98,5%. Se observa que la GOT es una de las variables que
permanece de forma significativa en el modelo estadistico de regresidon logistica
multivariante, fendmeno que asocia fuertemente este pardmetro y la infeccidn.
Niveles mas altos de GOT se han asociado a riesgo de infeccion en estudios realizados
en pacientes con otras inmunodeficiencias secundarias como factor de riesgo de mala
evolucion (291-294). Quizas seria interesante tener en cuenta la medicion de este
parametro en futuros estudios para poder confirmar este hallazgo y valorar la
introduccion de la medicion de GOT como parametro de prediccion de riesgo de
infeccion. La reduccion de la perfusion arterial en la patologia cardiaca provoca
enfermedad hepatica por isquemia lo que puede provocar un aumento discreto de
GOT en suero. Tipicamente el incremento de transaminasas se reduce tras corregir la
causa del evento es tipico de la hipoxia hepatica, patologia que afecta al prondstico de
pacientes sometidos a cirugia (273) como es nuestro caso, por lo cual podria valorarse
la posibilidad de la monitorizacion de los niveles de GOT valorando asi la evolucion del

estado del injerto trasplantado.
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En el estudio analitico de los niveles de farmacos inmunosupresores durante el periodo
de estudio comprendido entre el periodo previo al trasplante y los tres meses
posteriores a la cirugia, en el analisis de comparacidén de medias, los niveles de FK
elevados segln el rango terapéutico propuesto por nuestro laboratorio, en el punto
correspondiente a los 7 dias, se asocian significativamente con el desarrollo de
infecciones graves como cabe esperar teniendo en cuenta el mecanismo de accion del
farmaco. En el anadlisis de variables categodricas, aunque los resultados obtenidos a la
semana post-TC no son significativos, se muestra la misma tendencia anteriormente
descrita, tanto en FK como en CsA determinada en el punto correspondiente al dia 7.
En la determinacidn realizada al mes post-TC, la variacion de los niveles de fdrmacos
anticalcineurinicos de forma global (CsA o FK sin tener en cuenta la naturaleza quimica
del farmaco) se asocié de forma paraddjica con el desarrollo de infeccién, niveles mas
altos de farmacos anticalcineurinicos se observan en los pacientes que no tuvieron
infecciones. Andlisis previos del grupo investigador detectaron en estos pacientes un
aparente rol protector de ciclosporina, frente a FK, que tiende a ser una factor de
riesgo a la semana. Hay gran cantidad de estudios realizados durante los ultimos afos
gue demuestran lo contrario, ya que disminuye el recuento de leucocitos totales, el
numero de las distintas subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 e incluso se ha
demostrado la reduccidon de su actividad observdndose descenso de produccién de
citocinas proinflamatorias como interferén 7y o interleucina-2 asociando niveles
elevados de anticalcineurinicos con un nivel de inmunosupresién menor y una mayor
susceptibilidad en el desarrollo de infecciones (295, 296, 297). La explicacion que se
encuentra para asociar el nivel de farmacos de forma contraria a lo esperado y tal

como ocurre también en otros trabajos, se fundamenta en la idiosincrasia que
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caracteriza a la terapia inmunosupresora y la clinica observada en este tipo de
pacientes. De tal forma que, ante la aparicién de eventos infecciosos y segun el criterio
del clinico responsable del tratamiento del paciente, se procede disminuyendo la
dosificacién de inmunosupresor para restituir la funcién del sistema inmune del
individuo y combatir asi el proceso infeccioso, este hallazgo coincide en el tiempo
durante el cual se concentran un mayor nimero de infecciones en el entorno de
nuestro estudio en concreto (261), en nuestra cohorte de estudio el 87% (n= 40) sobre
el total de infectados al afio (n=46), se desarrollan durante los primeros 3 meses, por
esta razon la determinacidn de los niveles del farmaco coinciden con una disminucién
de dosis ante la aparicidon de eventos infecciosos, asocidandose de forma significativa
pero contraria a lo que cabria esperar. Por otro lado, los eventos infecciosos son per
se, un factor de riesgo de rechazo. Asi pues, la determinacion de los niveles de
farmacos de forma concertada en una serie de puntos en el tiempo posteriores al
trasplante, para intentar identificar predisposicion al desarrollo de un evento
infeccioso, no se ajusta a la evolucidn del paciente ni al estado de inmunocompetencia
de los mismos, no pudiendo asociar de forma correcta los niveles medidos en sangre
periférica y el estado inmunoldgico real de nuestros pacientes pudiendo predecir y

evitar la infeccion.
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6.4.2 ASOCIACION EXISTENTE ENTRE LOS NIVELES DE FARMACOS
ANTICALCINEURINICOS Y MICOFENOLATO Y OTROS PARAMETROS
BIOQUIMICOS E INMUNOLOGICOS CON EL RECHAZO DEL ORGANO

TRASPLANTADO

Debido a la elevada frecuencia con la que se observa variabilidad en la determinacién
de los niveles de farmacos inmunosupresores durante todo el periodo de estudio, se
generé una nueva variable de estudio que se correspondia con el cdlculo del
coeficiente de variacion del valor de los niveles de farmaco medidos en los distintos
puntos de estudio. Este cociente de variacidn se ha propuesto como una posible
herramienta de monitorizacién en clinica. El andlisis de estos datos mostrdé una
asociacion de forma significativa entre el aumento de la variabilidad de la medida de
los niveles de FK a lo largo del afio de monitorizacion de los integrantes del estudio y
un aumento en la posibilidad de desarrollar procesos infecciosos. De igual forma se
observa una tendencia, aunque no significativa, a la asociacién entre el aumento de la
variabilidad de la medida del nivel de farmaco y el desarrollo de un evento de rechazo
agudo del injerto, tanto en la utilizacion de CsA como de FK en la terapia

inmunosupresora de mantenimiento del injerto.

Hay estudios publicados recientemente en el entorno del trasplante renal que apoyan
los resultados obtenidos en la cohorte de estudio, asociando el aumento de la
variabilidad de la medicion de los niveles de FK superando el 30% con un aumento de

la precipitacion de la aparicidn de un episodio de rechazo agudo del injerto (298).

En cuanto a la monitorizacién en momentos puntuales, la plausibilidad biolégica no es

la misma. Cuando analizamos los niveles de farmacos inmunosupresores y su
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asociacién con la presencia de eventos de rechazo, hemos encontrado de forma
significativa mayores valores de los niveles de FK a los 90 dias del trasplante en
aquellos individuos que sufrieron un evento de rechazo. Posiblemente se deba a un
aumento de la dosis del farmaco ante la aparicién de un episodio previo de rechazo,
los cuales se concentran mayoritariamente durante los tres primeros meses. En el
estudio realizado analizando los niveles de farmacos inmunosupresores, y la posible
relacion con el desarrollo de rechazo, utilizando en este caso los valores de farmacos,
propuestos como rango terapéutico y de seguridad por el entorno cientifico especifico
que trabajan con el tipo de pacientes dentro del cual se englobaria nuestro grupo de
estudio, se observa que niveles por debajo del rango de efectividad de FK y de
anticalcineurinico en general, sin hacer distincidon entre CsAy FK en la primera semana
post-TC, se asocian de forma significativa con la probabilidad de sufrir un episodio de
rechazo agudo del injerto. En este caso la interpretacidon es mas plausible. El tiempo es
muy temprano, quizas se ha retrasado el inicio de la terapia de mantenimiento en
algunos casos, por lo que menores niveles conducen a un mayor riesgo de rechazo. Del
mismo modo se observa una asociacion significativa entre los niveles de FK por encima
de rango terapéutico medidos a los tres meses post-TC y el aumento de rechazo,
confirmando los resultados obtenidos en el andlisis en el cual se tomaban los valores

de eficacia propuestos por nuestro laboratorio.

Durante los ultimos 15 afos distintos estudios asocian niveles altos de
anticalcineurinicos con un nivel de inmunosupresidon mayor, pues a mayor dosificacion
de inmunosupresor mas disminuye el recuento de leucocitos totales, el nUmero de las
distintas subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 e incluso se ha demostrado la

reduccion de su actividad observandose descenso de produccién de citocinas
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proinflamatorias como interferon yo interleucina-2 (297) disminuyendo asi la
probabilidad de desarrollo de rechazo del injerto promovido por la actividad citotéxica
llevada a cabo por el propio sistema inmune. Cuando encontramos lo contrario, es
decir, que la elevacion de los niveles de los inmunosupresores se asocia a mayor tasa
de rechazo, se fundamenta posiblemente en la idiosincrasia del tratamiento de
nuestros pacientes que hemos relatado anteriormente en el punto de discusion que
relacionaba la disminucién de los niveles farmacoldgicos y la asociacion con el
desarrollo de infeccién. En este caso ante la precipitaciéon de rechazo del injerto se
procede con un aumento de la dosis de fdrmaco, asociando asi el evento de rechazo
con una determinacion de niveles aumentada. En nuestra cohorte de estudio, el 70%
(n=14) sobre el total de rechazos al afio (n=20) los eventos de rechazo se desarrollaron
durante los primeros 90 dias posteriores al trasplante con una media de 44,5 dias y en
consecuencia se les aumento la dosis de inmunosupresor y en estos casos, la medicidon
de los niveles de farmaco en dicho punto en el tiempo (90 dias) se corresponde con el
estado previo de rechazo, asocidandose de forma significativa niveles elevados de
farmaco con desarrollo de evento de rechazo explicando asi la discordancia observada

en nuestros resultados.

Asi pues, la determinacion de los niveles de farmacos de forma concertada en una
serie de puntos en el tiempo posterior al trasplante, para intentar identificar
predisposicion al desarrollo de un evento de rechazo del injerto, no se ajusta a la
evolucidon del paciente ni al estado de inmunocompetencia de los mismos, no
pudiendo asociar de forma correcta los niveles medidos en sangre periférica y el

estado inmunolégico real de nuestros pacientes pudiendo predecir y evitar el rechazo
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del érgano trasplantado. Esto destaca la mayor validez que tienen los coeficientes de
variacion de niveles de farmaco que utilizan 3 o mds puntos de estudio v si reflejarian

un estado de predisposicion biolégicamente plausible.

En cuanto a la distribucién de las distintas poblaciones celulares, se observa que en el
punto de medida correspondiente a los 90 dias, se asocia un aumento del nimero de
neutrdéfilos con un mayor riesgo de padecer un evento de rechazo. Hay estudios en los
cuales se relaciona el aumento de neutrdfilos con la aparicion de eventos fibréticos en
distintos organos (299), entre ellos el corazén pudiendo relacionar este evento con una
mayor probabilidad de pérdida de funcidn de nuestro injerto justificando el rechazo.
Asi mismo, se observa una disminucidn porcentual de la subpoblacién linfocitaria total,
lo cual puede estar explicado por ser relativa y desarrollada como un fenédmeno de
deplecidon de esta subpoblacion leucocitaria dependiente del aumento de la
subpoblaciéon de neutréfilos (es decir, por redistribucion celular) (275) pero no

asociada directamente al proceso de rechazo en si mismo.

Se observa una disminucidn significativa el dia 7 post-TC del porcentaje de células T
CD3 y CD8 asociado con un aumento de rechazo del injerto. La merma observada en
sus porcentajes coincide con la cinética descrita previamente en este trabajo. Podria
parecer dificil justificar su asociacién con el desarrollo de rechazo debido al papel que
juega esta subpoblacidn celular en la respuesta citotdxica relacionada con el evento en
cuestion (300). Sin embargo, este descenso predispone a los pacientes a infeccion y
ésta a su vez a rechazo. Se trataria de una predisposicion indirecta, de un biomarcador
a través de un evento clinico que coincide a su vez con otro. No obstante como se

comentd anteriormente, seria importante tener también en cuenta que los distintos
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subtipos celulares tienen distinta actividad en funcion del estado en el que se
encuentran (inmunofenotipo) y que nosotros no hemos valorado en este estudio
(estado nativo, memoria, activado o efector en funcidn de la expresién de
determinadas marcadores de membrana) (301). Sin conocer el inmunofenotipo
funcional de nuestras células no podemos interpretar su variaciéon de forma correcta
asociandoles a la aparicion de un determinado tipo de evento como es el rechazo del

injerto.

Relativo a la variacién de los pardmetros bioquimicos determinados a lo largo de
nuestro estudio, solamente hemos encontrado asociacién segin un modelo de
regresion logistica univariante, entre los niveles bajos de ALB determinados a los tres
meses del TC y el desarrollo de eventos de rechazo del injerto. Hay pocos estudios
donde se valoren los niveles de albumina como factor de riesgo de rechazo del injerto,
aun asi hay registros bibliograficos recientes en los cuales consideran la
hipoalbuminemia como un factor de riesgo independiente en el fallo primario del
injerto (302). Esto es muy interesante. La presencia de hipoalbuminemia hablaria de
un peor estado generalizado del paciente y éste ser el que predispone al paciente al
rechazo. Es interesante descubrir la multiple causalidad que participa en el rechazo,
esto va mas alld de la simple interpretacidn de la alorespuesta, otros factores también

contribuyen a esta barrera a largo plazo para la supervivencia del injerto.

De los pardmetros que evaltian la inmunidad humoral, se observa asociacién positiva
con el rechazo solamente en la variacién de dos de las subclases de 1gG, observandose
nivel bajos de 1gG2 al mes y de 1gG3 a los tres meses del TC asociados a rechazo. Hay

varios trabajos en los que se vincula la hipoganmaglobulinemia IgG con el aumento de
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episodios de rechazo del drgano trasplantado, apoyando la terapia de reemplazo de
inmunoglobulinas intravenosas en estos casos mejorando la supervivencia del injerto
(303,304). Aun asi no hemos encontrado publicaciones en las cuales se detalle las
subclases de IgG que se vean alteradas en estos procesos. Asi pues descensos en los
niveles de las subclases de 1gG2 e 1gG3, podrian revelar un estado de
hipogammaglobulinemia en potencia enmascarado por una compensacion por el resto
de subclases, provocando los efectos tipicos desencadenados ante niveles disminuidos
de IgG. Por otro lado en el modelo de inmunodeficiencia primaria, es conocido en el
entorno del trasplante, que el descenso de subclases de IgG puede predisponer a los
pacientes a estados inflamatorios y autoinmunes. No estd determinado con claridad
qgue mecanismos de tolerancia inmunolégica dependen de las subclases de IgG. Esta
falta de informacidon nos permite especular sobre si el déficit de subclase puede
acompafar a un déficit de tolerancia que presuntamente predisponga al rechazo, de
una manera similar a la que se observa en el modelo de déficit primario no pudiéndose

controlar la aparicion de procesos de autoinmunidad.

Hemos detectado mediante el andlisis comparativo de medias, una asociacién
significativa entre niveles elevados de complemento C4 en el periodo pre-TC y el
desarrollo de rechazo del injerto. Hay estudios que vinculan el rechazo humoral en
trasplante renal, cardiaco y pulmonar con un aumento de la actividad del
complemento y depdsito de fragmentos estables del mismo en estos drganos (C3d,
C4d y otros) (305,306), pudiendo relacionar elevaciones del complemento con
aumento de actividad humoral y rechazo del injerto. Esta informacién es otra de las

aportaciones originales de esta tesis.
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6.5 IDENTIFICACION DE UNA ESCALA, MEDIANTE EL ANALISIS
ESTADISTICO DE VARIABLES BIOQUIMICAS E INMUNOLOGICAS MAS
RELEVANTES PARA LA IDENTIFICACION DE PACIENTES CON UN MAYOR
RIESGO DE SUFRIR UN EVENTO DE INFECCION GRAVE O RECHAZO DEL

INJERTO

Segun el informe de la ISHLT (1) la infeccion y el rechazo contindan siendo de los
problemas mas importantes asociados al trasplante cardiaco aumentando la
morbimortalidad de este tipo de pacientes provocando un aumento en el tiempo de
cuidados y en el consumo de recursos, traduciéndose en un aumento del gasto

sanitario.

Teniendo en cuenta la complejidad de la respuesta inmune y su alteracion tras el
trasplante cardiaco, es poco probable que con la monitorizacion de un solo
biomarcador podamos hacer una buena prediccién del riesgo de infeccién o rechazo
con una sensibilidad y especificidad adecuada en nuestros pacientes (262). Asi pues,
una vez evaluados por separado, la asociacién de la variacién de una serie de
parametros presentes en la cartera de servicio de un laboratorio de rutina clinica, con
el riesgo de desarrollo de infeccion o de rechazo, seria interesante elaborar escalas
conformadas por estos pardmetros, los cuales evalian la respuesta inmune innata,
adaptativa y la situacion bioquimica, en una misma escala y en distintos puntos de
estudio en el periodo pre y post-TC. Mediante estas escalas (scores) podriamos
identificar pacientes en riesgo de padecer episodios de infeccidn o rechazo, con una
mayor precision que monitorizando los parametros asociados a estos mismos eventos

de forma individual, pudiendo a su vez, actuar profilacticamente en prevencion del
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desarrollo de este tipo de procesos, disminuyendo asi, la morbimortalidad entre

nuestro colectivo de estudio y la elevacidn del gasto sanitario.

En estudios actuales se han propuesto escalas que mediante la combinacion de
pardmetros coincidentes con los evaluados en nuestro estudio como, nivel de
hipocomplementemia C3 o células T CD4, que evallan la respuesta inmune innata y
adaptativa en el dia 7 post-TC analizando la variacidon de sus valores en torno a un
rango determinado por los investigadores mediante herramientas estadisticas
similares a las utilizadas en este estudio, obtuvieron como resultado la elaboracion de
una escala que predecia con mds potencia que los pardametros que la componian de
forma individual, el riesgo a desarrollar un proceso infeccioso grave (262) con una
sensibilidad y especificidad muy similar a la obtenida en nuestro estudio, coincidente
en la medicion realizada en el dia 7 post-TC, aunque en esta tesis se complementa esta

evaluacion con nuevos biomarcadores accesibles.

A parte de la escala desarrollada para el punto de evaluacién al dia 7 del trasplante,
hemos elaborado escalas coincidentes en el momento previo al trasplante, del dia 30
post-TC, dia 90 post-TC y el riesgo de desarrollo de infeccidn grave, mediante la
combinacidn de distintos parametros que asociamos con riesgo de infeccidn a lo largo
del estudio, obteniendo resultados satisfactorios, datos que estan reflejados

previamente en el capitulo de resultados.

Una escala pre-TC que combina el recuento de leucocitos, neutréfilos y la PCR, pone el
riesgo de infeccion en cuatro veces mas para aquellos pacientes por encima del valor

propuesto.
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En la escala correspondiente al dia 7 se combinando la alteracion de IgA, complemento
C3, FB y el recuento de células T CD4, se multiplica la posibilidad de tener infecciones
por 7. Esta escala se destaca por las siguientes razones: A diferencia de la escala
publicada por Sarmiento et al (262), se utiliza el nivel de IgA y no el de 1gG. Ambos
factores se asocian a riesgo de infeccién. Sin embargo, la IgG tiene una limitacién, al
poder influirse por el uso de gammaglobulinas intravenosas pre-TC o muy tempranas
tras el trasplante. La IgA no se afecta por la infusién de gammaglobulinas intravenosas.
Otro elemento original es el uso del factor B properdina como representante de
inmunidad innata. El interés de la escala radica en su cuantificacion temprana tras el

trasplante, cuando aun no se han producido la mayoria de infecciones.

En la escala coincidente con el dia 30 intervienen la hipoproteinemia,
hipoalbuminemia, hipertransaminemia GOT, linfopenia, la hipogammaglobulinemia
IgG, reactantes de fase aguda elevados (PCR) y un recuento bajo de T CD4. En este caso
el riesgo se eleva en 5 veces. El interés de esta escala radica en la coincidencia en el
tiempo con un momento muy cercano al inicio del trasplante y la incorporacion de
datos bioquimicos en un momento en que se debe haber alcanzado una homeostasis
tras el acto quirurgico. Otro aspecto interesante es la inclusién del nivel de GOT en su
calculo. Niveles altos de la misma se han descrito en otras inmunodeficiencias
secundarias como factor de riesgo de mala evolucién (291-294). En la escala
correspondiente al dia 90 el riesgo se multiplica por 13 para desarrollar un proceso
infeccioso, en funcién de superar o no el punto de corte de nuestras escalas
propuestas. No obstante esta escala no la proponemos como escala preventiva ya que

se cuantifica cuando muchos eventos infecciosos ya se han producido. Podria tener
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valor de asociacion y para la toma eventual de decisiones, vigilando de forma mas

cercana a los pacientes con un valor de riesgo alto.

Ademas hemos definido una escala en relacién al riesgo de rechazo en el dia 90 post-
TC evaluando parametros bioquimicos (PT) y hematimétricos (linfocitos y neutréfilos)
exclusivamente, con un alto grado de especificidad muy interesante para estudios
futuros evaluando estos pardmetros en un mayor numero de pacientes, ya que la
alteracion individual de los pardmetros que constituyen la escala estan asociados a
eventos de rechazo (299,302). Una vez mas, al tratarse de una escala tardia no tiene
finalidad prondstica, sino de clasificacion y seleccién de trasplantados para dedicarles

una mayor vigilancia.

Asi pues, la validacidon mediante estudios multicéntricos de estas escalas permitiria en

un futuro su incorporacidn en la practica clinica.

6.6 ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE OTRAS PROTEINAS COMO
NUEVOS BIOMARCADORES Y EL DESARROLLO DE RECHAZO CELULAR

AGUDO

Para analizar el posible rol de otros biomarcadores en la patogenia del rechazo celular
agudo, se disefid un sub estudio retrospectivo de casos y controles con seguimiento
clinico completo y biopsias endomiocardicas de protocolo. Se evaluaron una serie de
proteinas potencialmente implicadas en procesos inflamatorios en el 4drea
cardiovascular incluyendo proteinas que se expresan en niveles aumentados en

pacientes con IAM (fetuina B, NAP2), fallo cardiaco (CD14, CD31), hipertrofia y fibrosis
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cardiaca (galectina 3), quimiocinas implicadas en inhibicion de la angiogénesis (CXCL4,

CXCL9), pero también se incluyeron proteinas ateroprotectoras (Apo-1).

En este estudio se observa que los pacientes con rechazo tenian niveles
significativamente mas altos de galectina 3 que los pacientes sin rechazo. Cuando
estratificamos a los pacientes en 2 grupos segun el nivel de esta proteina, se demostré
que los pacientes con niveles mas altos de la proteina desarrollaron mas
frecuentemente rechazo celular agudo. No se observan diferencias significativas en el

resto de proteinas evaluadas.

Esta parte del estudio podria sugerir la implicacién de la galectina 3 en el rechazo
celular agudo. Como se mencionaba en la introduccion, en condiciones normales en las
células cardiacas la expresidon de esta proteina es muy baja (138, 151). Se han descrito
elevaciones de galectina 3 en macrofagos antes del fallo cardiaco (156).
Interaccionando con el receptor de membrana CD32, tiene la capacidad de inhibir la
transcripcion de ciertas interleucinas en las células T, promoviendo una desviacidon
hacia una respuesta citotdxica Thl (157), ademas de tener propiedades mitégenas y
antiapoptodticas (158, 159). Se han descrito niveles elevados de galectina 3 como un
potencial biomarcador asociado a la inflamacién y a la fibrosis que predice una
evolucidn adversa relacionada con la renovacidn de matriz extracelular en los procesos

de insuficiencia cardiaca (162).

Limitaciones de este sub estudio incluyen el disefo retrospectivo, presentando riesgo
de sesgo de seleccion. El tamafio muestral permite el andlisis pero es bajo y precisa
confirmacién con estudios realizados en mas pacientes. Finalmente se reconoce la

limitacion de la temporalidad de las muestras de suero. En la mayoria de los casos eran
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sueros obtenidos antes del episodio de rechazo, pero habia casos en que éste ya habia
ocurrido. Por esta razén existe la posibilidad de que la diferencia encontrada sea en
parte consecuencia y no causa de rechazo. También existe la posibilidad de que otros
factores puedan haber estado implicados en la variabilidad del nivel de galectina 3.
Para minimizar estos posibles sesgos hicimos el analisis de regresién linear multiple
que demostré que la galectina 3 > 10 ng/ul persistié como biomarcador de rechazo

tras ajuste por variables clinicas.
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1.- El analisis cinético descrito por los farmacos inmunosupresores; micofenolato,
ciclosporina A y tacrolimus a lo largo del tiempo de estudio, es un método adecuado
para establecer si nuestros pacientes estan en rango terapéutico que actualmente se

utiliza en el entorno del trasplante cardiaco.

2.- La cinética mostrada por las proteinas totales y la albiumina no correlaciona en los
distintos tiempos de estudio con la cinética descrita por la IgG, no pudiendo atribuir de
manera exclusiva la hipogammaglobulinemia 1gG a la pérdida de proteinas que

acontece en el proceso quirurgico del trasplante.

3.- La cinética que siguen los linfocitos totales correlaciona de forma directa con las
subpoblaciones de linfocitos T (CD4 y CD8) y células NK a lo largo de todo el estudio,
obteniendo asi de la determinacidn rdpida, habitual y que se realiza de forma rutinaria
en el estudio hematimétrico de las poblaciones celulares, indicios para realizar
estudios mds especificos mediante otras técnicas mads especializadas no

implementadas en los laboratorios de rutina o urgencia.

4.- No se observa correlaciéon entre los niveles de farmacos inmunosupresores
inhibidores de calcineurina y micofenolato con los pardmetros inmunolégicos
estudiados, no pudiendo evaluar el estado de inmunocompetencia de nuestra cohorte

en funcién de los niveles farmacolégicos determinados en sangre.

5.- La leucocitosis y la neutrofilia pre trasplante se asocian con un mayor riesgo de

infeccion grave durante los primeros tres meses del trasplante cardiaco.

6.- Valores de linfocitos T CD4 bajos y proximos al limite de normalidad en el primer
mes posterior al TC, se asocian con el riesgo de infeccidn, no es necesario presentar

valores anormales de los mismos para identificar este riesgo.
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7.- La presencia de linfopenia en porcentaje durante el primer mes post-trasplante se

asocia a un aumento del riesgo de infeccidn.

8.- La hipogammaglobulinemia IgA durante los tres primeros meses posteriores al

trasplante, se asocia con el desarrollo de infecciones.

9.- La deficiencia sérica de complemento C4 y factor B de properdina durante los

primeros dias posteriores al trasplante se asocian con el riesgo de infeccion.

10.- La hipoproteinemia y la hipoalbuminemia durante los 3 primeros meses

posteriores al trasplante aumentan el riesgo de desarrollo de una infeccidn grave.

11.- Niveles de PCR elevados se asocian con el desarrollo de infeccidn grave.

12.- La determinacién de los niveles de farmacos de forma sistematica posterior al
trasplante, no se ajusta a la evolucién del paciente ni a su estado de
inmunocompetencia, no pudiendo predecir en funcidn de sus niveles un evento de

infeccion.

13.- El aumento de la variabilidad de los niveles de tacrolimus a lo largo del afio
posterior al trasplante esta asociado con un aumento del nimero de episodios de

infeccion desarrollados en el trasplante cardiaco.

14.- La determinacién de niveles bajos de farmacos anticalcineurinicos durante la
primera semana post-trasplante se asocian a un aumento de probabilidad de rechazo

durante los primeros 3 meses del trasplante cardiaco.

15.- La neutrofilia al tercer mes del trasplante se asocia con un aumento del riesgo de

rechazo.
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16.- Niveles elevados de complemento C4 en el periodo previo al trasplante se asocian

con eventos de rechazo.

17.- Los niveles de galectina 3 elevados en suero se asocian con un aumento del riesgo
de rechazo del injerto, podria considerarse como un biomarcador de rechazo agudo

del injerto, datos no publicados con anterioridad.

18.- La evaluacion de las alteraciones de distintos parametros inmunoldgicos y
bioguimicos en distintos tiempos y de forma sistematica nos ha permitido elaborar
escalas que podrian ser mas utiles para identificar pacientes con un mayor riesgo a
presentar un evento infeccioso o de rechazo que con la evaluacion de esos pardametros

de forma individualizada.
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ANEXO 1

VALORES DE NORMALIDAD DE LAS VARIABLES ANALIZADAS.

TEST DE KOLMOGOROV-SMIRNOV
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ANEXO 1

Tabla 1: Andlisis de Normalidad de las Variables bioquimicas y Hematimétricas.

VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
Proteinas g/dlI 1,754 ,004
Urea mg/dl 1,877 ,002
Creatinina mg/dl 1,989 ,001
Albumina g/dl 1,141 ,148
Bilirrubina mg/dl 2,189 ,000
GOT Ul/L PRE TC 4,424 ,000
GPT UI/L 4,224 ,000
GGT UI/L 1,684 ,007
Leucocitos x1000/pL 1,251 ,088
Linfocitos % ,685 ,737
Linfocitos/pL ,775 ,585
Neutréfilos/pL 1,536 ,018
Neutrdfilos % ,780 ,577
Tabla 2: Andlisis de Normalidad de las Variables bioquimicas y Hematimétricas.
VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
Proteinas g/dl ,929 ,354
Urea mg/dl 1,688 ,007
Creatinina mg/dl 1,458 ,028
Albumina g/dl| ,656 ,783
Bilirrubina mg/d| 1,868 ,002
GOT UI/L 2,123 ,000
GPT UI/L 2,340 ,000
GGT UI/L 7 DIAS 1,688 ,007
Leucocitos x1000/pL ,910 ,379
Linfocitos % 1,338 ,056
Linfocitos/ pL 1,484 ,025
Neutroéfilos/ pL ,983 ,289
Neutréfilos % 1,065 ,207
CsA ng/ml ,821 ,510
FK ng/ml ,776 ,583
MMF pg/ml 2,250 ,000
Tabla 3: Andlisis de Normalidad de las Variables bioquimicas y Hematimétricas.
VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
Proteinas g/dI 0,644 0,801
Urea mg/dl 1,141 0,148
Creatinina mg/dl 1,612 0,011
Albumina g/dl 0,866 0,441
Bilirrubina mg/dI| 1,751 0,004
GOT UI/L 1,912 0,001
GPT UI/L 2,062 0,000
GGT UI/L 30 DIAS 1,859 0,002
Leucocitos x1000/pL 1,581 0,013
Linfocitos % 0,639 0,809
Linfocitos/pL 1,302 0,067
Neutrofilos/pL 1,609 0,011
Neutroéfilos % 0,571 0,900
CsA ng/ml 0,990 0,281
FK ng/ml 0,557 0,915
MMF pg/ml 1,697 0,006
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Tabla 4: Andlisis de Normalidad de las Variables bioquimicas y Hematimétricas.

ANEXO 1

VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
Proteinas g/dlI 0,720 0,678
Urea mg/dl 0,720 0,678
Creatinina mg/dl 1,319 0,062
Albumina g/dl 1,375 0,046
Bilirrubina mg/dl 1,337 0,056
GOT UI/L 2,333 0,000
GPT UI/L 1,925 0,001
GGT UI/L 90 DIAS 2,816 0,000
Leucocitos x1000/pL 1,052 0,218
Linfocitos % 0,867 0,440
Linfocitos/pL 0,956 0,321
Neutréfilos/pL 1,053 0,217
Neutréfilos % 0,830 0,496
CsA ng/ml 0,901 0,391
FK ng/ml 0,490 0,970
MMF pg/ml 1,206 0,109
Tabla 5: Andlisis de Normalidad de las Variables bioquimicas y Hematimétricas.
VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL

Proteinas g/dlI 1,076 0,198
Urea mg/dl 0,676 0,751
Creatinina mg/dlI 1,489 0,024
Albumina g/dl 1,054 0,216
Bilirrubina mg/dl 2,36 0,000
GOT UI/L 2,328 0,000
GPT UI/L 2,608 0,000
GGT UI/L 180 DIAS 2,967 0,000
Leucocitos x1000/pL 0,549 0,924
Linfocitos % 0,669 0,762
Linfocitos/ pL 0,772 0,590
Neutrofilos/pL 0,560 0,912
Neutrdfilos % 0,867 0,440
CsA ng/ml 0,921 0,364
FK ng/ml 1,317 0,062
MMF pg/ml 1,330 0,058
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Tabla 6: Andlisis de Normalidad de las Variables bioquimicas y Hematimétricas.

VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL

Proteinas g/dlI 1,013 0,257
Urea mg/dl 0,686 0,735
Creatinina mg/dl 1,522 0,019
Albumina g/dl 0,686 0,735
Bilirrubina mg/dl 2,930 0,000
GOT Ul/L 1,687 0,007
GPT UI/L 1,781 0,004
GGT UI/L 2,572 0,000
Leucocitos x1000/pL 0,834 0,491
Linfocitos % ANO 1,029 0,241
Linfocitos/ pL 0,971 0,303
Neutrdfilos/ pL 0,865 0,443
Neutréfilos % 1,438 0,032
CsA ng/ml 1,102 0,177
FK ng/ml 1,009 0,260
MMF pg/ml 1,543 0,017
Tabla 7: Analisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Celular.

VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION

SMIRNOV BILATERAL

Linfocitos T CD3% 0,710 0,695
Linfocitos T CD3/pL 0,783 0,573
Linfocitos T CD4% 0,635 0,814
Linfocitos T CD4/pL e 0,740 0,645
Linfocitos T CD8% 1,100 0,178
Linfocitos T CD8/uL 1,064 0,208
Natural Killer % 1,355 0,051
Natural Killer/pL 1,728 0,005
Linfocitos B% 1,609 0,011
Linfocitos B/ulL 1,190 0,118
Tabla 8: Andlisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Celular.

VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION

SMIRNOV BILATERAL

Linfocitos T CD3% 1,060 0,211
Linfocitos T CD3/pL 1,905 0,001
Linfocitos T CD4% 0,808 0,531
Linfocitos T CD4/uL 1,656 0,008
Linfocitos T CD8% 1,034 0,236
Linfocitos T CD8/pL 7 DIAS 1,601 0,012
Natural Killer % 2,231 0,000
Natural Killer/pL 2,212 0,000
Linfocitos B% 0,766 0,600
Linfocitos B/uL 1,783 0,003
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Tabla 9: Andlisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Celular.

VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
Linfocitos T CD3% 0,880 0,421
Linfocitos T CD3/pL 1,141 0,148
Linfocitos T CD4% 0,681 0,742
Linfocitos T CD4/uL 0,999 0,271
Linfocitos T CD8% 1,170 0,129
Linfocitos T CD8/pL 30 DIAS 1,335 0,057
Natural Killer % 1,458 0,028
Natural Killer/pL 1,451 0,030
Linfocitos B% 1,145 0,145
Linfocitos B/uL 0,946 0,333

Tabla 10: Anélisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Celular.

VARIABLE TIEMPO ZDE SIGNIFICACION
KOLMOGOROV BILATERAL
Linfocitos T CD3% 0,670 0,760
Linfocitos T CD3/pL 0,796 0,551
Linfocitos T CD4% 0,584 0,885
Linfocitos T CD4/pL 0,982 0,290
Linfocitos T CD8% 0,917 0,369
Linfocitos T CD8/pL 90 DIAS 1,026 0,243
Natural Killer % 1,345 0,054
Natural Killer/pL 1,166 0,132
Linfocitos B% 1,029 0,240
Linfocitos B/uL 1,376 0,045

Tabla 11: Anélisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Celular.

VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
Linfocitos T CD3% 1,260 0,084
Linfocitos T CD3/pL 0,974 0,299
Linfocitos T CD4% 0,573 0,898
Linfocitos T CD4/pL 1,168 0,131
Linfocitos T CD8% 2,643 0,000
Linfocitos T CD8/uL 180 DIAS 0,989 0,282
Natural Killer % 1,519 0,020
Natural Killer/pL 1,546 0,017
Linfocitos B% 1,405 0,039

Tabla 12: Anélisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Celular.

VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
Linfocitos T CD3% 1,183 0,122
Linfocitos T CD3/pL 0,977 0,295
Linfocitos T CD4% 0,932 0,350
Linfocitos T CD4/uL 0,961 0,314
Linfocitos T CD8% 0,571 0,900
Linfocitos T CD8/pL ARO 1,236 0,094
Natural Killer % 1,267 0,081
Natural Killer/pL 1,052 0,218
Linfocitos B% 1,175 0,126
Linfocitos B/pL 1,013 0,256

Pagina | 285



ANEXO 1

Tabla 13: Anélisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Humoral.

VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
IgG mg/dL 0,449 0,988
IgA mg/dL 0,804 0,537
IgM mg/dL 0,920 0,365
IgG1 mg/dL 0,447 0,988
IgG2 mg/dL 0,722 0,675
1gG3 mg/dL PRETC 1,298 0,069
18G4 mg/dL 1,713 0,006
Complemento C3 mg/dL 1,172 0,128
Complemento C4 mg/dL 0,605 0,857
Fb Properdina mg/dL 0,626 0,828
PCR mg/dL 2,747 0,000
Tabla 14: Analisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Humoral.
VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
18G mg/dL 0,888 0,410
IgA mg/dL 1,027 0,242
IgM mg/dL 0,984 0,288
IgG1 mg/dL 1,059 0,212
18G2 mg/dL 1,372 0,046
1gG3 mg/dL = DIAS 1,202 0,111
IgG4 mg/dL 2,407 0,000
Complemento C3 mg/dL 0,790 0,560
Complemento C4 mg/dL 1,113 0,168
Fb Properdina mg/dL 0,998 0,272
PCR mg/dL 2,843 0,000
Tabla 15: Anélisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Humoral.
VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
IgG mg/dL 1,209 0,107
IgA mg/dL 1,031 0,238
IgM mg/dL 1,342 0,054
IgG1 mg/dL 1,059 0,212
18G2 mg/dL 1,372 0,046
1gG3 mg/dL 30 DIAS 1,202 0,111
IgG4 mg/dL 2,385 0,000
Complemento C3 mg/dL 0,633 0,818
Complemento C4 mg/dL 0,497 0,966
Fb Properdina mg/dL 0,848 0,468
PCR mg/dL 2,962 0,000
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Tabla 16: Anélisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Humoral.

ANEXO 1

VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
IgG mg/dL 0,728 0,664
IgA mg/dL 1,227 0,099
IgM mg/dL 1,287 0,073
IgG1 mg/dL 0,968 0,306
IgG2 mg/dL 0,938 0,342
IgG3 mg/dL 90 DIAS 1,069 0,204
18G4 mg/dL 1,954 0,001
Complemento C3 mg/dL 0,934 0,348
Complemento C4 mg/dL 0,636 0,814
Fb Properdina mg/dL 1,048 0,222
PCR mg/dL 3,056 0,000
Tabla 17: Anélisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Humoral.
VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
18G mg/dL 0,703 0,707
IgA mg/dL 1,166 0,132
IgM mg/dL 1,411 0,037
IgG1 mg/dL 1,292 0,071
18G2 mg/dL 0,830 0,496
1gG3 mg/dL S 1,306 0,066
IgG4 mg/dL 1,525 0,019
Complemento C3 mg/dL 1,139 0,149
Complemento C4 mg/dL 1,075 0,198
Fb Properdina mg/dL 1,379 0,045
PCR mg/dL 2,663 0,000
Tabla 18: Analisis de Normalidad de las Variables de Inmunidad Humoral.
VARIABLE TIEMPO Z DE KOLMOGOROV SIGNIFICACION
SMIRNOV BILATERAL
IgG mg/dL 0,574 0,896
IgA mg/dL 1,041 0,229
IgM mg/dL 1,119 0,163
18G1 mg/dL 1,136 0,151
1gG2 mg/dL 0,829 0,498
1gG3 mg/dL ANO 1,027 0,242
18G4 mg/dL 1,360 0,049
Complemento C3 mg/dL 0,701 0,709
Complemento C4 mg/dL 0,910 0,379
Fb Properdina mg/dL 1,392 0,042
PCR mg/dL 2,407 0,000
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ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS VARIABLES ANALIZADAS.
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Tabla 1. Analisis descriptivo variables bioquimicas y hematimétricas Pre-Trasplante Cardiaco

ANEXO 2

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Proteinas g/dlI 6,73 0,13 7,00 1,405 2,30 9,20
Urea mg/dl 58,52 2,91 53,00 29,99 9,00 206,00
Creatinina mg/dl 1,16 0,04 1,10 0,49 0,57 4,10
Albumina g/dl 3,71 0,09 3,80 0,83 1,20 5,30
Bilirrubina mg/dl 1,21 0,09 0,90 0,92 0,10 5,10
GOT UI/L 110,10 62,36 24,00 632,97 8,00 6430,00
GPT UI/L 83,37 39,87 23,00 394,76 7,00 3820,00
GGT UI/L 71,27 6,45 49,00 65,17 6,00 353,00
Leucocitos x1000/pL 8,87 0,38 7,90 3,91 4,20 33,10
Linfocitos % 20,51 1,03 19,70 10,63 2,90 46,50
Linfocitos /pL 1633,06 77,53 1551,00 794,45 308,70 3622,60
Neutrofilos % 69,06 1,26 68,20 12,95 40,00 93,70
Neutrdfilos /uL 6371,25 369,0 5165,20 3782,0 1880,00 29624,50
ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar
Tabla 2. Andlisis descriptivo variables bioquimicas y hematimétricas 7 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Proteinas g/dl 5,47 0,08 5,30 0,79 3,70 7,70
Urea mg/dl 95,52 5,31 81,00 53,12 32,00 332,00
Creatinina mg/dl 1,26 0,06 1,10 0,64 0,37 4,10
Albumina g/dl 3,03 0,07 3,00 0,62 1,90 5,10
Bilirrubina mg/d| 1,32 0,09 1,10 0,93 0,20 6,00
GOT UI/L 32,67 3,37 23,00 33,73 5,00 258,00
GPT UI/L 53,11 5,67 35,50 56,21 3,00 384,00
GGT Ul/L 120,76 9,36 92,00 92,18 25,00 451,00
Leucocitos x1000/pL 13,65 0,49 12,75 4,93 5,60 31,80
Linfocitos % 7,85 0,53 6,50 5,35 1,20 27,70
Linfocitos/[ | pL 1042,94 80,02 797,90 800,28 144,00 4258,80
Neutréfilos | % 86,84 0,64 87,35 6,44 67,00 96,40
Neutréfilos / pL 11909,51 461,4 11523,65 4614,0 4519,20 30273,60
CyAng/ml 182,72 12,48 169,00 71,71 66,00 371,00
FK ng/ml 9,87 0,67 8,85 5,45 0,10 29,60
MMF pg/ml 2,36 0,32 1,40 2,81 0,00 13,90

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar

Tabla 3. Analisis descriptivo variables bioquimicas y hematimétricas 30 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Proteinas g/dl 5,70 0,07 5,70 0,71 3,20 7,80
Urea mg/dl 67,31 3,70 61,00 36,71 18,00 265,00
Creatinina mg/dlI 1,05 0,04 0,90 0,47 0,27 3,50
Albumina g/dl| 3,37 0,06 3,40 0,60 1,50 4,90
Bilirrubina mg/dI| 0,79 0,04 0,60 0,48 0,20 2,30
GOT UI/L 20,65 1,34 17,00 13,26 3,00 99,00
GPT UI/L 33,17 3,17 26,00 31,25 6,00 271,00
GGT Ul/L 107,42 10,02 73,00 98,21 17,00 559,00
Leucocitos x1000/pL 7,87 0,39 6,80 3,91 0,80 29,60
Linfocitos % 18,82 1,11 17,45 10,88 1,30 55,40
Linfocitos/[ | pL 1371,56 88,73 1196,15 869,39 49,60 4487,40
Neutroéfilos | % 72,17 1,28 72,15 12,60 40,70 96,10
Neutrofilos / pL 5812,79 370,7 5017,60 3632,67 723,20 26699,20
CyAng/ml 267,66 14,78 244,00 84,92 138,00 474,00
FK ng/ml 12,63 0,54 12,70 4,33 1,10 25,70
MMF pg/ml 2,12 0,19 1,50 1,88 0,10 12,30

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacion Estandar
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Tabla 4. Andlisis descriptivo variables bioquimicas y hematimétricas 90 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Proteinas g/dlI 6,32 0,05 6,30 0,56 4,30 7,60
Urea mg/dl 55,00 1,97 53,00 19,38 22,00 110,00
Creatinina mg/dl 1,12 0,04 1,00 0,46 0,40 2,97
Albumina g/dl 3,98 0,04 4,00 0,40 2,60 5,00
Bilirrubina mg/dI| 0,67 0,03 0,60 0,33 0,20 2,10
GOT Ul/L 19,46 1,20 18,00 11,81 8,00 110,00
GPT UI/L 21,33 1,51 18,00 14,83 7,00 87,00
GGT UI/L 77,12 11,66 41,00 114,30 13,00 912,00
Leucocitos x1000/pL 6,56 0,22 6,30 2,22 2,50 13,10
Linfocitos % 24,85 1,00 24,90 9,83 8,50 48,60
Linfocitos/pL 1548,43 65,82 1415,00 641,57 492,80 3573,90
Neutrofilos % 63,93 1,06 64,80 10,41 36,70 81,50
Neutrdfilos / pL 4302,49 189,2 4284,20 1844,25 990,90 9929,80
CyAng/ml 210,03 14,01 193,00 80,53 97,00 433,00
FK ng/ml 12,06 0,46 12,05 3,56 3,90 21,90
MMF pg/ml 2,70 0,19 2,20 1,89 0,30 13,40

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacion Estandar

Tabla 5. Analisis descriptivo variables bioquimicas y hematimétricas 180 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Proteinas g/dl 6,62 0,05 6,60 0,48 5,40 8,40
Urea mg/dl 55,84 2,01 54,00 19,75 5,70 102,00
Creatinina mg/dlI 1,15 0,03 1,10 0,36 0,50 2,60
Albumina g/dl 4,15 0,02 4,20 0,28 3,40 4,80
Bilirrubina mg/d| 0,86 0,07 0,70 0,75 0,20 7,00
GOT UI/L 23,47 1,89 19,00 18,54 7,00 157,00
GPT UI/L 25,37 2,67 19,00 26,17 7,00 222,00
GGT UI/L 70,12 11,88 36,50 116,44 10,00 1039,00
Leucocitos x1000/pL 6,25 0,19 6,10 191 2,00 10,20
Linfocitos % 29,78 1,21 28,70 11,85 7,20 67,70
Linfocitos/ pL 1772,03 70,82 1760,80 690,31 381,60 3791,20
Neutrofilos % 59,32 1,21 60,60 11,80 25,00 87,30
Neutréfilos / pL 3825,43 164,1 3834,00 1599,82 669,90 7812,00
CyAng/ml 183,78 9,34 184,00 53,69 106,00 300,00
FK ng/ml 12,12 0,59 11,60 4,49 4,80 29,70
MMF pg/ml 2,61 0,15 2,20 1,45 0,00 8,80

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar
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Tabla 6. Analisis descriptivo variables bioquimicas y hematimétricas Afio Post-Trasplante Cardiaco.

ANEXO 2

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Proteinas g/dlI 6,81 0,06 6,90 0,60 4,00 7,80
Urea mg/dI 61,08 2,28 59,00 22,34 17,00 151,00
Creatinina mg/dl 1,28 0,04 1,20 0,44 0,60 3,05
Albumina g/dl 4,31 0,03 4,30 0,34 3,40 5,20
Bilirrubina mg/dl 0,84 0,12 0,70 1,16 0,20 11,10
GOT UI/L 22,56 0,93 20,00 9,20 10,00 70,00
GPT UI/L 21,89 1,18 18,00 11,61 7,00 73,00
GGT Ul/L 61,31 8,98 31,00 86,21 8,00 696,00
Leucocitos x1000/pL 7,01 0,25 6,60 2,49 3,20 18,70
Linfocitos % 28,15 1,13 26,70 11,10 4,60 67,60
Linfocitos/pL 1866,60 75,27 1762,20 733,64 656,00 4317,30
Neutréfilos % 59,99 1,41 62,20 13,76 8,80 90,90
Neutrdfilos / pL 4345,00 229,5 4045,60 2237,33 457,60 16755,20
CyAng/ml 202,15 14,25 178,00 81,87 103,00 491,00
FK ng/ml 10,85 0,51 10,60 3,89 3,20 26,40
MMF pg/ml 2,98 0,18 2,40 1,76 0,10 10,90
ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacion Estandar
Tabla 7. Analisis descriptivo variables de inmunidad celular Pre-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Linfocitos T CD3% 74,99 0,99 76,00 9,13 44,00 94,00
Linfocitos T CD3/pL 1235,40 73,03 1137,00 669,36 189,00 2988,00
Linfocitos T CD4% 49,71 1,11 50,00 10,29 23,00 80,00
Linfocitos T CD4/pL 812,65 49,67 744,50 455,26 95,00 2044,00
Linfocitos T CD8% 24,91 0,96 24,00 8,92 10,00 57,00
Linfocitos T CD8/uL 413,63 30,33 369,00 278,05 58,00 1548,00
Natural Killer % 11,15 0,84 9,00 7,80 1,00 40,00
Natural Killer/pL 172,04 15,49 125,00 142,02 15,00 585,00
Linfocitos B% 11,85 0,84 10,00 7,80 1,00 41,00
Linfocitos B/ulL 175,54 15,41 142,00 141,27 12,00 840,00
ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacion Estandar
Tabla 8. Analisis descriptivo variables de inmunidad celular 7 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Linfocitos T CD3% 69,46 1,29 72,00 11,91 8,00 93,00
Linfocitos T CD3/uL 766,93 67,64 593,00 623,61 25,00 2622,00
Linfocitos T CD4% 48,95 1,31 48,00 12,08 3,00 79,00
Linfocitos T CD4/pL 543,62 49,16 394,00 453,28 8,00 2025,00
Linfocitos T CD8% 20,16 0,87 18,00 8,03 4,00 51,00
Linfocitos T CD8/uL 219,00 21,16 165,00 195,12 12,00 1140,00
Natural Killer % 5,37 0,55 4,00 5,06 1,00 29,00
Natural Killer/pL 50,24 6,81 36,00 62,81 4,00 446,00
Linfocitos B% 23,46 1,26 22,00 11,70 4,00 82,00
Linfocitos B/uL 235,75 26,54 166,00 243,32 13,00 1320,00

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar
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Tabla 9. Analisis descriptivo variables de inmunidad celular 30 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Linfocitos T CD3% 74,07 0,94 75,00 8,66 52,00 95,00
Linfocitos T CD3/pL 1105,06 77,35 961,00 700,45 64,00 3341,00
Linfocitos T CD4% 50,20 1,18 51,00 10,84 28,00 74,00
Linfocitos T CD4/pL 748,10 53,68 636,50 486,17 33,00 2160,00
Linfocitos T CD8% 23,40 0,89 22,00 8,18 7,00 50,00
Linfocitos T CD8/uL 348,60 27,94 289,50 253,05 32,00 1178,00
Natural Killer % 9,30 0,69 8,00 6,32 2,00 28,00
Natural Killer/pL 122,83 11,12 87,00 100,13 18,00 556,00
Linfocitos B% 14,88 0,78 14,00 7,11 1,00 37,00
Linfocitos B/uL 213,67 17,60 180,00 158,45 10,00 1035,00
ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar
Tabla 10. Analisis descriptivo variables de inmunidad celular 90 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Linfocitos T CD3% 78,84 0,87 79,00 8,10 44,00 93,00
Linfocitos T CD3/pL 1240,75 57,77 1133,50 529,54 176,00 2550,00
Linfocitos T CD4% 51,65 1,16 51,00 10,73 22,00 77,00
Linfocitos T CD4/pL 812,82 42,39 750,00 388,54 88,00 2310,00
Linfocitos T CD8% 26,71 1,03 26,00 9,55 4,00 58,00
Linfocitos T CD8/uL 419,40 25,65 391,50 235,12 80,00 1290,00
Natural Killer % 10,19 0,78 9,00 7,24 1,00 46,00
Natural Killer/pL 149,36 12,41 126,50 113,79 14,00 607,00
Linfocitos B% 8,98 0,51 8,00 4,70 1,00 21,00
Linfocitos B/pL 143,51 11,15 108,00 101,60 10,00 428,00
ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar
Tabla 11. Andlisis descriptivo variables de inmunidad celular 180 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Linfocitos T CD3% 79,94 0,81 82,00 7,62 58,00 92,00
Linfocitos T CD3/uL 1363,17 55,02 1313,50 510,24 300,00 2523,00
Linfocitos T CD4% 48,71 1,15 48,00 10,72 27,00 75,00
Linfocitos T CD4/pL 833,01 38,92 769,00 361,00 135,00 1950,00
Linfocitos T CD8% 34,11 3,64 30,00 33,99 9,00 333,00
Linfocitos T CD8/pL 523,74 28,30 461,50 262,49 113,00 1400,00
Natural Killer % 11,06 0,78 8,50 7,23 2,00 34,00
Natural Killer/pL 175,61 14,97 137,00 138,07 33,00 986,00
Linfocitos B% 7,36 0,44 7,00 4,08 1,00 21,00
ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacion Estandar
Tabla 12. Anadlisis descriptivo variables de inmunidad celular Afio Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
Linfocitos T CD3% 77,92 1,37 81,00 11,80 17,00 94,00
Linfocitos T CD3/pL 1442,30 76,04 1352,00 649,75 253,00 3526,00
Linfocitos T CD4% 45,99 1,41 45,50 12,20 10,00 77,00
Linfocitos T CD4/pL 829,18 48,94 731,00 418,19 66,00 2660,00
Linfocitos T CD8% 31,93 1,28 31,50 11,05 10,00 65,00
Linfocitos T CD8/pL 591,60 41,08 500,00 350,98 31,00 1953,00
Natural Killer % 13,17 1,07 10,50 9,13 2,00 41,00
Natural Killer/pL 232,41 19,94 182,00 168,09 15,00 891,00
Linfocitos B% 5,91 0,38 5,50 3,30 1,00 21,00
Linfocitos B/uL 110,58 9,72 90,00 81,93 13,00 447,00

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar
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Tabla 13. Andlisis descriptivo variables de inmunidad humoral Pre-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
IgG mg/dL 1078,64 36,58 1090,00 360,33 276,00 2060,00
IgA mg/dL 320,72 14,17 302,00 140,30 51,6,00 626,00
IlgM mg/dL 108,68 5,88 104,50 58,30 21,6,00 412,00
1gG1 mg/dL 688,65 29,50 693,00 268,77 165,00 1340,00
1gG2 mg/dL 359,59 19,21 342,00 175,05 6,30 869,00
1gG3 mg/dL 55,89 3,73 48,00 34,01 8,02 174,00
18G4 mg/dL 55,31 6,45 34,10 58,48 3,80 383,00
ComplementoC3 mg/dL 117,36 3,78 116,50 33,42 33,90 212,00
Complemento C4 mg/dL 24,40 1,07 23,50 9,45 4,00 59,80
FbProperdina mg/dL 36,53 1,21 36,00 10,35 12,00 63,90
PCR mg/dL 3,63 0,74 0,82 6,84 0,04 35,00

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar

Tabla 14. Analisis descriptivo variables de inmunidad humoral 7 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
1gG mg/dL 710,61 22,09 666,50 211,89 336,00 1300,00
IgA mg/dL 217,89 9,98 195,50 95,81 79,00 510,00
IgM mg/dL 85,14 4,63 75,55 44,49 26,00 298,00
1gG1 mg/dL 422,80 15,14 398,00 140,44 174,00 905,00
1gG2 mg/dL 226,37 10,45 205,50 97,00 78,80 549,00
1gG3 mg/dL 30,77 1,72 26,30 15,96 6,79 91,00
18G4 mg/dL 35,66 3,97 24,20 37,11 4,80 237,00
ComplementoC3 mg/dL 95,58 3,09 90,90 29,39 48,00 184,00
Complemento C4 mg/dL 21,20 0,82 20,00 7,79 6,90 53,50
FbProperdina mg/dL 24,04 0,70 22,75 6,57 12,00 49,00
PCR mg/dL 2,58 0,52 0,93 4,95 0,00 37,00

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar

Tabla 15. Analisis descriptivo variables de inmunidad humoral 30 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
1g8G mg/dL 642,79 21,07 596,50 206,53 332,00 1470,00
IgA mg/dL 192,14 9,04 183,00 86,25 47,90 473,00
IgM mg/dL 76,72 4,34 65,00 41,46 21,00 254,00
1gG1 mg/dL 396,65 16,68 363,50 152,91 187,00 1000,00
18G2 mg/dL 204,11 10,15 179,50 93,05 66,40 498,00
18G3 mg/dL 27,38 1,70 23,90 15,65 6,40 91,20
1gG4 mg/dL 30,58 4,04 20,70 37,11 4,30 264,00
ComplementoC3 mg/dL 110,39 3,44 107,00 31,78 53,90 227,00
Complemento C4 mg/dL 23,91 0,83 23,20 7,67 4,00 50,00
FbProperdina mg/dL 30,44 0,84 30,00 7,81 14,00 55,20
PCR mg/dL 3,38 0,77 0,96 7,18 0,01 46,00

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar
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Tabla 16. Analisis descriptivo variables de inmunidad humoral 90 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
1gG mg/dL 743,09 24,29 726,00 223,95 317,00 1600,00
IgA mg/dL 185,45 10,40 167,00 95,89 57,80 656,00
IlgM mg/dL 78,12 5,03 69,10 46,43 21,50 384,00
1gG1 mg/dL 456,58 18,14 433,50 160,28 191,00 1020,00
1g8G2 mg/dL 222,05 9,60 202,50 84,82 74,20 428,00
1gG3 mg/dL 35,17 2,20 30,05 19,44 7,74 96,00
1gG4 mg/dL 31,05 3,50 20,75 30,59 4,30 155,00
ComplementoC3 mg/dL 102,06 2,92 99,20 26,79 36,30 196,00
Complemento C4 mg/dL 22,44 0,83 22,50 7,68 1,67 44,2,00
FbProperdina mg/dL 27,78 0,79 26,25 7,24 12,00 45,20
PCR mg/dL 0,62 0,14 0,26 1,35 0,00 10,80

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar

Tabla 17. Analisis descriptivo variables de inmunidad humoral 180 Dias Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
18G mg/dL 775,01 23,14 771,00 210,82 422,00 1430,00
IgA mg/dL 182,58 8,35 165,00 76,14 73,00 401,00
1M mg/dL 85,64 5,48 78,00 49,99 19,20 281,00
1gG1 mg/dL 515,97 19,03 475,00 168,11 240,00 1060,00
18G2 mg/dL 211,45 8,30 204,00 73,35 67,50 347,00
18G3 mg/dL 44,22 3,25 37,45 28,73 9,94 189,00
18G4 mg/dL 27,10 2,69 20,05 23,75 4,00 114,00
ComplementoC3 mg/dL 102,10 2,77 97,00 24,99 52,10 177,00
Complemento C4 mg/dL 21,02 0,72 20,40 6,56 1,67 41,40
FbProperdina mg/dL 27,17 0,67 26,30 6,03 15,70 44,70
PCR mg/dL 0,35 0,05 0,15 0,47 0,10 2,96

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar

Tabla 18. Analisis descriptivo variables de inmunidad humoral Ao Post-Trasplante Cardiaco

VARIABLE MEDIA ESM MEDIANA DS MINIMO MAXIMO
IgG mg/dL 832,70 24,16 843,00 214,77 292,00 1380,00
IgA mg/dL 193,89 10,82 177,00 96,22 75,30 719,00
IgM mg/dL 91,62 6,11 81,70 54,31 16,90 347,00
1gG1 mg/dL 559,02 23,64 529,00 193,56 179,00 1180,00
1gG2 mg/dL 217,72 11,49 199,00 94,08 54,00 427,00
18G3 mg/dL 48,95 3,00 43,00 24,55 10,60 124,00
18G4 mg/dL 27,25 3,00 21,30 24,56 3,44 122,00
ComplementoC3 mg/dL 106,22 2,94 106,00 25,46 59,20 194,00
Complemento C4 mg/dL 22,02 0,75 21,00 6,55 1,67 37,80
FbProperdina mg/dL 29,54 0,90 27,70 7,38 18,80 54,00
PCR mg/dL 0,42 0,07 0,24 0,59 0,01 3,26

ESM= Error Estandar de la Media DS= Desviacidn Estandar
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FIGURAS QUE ILUSTRAN LA CORRELACION SIGNIFICATIVA
ENTRE LOS DISTINTOS PARAMETROS MONITORIZADOS A LO

LARGO DEL TIEMPO DE ESTUDIO.
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ANEXO3

Correlacion entre los niveles de farmacos inmunosupresores y los parametros mas
representativos de los evaluados en este estudio en el dia 7 post-TC
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Figura 1: Correlacion entre los niveles de CyA y biomarcadores bioquimicos e inmunoldégicos a los 7
dias post-trasplante. Analisis de correlacion mediante test bilateral de Pearson.
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Figura 2: Correlacién entre los niveles de FK y biomarcadores bioquimicos e inmunoldgicos a los 7 dias
Post-trasplante. Analisis de correlacion mediante test bilateral de Pearson
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Figura 3: Correlacion entre los niveles de MMF y biomarcadores bioquimicos e inmunolégicos a los 7

dias post-trasplante. Analisis de correlacion mediante test bilateral de Pearson
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Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 7 dias post-trasplante.
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Figura 4: Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 7 dias post-trasplante. Analisis de
correlaciéon mediante test bilateral de Pearson
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Figura 5: Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 7 dias post-trasplante. Analisis de

correlacion mediante test bilateral de Pearson

Pagina | 300

30,00
ccp = 0616
o
25,00
°
20,00
! o
© o )
= o
o (-]
£ =] )
B 1500
o °
€ 0 oo
] o ® o o
o a® o
10,00 ®y o O
o o0
6. O oo
°
0% © o .8 4
500 o
)
<]
Y 85 o 02
o
00
T T T T T
0 250 500 750 1000
LB Jul
5000,00-
cecp = 0845
o
4000,00-
S 300000 °
2 o
E] o
S o
° o ]
£
S 200000
o
° [} 0 g0 o
o o
. of o
1000,00 (o} } o &
o B, o
o ©
o °
00
T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
CD3 Jul
5000,00-
cecp = 0681
<]
4000,00
o
S 300000 ©
2 <]
2 o
S o
2 ®
£
S 200000 o o
o
o
Q
Ch 8
o © o o
o o @ o
000,00 g0 00 &
20 o
5”0 <]
§ ol o
[}
& °
00
T T T T T T T
0 200 400 600 500 1000 1200
CD8 Jul




ANEXO 3

5000,00 100,00
ccp = 0.616 ccp =-0.806
0003 o0 o
° Qo0 ©
]
S
4000,00 09 %00 o °
< 0,00 o (g o0 8 o
e oo@ o
o gt °
o o
_ ° o °% o
S 300000 2 o0 o 2 o
2 o 2 o
2 © © <] o
‘e o ‘0 80,00 o o
£ o ° 5 ] ©
£ 1} ©
3 200000 o ° 3 e ]
o o ©°
° & ° oo © © °
@ g ©
o [}
= 000 ° 70,004 o
000,00 © @ o000 o
o o
o @0 o
o )
%%o o ©
a
00 60,00
T T T T T T T T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 500 1000 1500 2000 2500 3000
LB ful CD3 lul
100,00 100,00
ccp=-0813 ccp =-0631
00 2
O
8 ® o QBQ ® °
38, ® o o
00 00 00, ¢ oo
90,00 © og%mo o 90,00 §3° oODo o
o
@ oo 8
o %& ] (Dp &> Bo0® % ° °©
- o o © od o
S o % o g; o f do o © Ou
K] o o o
= o = o
% 50,00 o o o 6 50,00 o ® e
= o o ] o o
> o o
a o a o
2 o = o
o o - ® N
© © [
70,00 @ 70,00 &
<] <]
60,00 60,00
T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 200 400 00 500 1000 1200
CD4jul CD8 [ ul
cop = 0901
ccp=0642 o o
1250,00- 1250,00-
o o
o o oo
=] <]
1000,00- © Y @ - 100000~ @ A Oa o
o o o %% o
o
a o = o
T %8 o = ° 3 ° P g
=] [+] @
E & @ &P ) E by 0
o o
% 750,00~ 5 ° ® 5 o © @ % 750,00~ © % 90%5 o
= ) = o
o
Lo Do 0o © oo°°°@c9 @
o
o o © Dg? g
®% o%% J o
') %8 ° 0¥ o
- o o§o - o
500,00 ® 500,00° DO(S&
o
og © o 8
o o oo
250,00 250,00
T T T T T T T T T T T T
00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00
19G2 mgldL 1gG1 mgidl

Figura 6: Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 7 dias post-trasplante. Analisis de
correlacion mediante test bilateral de Pearson
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Figura 8: Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 7 dias post-trasplante. Analisis de
correlacion mediante test bilateral de Pearson.
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Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 30 dias post-traspla
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Figura 9: Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 30 dias post-trasplante. Analisis de

correlacion mediante test bilateral de Pearson.
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Figura 10: Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 30 dias post-trasplante. Analisis de
correlacion mediante test bilateral de Pearson.
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Figura 11: Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 30 dias post-trasplant. Analisis de

correlacion mediante test bilateral de Pearson
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Figura 12: Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 30 dias post-trasplante. Analisis de
correlacion mediante test bilateral de Pearson.
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Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 90 dias post-trasplate.
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Figura 13: Correlacidon entre los distintos biomarcadores a los 90 dias post-trasplante. Andlisis de
correlaciéon mediante test bilateral de Pearson.
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Figura 14:

Correlacion entre los distintos biomarcadores a los 90 dias post-trasplante. Analisis de
correlaciéon mediante test bilateral de Pearson.
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Figura 15: Correlacidon entre los distintos biomarcadores a los 90 dias post-trasplante. Analisis de

correlacion mediante test bilateral de Pearson
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Figura 16: Correlacidon entre los distintos biomarcadores a los 90 dias post-trasplante. Andlisis de

correlacion mediante test bilateral de Pearson
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ANEXO 4

FIGURAS QUE ILUSTRAN LA ASOCIACION DE LOS
BIOMARCADORES CON EVENTOS DE INFECCION Y RECHAZO

AGUDO DEL INJERTO. ANALISIS DE COMPARACION DE MEDIAS.
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Figura 1: Asociacion significativa entre niveles de farmacos inmunosupresores e infeccion. Analisis de
comparacion de medias T de Student bilateral, diagrama de cajas representa mediana, percentiles 25,

75, valores extremos, casos extremos (*) y casos atipicos (°)
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Figura 9: Asociacidn significativa entre variables a los 90 dias post-trasplante e infeccidn. Analisis de
comparacion de medias T de Student bilateral, diagrama de cajas representa mediana, percentiles 25,
75, valores extremos, casos extremos (*) y casos atipicos (°)
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