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Summary

Polymorphisms of innate immunity factors in liver graft recipients:

Influence on transplant outcome

Introduction

The orthotopic liver transplantation is the most relevant therapeutic alternative for
end-stage liver disease patients. However, despite the important advances in organ
preservation and in surgical and immunosuppression fields, the clinical and infectious post-
transplant complications are yet important limitations for long-term survival and quality of
life of these patients. Liver transplanted patients receive important immunosuppressive
drugs mostly directed towards the control of acquired immunity. In this setting, the innate
immunity may exert an important role for an optimal balance between graft acceptance and

protection from external aggressions.

Hypothesis

In the context of liver transplantation, the genetic variants of the innate immune
compartment in the recipient may shape the functional capacity of the innate immune
response. Specific genetic profiles in the innate immunity may then play different roles and

modify transplantation outcome.

Objectives

In this work we aimed to analyse the influence of genetic polymorphisms in three
effector mechanisms of the innate immunity, TLR4, complement system C3 factor and
KIR-HLA system, on clinical events development related to transplantation outcome (loss
and/or rejection of the graft and patient survival) and post-transplant infections, during the

first year after transplantation.
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Materials and Methods

A retrospective follow-up was realized during the first year after transplantation for
two cohorts of patients undergoing liver transplantation in the Hospital Universitario 12 de
Octubre. The first group consisted of 522 recipients who were genotyped for c.896A>G
and ¢.1196C>T TLR4 receptor polymorphisms and for ¢.304C>G complement system C3
factor polymorphism. The second cohort consisted of 95 patients in whom the KIR
receptors repertoire and their putative ligands, the HLA-A HLA-B and HLA-C molecules

were determined.

DNA was obtained from peripheral blood through DNAzol method extraction, at the
moment of recipients’ inclusion in the waiting transplantation list, and stored at -20°C until
use for polymorphisms genotyping. TLR4 polymorphisms were identified by Real Time-
PCR (RT-PCR) technique trough LightCycler®2.0 and by Real Time-PCR-High
Resolution Melting (RT-PCR-HRM) methodology using the LightCycler®480 instrument.
For C3 genotyping the RT-PCR-HRM technology was started up. With this aim, C3 typing
was performed simultaneously by HRM and tetra-Amplification Refractory Mutation
System (t-ARMS) reference technique in 49 patients of the cohort. For resolving
ambiguities and guide the subsequent assignment of genotypes in both technologies, 6
cohort samples were genotyped by Sanger sequencing. Once C3 HRM genotyping was
optimized, it was used to genotype the remaining cohort. Finally for KIR-HLA system
characterization, KIR genes identification were conducted through Sequence Specific
Primer-PCR (SSP-PCR), HLA-A and HLA-B molecules were identified by Complement
Dependent Cytotoxicity (CDC) and HLA-C molecules were genotyped by Sequence
Specific Oligonucleotide-PCR (SSO-PCR). Patients were distributed according to the
amino acid presented at position 80 in Bw4 (Isoleucine or Threonine) or Bw6 (Asparagine)
for HLA-B molecules and in C1 (Asparagine) or C2 (Lysine) for HLA-C molecules.
Furthermore patients were classified depending on their KIR haplotypes, the number of
total, activating and inhibitory KIR receptors, and number of interactions between both
activating and inhibitory KIR receptors with their respective ligands.

2
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The influence of TLR4 and C3 genotypes, and KIR-HLA repertoire was analysed in
relation to: 1) the clinical events related to graft outcome such as graft-los and graft
rejection (defined according to the International Banff Schema for Liver Allograft
Rejection criteria) and patient evolution; 2) infectious complications including both general
and specific bacterial, viral and fungal infections; 3) features corresponding to the
transplant procedure performed; 4) patients' demographic characteristics. All clinical
information was obtained from the personal medical stories of each subject included in the
study. SPSSv18 and GraphPad Prismv5.0 software were used for the statistical analysis of

data.

Results and Discussion

TLR4 and C3 factor variants, and KIR haplotypes frequencies identified in patients
were consistent with those described for Caucasian population in the scientific literature.
Both TLR4 and C3 genotype’s distribution were adjusted to the Hardy-Weinberg
equilibrium (TLR4-299 p=0.46; TLR4-399 p=0.33, C3 p=0.24).

In the corresponding section of Asp299Gly and Thr399lle TLR4 polymorphisms
study, we did not identify any genotype influence of both polymorphisms on patient
survival, graft survival and graft rejection either in the global cohort or in the sub-cohort of
patients transplanted due to HCV cirrhosis. TLR4 polymorphism did not modify risk for
VHC recurrence during first year after transplantation. In addition any differences in global
or exclusively bacterial or viral infection development were not observed.

Both polymorphisms have been described in the literature as hyporeactive TLR4
receptors encoding variants, because they modify the receptor surface expression and
interfere with the corresponding ligand binding due to their localization near to peptide
binding-site. Multiple studies have attempted to elucidate their influence on the solid organ
transplantation outcome and susceptibility to infections, but results have been inconclusive

and contradictory. These disparate results may be a consequence of the low frequency of
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these SNPs in Caucasian population in which the majority of these works have been
performed. This situation suggests, that a large population is required to obtain enough
heterozygous genotypes who could represent an appropriate statistically group. Because of
the same reason it is very difficult to analyse the possible effect of homozygous genotypes

for both SNPs.

For the analysis of C3 variants effect, the C3 factor polymorphism typing by RT-
PCR-HRM was next implemented. The comparison of RT-PCR-HRM versus tARMS
technique carried out through McNemar symmetry test, showed a 93.8% of concordance
and revealed the absence of genotyping differences between both methodologies (p=0.89).
Moreover, typing resolution of C3 obtained by RT-PCR-HRM resulted higher (98%) than
that provided by t-ARMS (96%).

We identified a double effect of the C3F allelic variant. C3FF homozygous patients
and those who carried C3F allelic variant, suffered an increased (p=0.014 for C3FF
homozygosis; p=0.026 for C3F allele carriers) and earlier graft loss (p=0.014 for C3FF
homozygosis; p=0.018 C3F allele carriers) compared with the other genotypes and the
presence of C3S allele respectively. Nevertheless the C3F allele exerted a protective effect
against graft rejection, reducing rejection rates in these patients (p= 0.0037 for C3FF
homozygosis; p=0.033 C3F allele carriers) and increasing free-rejection survival (p=0.005
for C3FF homozygosis; p=0.019 C3F allele carriers). Simultaneously, the presence of the
C3FF genotype implied a deleterious effect favouring first viral infection (p=0.043) and
the overall viral infections (p=0.026) represented mainly by HSV, VZV and CMV.

There is an emerging evidence of a strong relationship between the complement
recipient-dependent locally produced and activated (most probably in immune cells) and
the subsequent adaptive response triggered during allograft recognition. Thus, the
functional differences between C3S and C3F allelic variants could influence the shape and
amplitude of the subsequent cellular immune responses. The dual C3F allele effect,
promoting viral infections and protecting against graft rejection suggests that this variant
could be associated with reduced cellular responses and/or a pro-tolerogenic state. Our data

4
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would be consistent with less efficient cleavage of C3F through C3 convertase or catepsine
L, or generation of lower amounts of C3a and C3b fragments, and consequently, weaker
stimulatory signals delivered from the engagement of their respective receptors C3aR and
CD46 on T effector cells.

In our cohort, only one patient lost his liver allograft after rejection. Thrombotic or
ischemic events were the main cause of graft loss, which was favoured by the presence of
C3F in liver recipients. Assuming that C3 intracellular deposits and activation may occur
in platelets and endothelial cells, it is possible to speculate that C3F proteins might favour
a pro-coagulation state by modulating specifically these cell types.

In contrast we did not identify any association between the C3 allelic variants and

patient survival or bacterial infections development.

Finally we analyzed the effect of KIR receptor repertoire and the interaction between
these receptors and their HLA ligands in the transplant outcome and infection
development.

In the context of transplant outcome, no differences were observed in graft and
patient survival in the respective comparisons for HLA-B and HLA-C molecules, the KIR
genes repertoire or interactions between KIR receptors and their respective HLA ligands
during the 12 months of follow up. However, our data suggested that from the second
month post-transplantation, differences in graft rejection rates between serological Bw4
allele carriers and non-carriers were accentuated. Later comparisons excluding patients
who rejected graft during the first month post-transplantation, confirmed the emergence of
Bw4 serological allele as a protective factor against graft rejection after the second month
post-transplantation. Patients’ carrying Bw4 serological allele presented lower graft
rejection incidence (p=0.001) and prolonged free-rejection survival (p= 0.0004). Bw4 is
ligand for aKIR3DS1 and iKIR3DL1 receptors. Bw4 ligand will interact preferentially
with the inhibitory one, because affinity between ligands and KIR receptors is higher for
those with inhibitory function. On the other hand iKIR3DL1 receptor has an increased
frequency in general population since it can be found in both KIR AA and Bx haplotypes.

5
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Therefore the presence of Bw4 serological allele in transplant recipient, as we observed in
our results, is associated with a predominantly NK cell inhibitory response limiting the
triggered immune response and protecting against graft rejection.

Patients who rejected the graft after the first month, had more total KIR receptors
(9.11 in average) versus those who did not developed graft rejection (7.76) (p=0.03). This
superiority in KIR receptors number occurs at expense of an increased number of
activating receptors (equivalent to haplotypes Bx), since repertoire of iKIR ranges between
2 and 6 for both A and B haplotypes. Thus, a greater number of activating receptors would
promote the cytolytic NK cell-mediated response and the subsequent adaptive immune
response against graft, and as a consequence higher rejection incidence.

When we focused our study on patients transplanted by HCV all those who showed
recurrence of HCV infection were Bx haplotype carriers (p = 0.004). This is not surprising
since almost all patients transplanted because of HCV infection were Bx. However, since
Bx haplotypes are functionally activators of NK cell-mediated cytolysis, and they should
exercise more effective control over HCV infection, the enrichment of Bx in the VHC-
positive cohort may suggest that patients negative for Bx had a worse management of the
infection and died before transplantation.

Regarding the KIR-HLA system effect in development of infections, we did not
observed any variant to be an independent protective or deleterious factor, maybe due to
reduced statistical power. However, several associations suggest a role for this system on
the control of infections after transplantation. Presence of AA KIR haplotypes seemed to
favour viral infections development. This result is consistent with previous studies in renal
transplantation describing the KIR AA haplotype as a risk factor for CMV infection
development, widely represented in our cohort, as they reflect inhibitory NK cell profiles.

In the section corresponding to KIR ligands analysis, only HLA-C molecules showed
an effect on the development of infections. Heterozygous HLA-C1C2 patients had an
increased incidence of infections regardless of etiology compared with the other genotypes
(p=0.04). In recipients suffering a first infection of viral origin, this appeared earlier in the
presence of C1C1 haplotypes and later in C2C2 subjects, whereas the C1C2 genotype

6
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conferred “intermediate” free-of-infection times. These, together with other results in the
literature, point out that among HLA-A, Bw4 and HLA-C, KIR ligand molecules, HLA-C
antigens play the most important role in control of infections. Designing of specific works
will help to get insight on this association.

Finally, patients whose first infection was caused by virus, tended to present higher
number of activating interactions compared with those who did not develop this kind of
first infection (p=0.06). This association was then confirmed in the subsequent analysis of
grouped interactions, when the presence of more than one activating interaction involved a
significantly higher incidence of first viral infection (p=0.01). Similarly, the presence of
more than one activating interaction was associated preferentially with the first viral
infection and recurrent viral infections development (p=0.016). Patients with three or more
inhibitory KIR-HLA interactions suffered bacterial infections significantly earlier than
patients with less than 3 interactions. The recently described capacity of NK activation
mediated by ligation of microbial-derived CpG to KIR3DL2, supports our observed role of
NK on the control of bacterial infections after transplantation and in the setting of

immunosuppressive therapy specially directed towards the adaptive compartment.

Conclusions

Main conclusions from this work are:

1. TLR4 genetic polymorphisms in the liver transplant recipient do not play a role in
liver transplantation outcome and control of infections.

2. C3 polymorphism in the liver transplant recipient has a robust effect on evolution
of the graft and susceptibility to viral infections. Consequently, C3 genotyping of
recipients may help to stratify risk and personalize care.

3. Among KIR and HLA ligands system, Bw4 antigens in liver recipients emerge as
an independent protective factor for rejection. Other associations and tendencies are

observed that merit further study to be confirmed.






Abreviaturas

A

aKIR: Receptor Killer Immunoglobulin-like Activador
ALL: Leucemia Linfoblastica Aguda

AP-1: Proteina Activadora-1

ATP: Adenosina Tri-Fosfato

B

BPB: Azul de Bromofenol

C

CAM: Complejo de Ataque a Membranas
CD: Cluster de Diferenciacion

CDC: Citotoxicidad Dependiente de Complemento
CES: Células Endoteliales Sinusoidales
CK: Células de Kuppfer

CMV: Citomegalovirus

COX2: Ciclooxigenasa 2

CPA: Células Presentadoras de Antigenos
CpG: Islas CG

CR1: Receptor del Complemento-1

CsA: Ciclosporina A

CTL: Linfocitos Citotoxicos

CTP: Child-Turcotte-Pugh

D

D: Donante de Organo
DAF: Factor Decelerador de la Activacion
DAMPs: Patrones Moleculares Asociados a Dafo

DAP: Proteina de Activacion de ADN
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dNTPs: desoxi-Nuclettidos Tri-Fosfato

dsRNA: ARN de Doble Cadena

E

EDTA: Acido Etilen-Diamino-Tetra-Acético

EICH: Enfermedad de Injerto Contra Huésped

F

Fc: Fraccién constante de Anticuerpos

FCS: Suero Fetal de Ternero

FcyR: Receptor para la Fraccion Constante de la cadena pesada y
FceR1: Receptor-1 para la Fraccion Constante de la cadena pesada ¢
FPR: Receptor de Péptidos Formil

FPRL1: Receptor de Tipo Péptidos Formil-1

G

gB/C/H/L: Glicoproteina B/C/H/L

GPI: Proteina Glicosilfosfatidilinositol

H

HCI: Acido Clorhidrico

HGMB-1: Grupo de Alta Movilidad Box-1

HIV: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

HLA: Antigeno Leucocitario de Histocompatibilidad
HRM: High Resolution Melting

HSCT/TPH: Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos
HSP: Proteinas de Choque Térmico

I

iIKIR: Receptor Immunoglobulin-like Inhibidor

IKK: Kinasa IkB
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IKKa: Kinasa IkBa

IKK: Kinasa IxBf

IL: Interleucina

IMC: indice de masa Corporal

INF-y: Interferon-y

INR: Tiempo de Protrombina Normalizado

IR: Isquemia-Reperfusion

IRAK: Kinasa Asociadas al Receptor de Interleucina-1
IRF3/7: Factor Regulador de Transcripcion de Interferones
ITAM: Inmunoreceptor Activador basado en Motivos Tirosina

ITIM: Inmunoreceptor Inhibidor basado en Motivos Tirosina

J

JNK: kinasa c-Jun N-terminal

K

KIR: Receptor Killer tipo Inmunoglobulina
KLR: Receptor Killer tipo Lectina

L

LBP: Proteina de Unidn a Liposacéarido

LILR: Receptor Leucocitario tipo Inmunoglobulina
LMA: Leucemia Mieloide Aguda

LPS: Lipopolisacarido

LRC: Cluster de Receptores Leucocitarios

LRR: Repeticiones Ricas en Leucina

M

Mal: Proteina Adaptadora de MyD-88

MAPK: Kinasa de Activacién por Mitdgenos
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MASP: Serin-proteasa 2 de Unioén a Manosa

MBL: Proteina de Union a Manosa

MCP: Cofactor de Membrana de Protedlisis

MELD: Modelo de Enfermedad Hepética Terminal

MgCl,: Cloruro de Magnesio

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

MKK: Kinasas MAP

MMF: Micofenolato Mofetilo

MyD88: Gen 88 de respuesta primaria de Diferenciacion Mieloide
N

NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleétido-Fosfato Hidrogenada
NCR: Receptores Naturales de Citotoxicidad

NEMO: Complejo Modificador Esencial de NF-xB

NFAT: Factor Nuclear de Células T activadas

NF-kB: Factor Nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de Células B activadas
NK: Células Natural Killer

NKT: Células Natural Killer T

NLR: Receptores tipo NOD

NOD: Dominio de Oligomerizacion de Nucleotidos

P

PAMPs: Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos
pb: Pares de Bases

PBMCs: Células Mononucleares de Sangre Periférica
PCR: Proteina C Reactiva

PCR: Reaccion en Cadena de Polimerasa

PELD: Modelo Pediatrico de Enfermedad Hepética Terminal
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P13-Kinasa: Kinasa Fosfatidil Inositol Tri-Fosfato
PMN: Células Polimorfonucleares
PTX3: Pentraxina-3

R

R: Receptor de Trasplante

RAGE: Receptor para productos Finales de Glicosilacion Avanzada
RC: Rechazo Cronico

RCA: Rechazo Celular Agudo

RIG: Gen Inducible del Acido Retinoico

RIP1: Receptor de Interaccion con Proteinas 1

RLR: Receptores tipo RIG

ROS: Especies Reactivas del Oxigeno

RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute

RRP: Receptores de Reconocimiento de Patron

RT-PCR-HRM: Reaccion en Cadena de Polimerasa a Tiempo Real mediante High

Resolution Melting

S

SDS: Dodecil Sulfato Sédico

SH: Dominio Homologo a Scr

SHIP: Dominio Homologo a Scr con Inositol Fosfato

SLR: Solucién de Lisis de Glébulos Rojos

SNP: Polimorfismo de Unico Nucledtido
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STAT3/6: Transductor de Sefial y Activador de la Transcripcion 3/6
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TAKZ1: Factor Transformador del Crecimiento 1

TANK: Activador de NF-kB Asociado a la familia de TRAF
tARMS: tetra- Sistema de Amplificacion de Mutacidn Refractaria
TEA: Tampon Acido Acético-EDTA-Tris

THE: Trasplante Hepatico Heterotopico

THO: Trasplante Hepatico Ortotdpico

TIR: Dominio Homologo del Receptor Toll/IL1

TKB1: Cadena BL21(DE3) pTK de Escherichia coli

TLR: Receptor tipo Toll

TNFR: Receptor de la familia del Factor de Necrosis Tumoral
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral-a

TOS: Trasplante de Organo Solido

TRAF: Factor Asociado al Receptor del Factor de Necrosis Tumoral
TRAM: Molécula Adaptadora Relacionada con Dominios TIR inductores de Interferon-f
TREG: Linfocitos T reguladores

TRIF: Dominio TIR inductor de Interferon-p

TxH: Trasplante Hepatico

U

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

UNOS: United Network for Organ Sharing
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VEGF: Factor de Crecimiento Vascular Endotelial
VHA/B/C/D/E: Virus de la Hepatitis A/B/C/D/E

VHP: Virus del Papiloma Humano
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Introduccién

1. RELEVANCIA ANATOMICO-FUNCIONAL DEL HIGADO

El higado es la segunda viscera de mayor tamafio con un peso medio aproximado de
1600g. Constituye el punto de entrada de nutrientes y toxicos a través del sistema
circulatorio via vena portal. Su posicion anatdmica estratégica le permite desempafar sus

funciones metabdlicas esenciales para el organismo.

1.1. Anatomia y sistemas circulatorios

El higado se localiza en el cuadrante superior derecho del abdomen y anatomicamente
se divide en higado derecho e izquierdo, en base a la distribucion de vasos y conductos
biliares. Se subdivide en 8 segmentos, cada uno de ellos con irrigacion propia de vasos
portales, conductos biliares y drenaje por venas suprahepéticas situadas entre los
segmentos. Las superficies antero-superior y lateral derecha se disponen contra el
diafragma y la parte posterior se encuentra en contacto con el colon, rifion derecho, el

duodeno en el 16bulo derecho y el estdmago en el izquierdo [1] (Fig.1).

Higado Derecho

Segmentos Hepaticos

' \‘  Fisura Umbilical
—
\

Fisura Portal Principal

Figura 1. Estructura anatomica hepatica. En la figura se muestran las estructuras semi-hepaticas
derecha e izquierda asi como los 8 segmentos hepéticos resultantes de las fisuras hepéticas (linea
discontinua) (Adaptado de Sabiston. Tratado de Cirugia 18 Ed [2]).

La irrigacion hepéatica consiste en arterias hepaticas, vena porta y venas

suprahepaticas. La arteria hepatica es la responsable de llevar la sangre arterial al higado

19



Introduccién

(25-30% del flujo sanguineo total). Esta surge del tronco celiaco y conforme asciende
hacia el higado, se ramifica para irrigar estomago y duodeno. Posteriormente se denomina
arteria hepatica comun, que al acceder al higado emite las arterias hepaticas derecha y la
izquierda. De la arteria hepética derecha parten las ramificaciones responsables de la
irrigacion de la vesicula biliar.

Las venas esplénica y mesentérica superior se unen bajo el pancreas para formar la
vena porta, que provee el 75% del flujo sanguineo al paréngquima hepatico, recibiendo casi
la totalidad del flujo del tracto digestivo y vesicula biliar. EI tronco de la vena porta se
bifurca a la izquierda y derecha para abastecer a las dos mitades hepaticas.

El drenaje hepético se inicia en las venas intralobulillares y sublobulillares que se van
fusionando para formar el grupo de venas superior (hepética derecha, izquierda y media
que drenan estas localizaciones) que posteriormente se fusionan en la vena cava, y las del
grupo inferior que surgen de los segmentos I, VIy VII.

Otra de las redes circulatorias que “recorren” el higado es el sistema biliar. La bilis se
sintetiza en los hepatocitos, se almacena en la vesicula biliar y es secretada via conducto
colédoco desembocando en el duodeno.

Los hepatocitos, poliédricos con un nacleo central esférico, estan dispuestos de forma
laminar y son recorridos por sinusoides sanguineos a cada lado. La membrana
citoplasmatica de los hepatocitos presenta regiones especializadas que abastecen a los
canaliculos biliares y estan vinculadas por uniones estrechas entre hepatocitos adyacentes.
Los canaliculos interlobulillares surgen de los espacios entre hepatocitos, y se proyectan
hacia la periferia del Iobulo formando los conductos biliares. Estos conductos discurren
junto a la vena porta y la arteria hepatica formado la denominada triada hepética. Los
conductos biliares de cada lado del higado conforman los conductos hepaticos derecho e
izquierdo, que finalmente se unen formando el conducto hepatico. El conducto hepatico se
une con el conducto cistico proveniente de la vesicula biliar a nivel del hilio hepatico,

formando asi el conducto colédoco que drena finalmente en el duodeno [3] (Fig. 2).
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Sistema Central

Vena hepatica central

g
Rama de la Arteria Hepatica

Vena portal hepatica
Rama de los Ductos Biliares

Rama de la vena Porta

(venas de distribucién) Canaliculo biliar

5 Conducto biliar
==, Ductos Hepaticos

Derechos e lzquierdos

== Arterias Hepaticas Arteria Hepatica

- Derechas e lzquierdas

Vesicula Biliar

Portal de la triada de Estructuras

Figura 2. Red vascular y biliar hepéatica. Sistema arterial y venoso de irrigacién hepatica y
distribucion de los conductos biliares hacia la vesicula biliar. (Adaptado de Biblioteca diagndstica [4]).

1.2. Funciones del higado

El higado es el responsable de numerosas funciones esenciales para la vida agrupadas
a continuacion [1]:

- Sintesis de proteinas plasmaticas: es el principal productor de proteinas séricas
implicadas en la coagulacion, transporte, inhibicidn de proteasas y factores del sistema del
complemento entre otras.

-Metabolismo de hidratos de carbono: ejerce un papel clave en el mantenimiento de las
reservas de carbohidratos, debido a su capacidad de sintesis de glucosa a partir de sus
precursores, piruvato y lactato, y de almacenarla en forma de glucégeno. En el mismo
contexto, participa en la glucolisis como via precursora de acidos grasos. Regula asi los
niveles de glucosa circulante, lo cual es esencial para el sistema nervioso central ya que es
su principal nutriente. También participa en el catabolismo de las hexosas (galactosa y
fructosa) para la obtencion de energia o la sintesis de acidos grasos.

- Metabolismo lipidico: la oxidacién de los acidos grasos es la mayor fuente energética
en forma de ATP. El higado tiene una funcion central en la regulacion de la necesidad de
acidos grasos circulantes controlando su sintesis y degradacion (B-oxidacion). Para el

intercambio de los lipidos entre higado y otros tejidos, el higado sintetiza y concentra las
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lipoproteinas responsables de su transporte. Finalmente también es el responsable de la
sintesis y catabolismo del colesterol y con el mismo de la bilis y de la produccion de
cuerpos cetdnicos esenciales para el sistema nervioso central en procesos de ayuno.

-Metabolismo nitrogenado: participa en la interconversion de aminoacidos no
esenciales, en el catabolismo de las bases nitrogenadas pdricas y pirimidinicas y en la
produccion de urea a partir del nitrogeno de la degradacion de aminoéacidos.

-Metabolismo de bilirrubina: participa en la degradacién de la bilirrubina proveniente
del grupo hemo a través de la glucuronidacion enzimatica, que finalmente sera excretada
via bilis al intestino, donde ser& hidrolizada por bacterias intestinales.

-Sintesis de bilis: los hepatocitos sintetizan la bilis, constituida por agua, sales,
pigmentos biliares, &cidos grasos y colesterol y lectina. Esta se almacenara en la vesicula
biliar y se secretara via conducto colédoco al duodeno para la digestion de las grasas.

-Metabolismo de xenobi6ticos: es el principal detoxificador de sustancias extrafias por
dos mecanismos, unién a proteinas (albumina principalmente) o modificacion enzimatica

en los microsomas hepéticos (hidroxilacion o conjugacion).

2. EL TRASPLANTE HEPATICO

El procedimiento de trasplante de 6rganos como alternativa clinica surgio entre la
década de los 50 y 70 en Europa y Norteamérica. El primer trasplante hepatico realizado en
humanos data de 1963 y fue realizado por el Dr. Thomas Starlz en Estados Unidos
siguiendo los protocolos descritos para trasplante renal. Los resultados de este primer
intento, asi como de los posteriores, no fueron exitosos, ya que ninguno de los pacientes
trasplantados presentd una supervivencia mayor a los 23 dias [5, 6]. Los posteriores
intentos por otros grupos no obtuvieron mejores resultados, llegando a catalogar el
trasplante hepatico como un procedimiento “imposible”. Mientras el trasplante hepético
quedo relegado al ambito de la investigacion en animales, el programa de trasplante renal
del Dr. Starlz se impulsé debido a la introduccion de la histocompatibilidad de los

antigenos tisulares HLA.
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Fue a partir de 1968 cuando se introdujeron en trasplante hepatico los nuevos
desarrollos quirurgicos, en la preservacion de 6rganos y avances en la inmunosupresion
que permitieron retomar el interés por este procedimiento, incrementando el nimero de
pacientes trasplantados con éxito y optimizando el proceso con el paso del tiempo.
Finalmente en 1983, en la conferencia de consenso del National Institute of Health de
Estados Unidos, se consolidd el trasplante hepatico como procedimiento clinico y
terapéutico de eficacia demostrada, con su consiguiente difusion a nivel mundial [7].

Actualmente el trasplante hepéatico estd reconocido como una opcién terapéutica
efectiva para pacientes con enfermedades hepéticas agudas o terminales que comprometen
su supervivencia. Todo ello debido principalmente al potente desarrollo de la farmacologia
inmunosupresora, efectiva y especifica, asi como de la terapia antimicrobiana y la
tecnologia del procedimiento quirdrgico.

En Espafna en 1984 los doctores C. Margarit y E. Jaurrieta realizaron el primer
trasplante hepatico con éxito en el Hospital de Bellvitge [8]. En los siguientes 16 afios se

increment6 en torno a 9 veces el nimero de trasplantes hepéticos realizados en Espafia
(Fig. 3).

Pacientes trasplantados en Espana (1984-2012)
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Figura 3. Evolucidn del trasplante hepatico. Pacientes trasplantados en Espafia desde 1984 hasta

2012 segun la Organizacion Nacional de Trasplantes [9].
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De esta forma, se ha confirmado la relevancia de este procedimiento en la actualidad y
ha posicionado a Espafia como el pais con la mayor tasa de trasplante hepético en relacion

a su poblacion (10% del trasplante hepatico mundial) [9].

2.1. Hepatopatia terminal: indicaciones y contraindicaciones del trasplante

Las indicaciones para la realizacion del trasplante hepatico incluyen aquellas que
desencadenan un estado funcional terminal irreversible del 6rgano [10] (Tabla 1).

Estas indicaciones se basan en la severidad de los indicadores del estado funcional
hepatico, como ictericia o anormalidades en la coagulacion, y en las complicaciones

derivadas de la hipertension portal.

Tabla 1. Indicaciones del trasplante hepatico

Enfermedad hepatica avanzada (cirrosis)

No colestasica

Cirrosis viral (VHC, VHD), autoinmune, criptogénica, alcohdlica, secundaria a esteatohepatitis
Colestésica

Cirrosis biliar primaria o secundaria, colangitis esclerosante, atresia biliar, sindrome de Alagille,

fibrosis quistica

Enfermedades metabdlicas

Causante de cirrosis

Hemocromatosis, déficit de al-antitripsina, enfermedad de Wilson, tirosinemia
Sin enfermedad hepatica

Polineuropatia amiloidotica familiar, hiperoxaluria, alteraciones del ciclo de la urea

Tumores hepaticos (hepatocarcinoma, hepatoblastoma, hemangioendotelioma epiteliode, etc.)

Fallo hepatico fulminante viral, toxico, vascular

Miscelanea
Enfermedad hepatica poliquistica, enfermedad de Carolli, sindrome de Budd-Chiari, amiloidosis,

sarcoidosis, trauma, ascitis no refractarias, sindrome hepatopulmonar, encefalopatia hepatica

VHC/D: virus hepatitis C/ D
En poblacion pediatrica la principal indicacion es la atresia biliar seguidos del déficit de al-

antitripsina y otros trastornos metabolicos [11].
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El momento adecuado en el que se debe realizar el trasplante es uno de los puntos
clave en el abordaje de las enfermedades hepaticas severas. El trasplante debe realizarse
tras agotar las opciones terapéuticas, pero no debe prolongarse en exceso en el tiempo, ya
que disminuirian las probabilidades de éxito debido al desarrollo de complicaciones de la
misma patologia.

A grandes rasgos, la inclusion en la lista de espera de trasplante hepatico debe ser
considerada cuando la enfermedad hepética de base comienza a limitar la vida cotidiana de
los pacientes. Para objetivar el “timing” en el manejo de los pacientes con hepatopatias
terminales, en 1997 las asociaciones American Society of Transplant Physicians vy
American Association for the Study of Liver Diseases crearon unos criterios especificos de
inclusion en la lista de espera. Segun este consenso se establecio la necesidad de un puntaje
de Child-Turcotte-Pugh (CTP) de por lo menos 7, que predice una tasa de supervivencia al
afio inferior al 90%, como criterio minimo de severidad para la inclusion de un paciente en
la lista de espera de trasplante hepéatico [12]. Mas recientemente, los criterios CTP han sido
revisados y sustituidos por los valores MELD (Model for End Liver-Stage Liver disease) y
PELD (Pediatric End Liver-Stage Liver disease) que aportan mayor objetividad a la
clasificacion de pacientes en la lista de espera, ya que eliminan de la ecuacion el tiempo de
espera en lista, las limitaciones discriminativas y los parametros subjetivos basados en el
examen fisico. Este score MELD/PELD permite generar un ranking de prioridad segun las

siguientes formulas matematicas:

MELD: 10[0.957 log (sCrea) + 0.378 log (Brb) + 1.12 log (INR) + 0.643]

sCrea: Creatinina sérica; Brb: Bilirrubina Total ; INR: Tiempo de protrombina normalizado

PELD: [10* (0.480 log (Brb) + 1.857 log (INR) - 0.687 * log (Albumina) + 0.436*+ 0.667**]

Brb: Bilirrubina Total; INR: Tiempo de protrombina normalizado; *si es menor de 1 afio; **si
existe retraso en el crecimiento.

La combinacién del valor MELD/PELD vy la clasificacion para el estado funcional

hepatico de la asociacion United Network for Organ Sharing (UNOS) [13] (Tabla 2),
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permiten determinar la prioridad a la hora de elaborar la lista de espera de trasplante

hepatico.

Tabla 2. Clasificacién del estado hepatico funcional (UNOS)

Estado de urgencia

1 Fallo hepético fulminante con expectativa 7 dias de vida
(1) Fallo hepético tradicional
(i) Disfuncién del injerto antes de 7 dias post-trasplante
(iii)  Trombosis arterial hepatica antes de 7 dias post-trasplante
(iv) Enfermedad de Wilson aguda descompensada
2a Fallo hepético crénico (con estancia en UCI) con expectativa 7 dias de vida, CTP <10 y
uno de los siguientes:
0] Varices hemorragicas activas no respondedoras
(i) Sindrome hepato-renal
(iii)  Ascitis refractaria/hidrotérax hepatico
(iv) Encefalopatia hepatica tipo 30 4
2b Medicacion continuada, CTP <10 0 > 7 y uno de los siguientes:
(i) Varices hemorragicas activas no respondedoras
(i) Sindrome hepato-renal
(ilf)  Peritonitis bacteriana espontanea
(iv)  Ascitis refractaria/hidrotorax hepatico/carcinoma hepatocelular
3 Medicacion continuada, CTP >7

7 Inactividad temporal

CTP: Child-Turcotte-Plugh score; UCI: Unidad de cuidados intensivos

Del mismo modo que determinadas situaciones clinicas requieren con urgencia el
trasplante, se han descrito contraindicaciones absolutas y relativas para llevar a cabo el
mismo. El conocimiento e identificacion de ambas circunstancias, positivas y negativas
son de igual relevancia.

Las contraindicaciones absolutas son aquellas en las que la probabilidad de evolucién
favorable es tan remota, que no compensaria someter al paciente al proceso de trasplante,

mientras que para las relativas, aunque la mejoria represente una baja probabilidad ain
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podria considerarse el trasplante como opcion terapéutica. Ambos tipos de

contraindicaciones se describen en la Tabla 3 [11].

Tabla 3. Contraindicaciones del trasplante hepatico

Absolutas Relativas
Enfermedad cardiopulmonar avanzada Edad avanzada
Tumor maligno extrahepéatico Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)

Alcoholismo activo o abuso de sustancias Colangiocarcinoma

Hepatitis alcohdlica aguda Trombosis venosa portal difusa
Baja adherencia terapéutica o soporte psicolégico

Sepsis o infeccién activa no controlada | ‘
Muerte cerebral | ‘

2.2. Tipos de trasplante

El trasplante hepatico en el que el nuevo 6rgano ocupa la posicion anatémica del
higado se denomina trasplante hepético ortotopico (THO), mientras que si ocupa una
localizacion diferente se denomina heterotopico. EI THO es el procedimiento mayoritario y
mas ampliamente realizado.

Las principales diferencias en el tipo de trasplante residen en el tipo de donante
aunque todos deben cumplir una serie de criterios generales [14]:

- Compatibilidad ABO absoluta (la histocompatibilidad HLA no juega un papel
crucial en trasplante hepético).

- Edad: desde la infancia hasta los 65 afios en funcion del receptor para el que se
destine el higado. En la actualidad se estd promoviendo la utilizacion de o6rganos de
donantes afiosos (mas de 65 afios) debido a la extensa demanda de 6rganos.

- Peso corporal: la diferencia entre donante y receptor no debe ser superior al 15%.
El IMC del donante no debe ser superior a 30.

- Estancia en UCI menor de 7 dias y hemodinamicamente estable.

- Ausencia de patologias hepéticas ni de origen infeccioso.
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En el caso de donante fallecido, se diferencian dos grupos en funcién de la causa de la
muerte, donantes por muerte enceféalica o a corazén parado (asistolia). La donacién por
muerte encefélica es de eleccion frente a asistolica ya que estudios recientes han
demostrado que en la donacion en asistolia, existe una peor evolucion del trasplante [15].
No obstante, en la sociedad actual este grupo de donantes es mayoritario y debido a la
escasez de donacion 6rganos, supone un porcentaje importante y creciente de los
trasplantes hepaticos realizados.

En cuanto a la donacion de vivo, constituye una practica convencional para nifios
aungue hoy dia debido a la enorme demanda de injertos, se estd empleando con mayor
frecuencia en adultos. El donante (pariente del receptor) debe estar sano y requiere una
evaluacion exhaustiva por el equipo de trasplante. Los principales beneficios residen en la
disminucion del tiempo en la lista de espera de los pacientes, en la tedrica reduccion del
riesgo de rechazo debido al parentesco existente y en la reduccién al minimo del tiempo de
isquemia para el injerto. Sin embargo, implica una tasa de morbilidad y mortalidad para los
propios donantes (10 y el 0.5% respectivamente) y para el receptor supone un
procedimiento mas complejo que el trasplante tradicional [16, 17].

El trasplante de higado tipo "split", requiere la division de un mismo injerto en otros dos
funcionantes. En trasplantes de donante cadaver el fragmento lateral derecho (segmentos
IV-VIII) se suele emplear para adultos cuando es necesario adecuar el tamafio, mientras
que la fraccion izquierda (segmentos 11y I11) se destina a receptores pediatricos. En el caso
de un ddnate vivo, las divisiones pueden variar en funcién de la edad del receptor, aunque

generalmente se realiza separando la mitad hepatica derecha de la izquierda [18].

2.3. Terapias inmunosupresoras actuales

Actualmente se han establecido dos tipos de terapia inmunosupresora, la terapia de
induccion, administrada al inicio del trasplante y la de mantenimiento y/o tratamiento del
rechazo del injerto. Independientemente del tipo, se dirigira fundamentalmente a evitar el

rechazo, quedando en un segundo plano los efectos adversos. No obstante, el tiempo y la
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experiencia han ido personalizando la terapia inmunosupresora con el fin de alcanzar el
equilibrio entre el control del rechazo/efectos adversos y control de las infecciones,
teniendo en cuenta edad, etnia y etiologia de la enfermedad hepética [19]. Los agentes

inmunosupresores cominmente empleados quedan resumidos en la Tabla 4.

Tabla 4. Terapias inmunosupresoras empleadas en el trasplante hepético

Grupo terapéutico Mecanismo de accion

Esteroides Inhibicidn citoquinas

Inhibidores de calcineurina  Tacrolimus ) ) » ) i
_ ) Suprime proliferacion de células T via IL-2
Ciclosporina

Antimetabolitos MMF Inhibe proliferacién de células T y B via

Azatioprina | sintesis de purinas

Inhibidores mTOR Sirolimus ) ) )
- Suprime proliferacion de células T via IL-2
Everdlimus
Anticuerpos monoclonales Basiliximab | Anti-CD25
OKT3 Anti-CD3

Efalizumab Anti- LFA1
Belatacept Anti-CTLA4

MMF: micofenolato mofetilo.

En funcién del centro en el que se realice el trasplante y la evolucion de injerto y
paciente, existen diferencias en las terapias inmunosupresoras, asi como en sus
combinaciones.

En general el protocolo de induccion comin esta constituido por doble terapia con
esteroides y ciclosporina o tacrolimus. Si el paciente presentara toxicidad por el
anticalcineurinico, se complementaria con la adicion de micofenolato mofetilo (reduciendo
la dosis del farmaco toxico) o se sustituiria en funcidon del grado de neurotoxicidad o
nefrotoxicidad alcanzada. La adicion de micofenolato a los esteroides y ciclosporina o
tacrélimus constituye la segunda terapia mas frecuentemente utilizada, denominada triple
terapia inmunosupresora. En el caso de que se requiera la adicién de basiliximab o

anticuerpos anti-CD3, para evitar el uso de farmacos nefrotdxicos en pacientes con
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disfuncidn renal, se afiadira a cualquiera de las terapias anteriores disminuyendo la dosis de
anticalcineurinico.

Para el tratamiento del rechazo agudo se emplea el ajuste de dosis de
anticalcineurinico, la adicién de micofenolato o inhibidores de mTOR a la doble terapia, el
intercambio de anticalcineurinicos o finalmente el rescate con esteroides o anticuerpos
monoclonales tipo basiliximab.

En la terapia de mantenimiento (desde el tercer mes) se busca disminuir o retirar los
farmacos mas toxicos: retirada de esteroides en la doble o triple terapia (baja dosis de
anticalcineurinico con micofenolato o inhibidores de mTOR) o administracién de

micofenolato, inhibidores de mTOR o ambos.

2.4. Complicaciones del trasplante

2.4.1. Dafio por isquemia-reperfusion (IR)

Este es un fendmeno de dafio celular exacerbado, causado por la restriccion temporal
del flujo sanguineo a los tejidos (con la consiguiente falta de aporte de oxigeno y
nutrientes) y el posterior restablecimiento del mismo, que constituye una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en pacientes trasplantados. Las lesiones hepaticas
derivadas son el resultado de la combinacion de dafios provocados por la isquemia fria
(previa al trasplante durante la preservacion del organo ex-vivo) y la isquemia caliente
(previa a la restauracion del flujo tras el del trasplante). La isquemia fria se caracteriza por
la afectacion de las células endoteliales sinusoidales (CES) y la alteracion de la
microcirculacién, mientras que en la isquemia caliente se produce la lesion sobre
hepatocitos debida a la citotoxicidad desencadenada por las células de Kuppfer (CK) [20].

Existe una etapa temprana y otra tardia en el proceso de dafio por IR. La primera
ocurre en las primeras 6 horas posteriores a la reperfusion, estd mediada por CK,
hepatocitos y CES, y se debe a la entrada de las células en anaerobiosis durante la
isquemia, reduciéndose la fosforilacion oxidativa que altera el equilibrio redox del higado
[21, 22]. La fase tardia ocurre tras las 6 primeras horas, y el dafio hepéatico es consecuencia

30



Introduccién

de la produccion de citoquinas y quimioquinas e infiltracion leucocitaria en el tejido
hepatico [21, 23]. El resultado final de todos los mecanismos moleculares activados sera la

muerte celular por apoptosis 0 necrosis.

2.4.1.a. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Como consecuencia de la falta del aporte de oxigeno durante la isquemia, se reduce la
produccion de ATP, blogueandose la funcion de la bomba Na'/K* ATP-dependiente en
hepatocitos, CK y CES. Aumenta el Na* intracelular y la entrada de agua produciendo el
hinchamiento de los hepatocitos y el estrechamiento de la luz de los sinusoides hepaticos.
En estas condiciones, tres mecanismos principales desencadenan la produccion de ROS: la
conversion de xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa por el aumento de los productos
de degradacion del ATP, la activacion de NADPH oxidasa de las KC y CES, y el
desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones mitocondrial [24]. Por esta
produccion de ROS, disminuye la funcion de la enzima &xido nitrico sintasa (CNOS)
constitutiva en las CES, liberando menos oxido nitrico (NO), que es un potente
vasodilatador, agravando el estrechamiento de la luz sinusoidal [25].

Las ROS dafian las membranas lipidicas (plasmaticas e intracelulares), contribuyendo
a la entrada de agua en la célula, el hinchamiento de la misma y su muerte por necrosis y
apoptosis [26].

Colateralmente, este proceso implica la liberacion de potentes vasoconstrictores como

endotelina y tromboxano A2 [27].

2.4.1.b. Factores humorales: sistema del complemento y citoquinas

El sistema del complemento est4 implicado en la induccion de sintesis de ROS sobre
las CK, en la activacion de estas células y de los neutrofilos, que retroalimenta la
generacion de mas ROS y en la acumulaciéon continuada de neutrofilos en el higado

durante la reperfusion [28].
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Respecto a las citoquinas y quimioquinas, existe una compleja red de interacciones
que inician y propagan el dafio por IR en el higado isquémico. La principal citoquina que
desencadena la cascada proinflamatoria es el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)
producido por las CK activadas. En un estado en el que se promueve la sintesis de ROS,
estas especies potencian las sintesis de TNF-a que Se unird a su receptor especifico en la
superficie de los hepatocitos, y estimula la sintesis de la proteina chemokine epitethelial
neutrophil activating protein-78 (ENA-78), la sintesis de ROS, la expresion en superficie
de CD95 (que conduce a la apoptosis celular y actia de ligando de las células NKT
promoviendo la destruccion directa de los hepatocitos), la activacion del factor de
transcripcion NF-«B y la activacion de la kinasa activada por mitégenos (MAPK) c-Jun N-
terminal (JNK). Por otro lado TNF-a estimula la expresion de las moléculas de adhesion
ICAM-1 y VCAM-1 y P-selectina. Todo conduce al reclutamiento de neutrofilos en el
higado post-isquémico y al dafio directo sobre las células hepaticas [29].

Ademas de TNF-a, otras multiples citoquinas se encuentran implicadas en el dafio por

IR. Las de mayor relevancia quedan resumidas en la Tabla 5 [27].

Tabla 5. Principales citoquinas implicadas en el dafio hepatico por IR

Citoquina Fuente celular Efecto en el higado
INF-y Linfocitos T, células NKT, hepatocitos = Incrementa el dafio IR*
IL-1p CK Incrementa el dafio IR
IL-18 CK Incrementa el dafio IR
VEGF CK, linfocitos T, CES, hepatocitos Incrementa el dafio IR

CK: células de Kuppfer; VEGF: factor de crecimiento vascular-endotelial; CES: células
endoteliales sinusoidales; NKT: células natural killer T.

*En condiciones de dosis farmacoldgicas reduce el dafio IR.

Todas estas moléculas implicadas finalmente conduciran a la expresién de otras
moléculas que promoveran el dafio por IR o bien contribuiran a estimular el mismo:
factores de transcripcion (proteina activadora-1 [AP-1]), factores de choque térmico,
factores de transduccion de la sefial y activacion 3y 6 (STAT-3 y STAT-6), antioxidantes

(superoxido dismutasa, glutation), moléculas de adhesion (ICAM-1, E-selectina), enzimas
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inflamatorias inducibles (ciclooxigenasa 2 [COX2], éxido nitrico sintasa inducible
[INOS]), moléculas de sefalizacion intracelular (Akt), proteinas antiapoptéticas (Bcl-
2/Bcl-x) y quimioquinas (ENA-78, CINC, IP-10, MCP). En dltima instancia, se dirigira la
acumulacién y reclutamiento de neutréfilos, macréfagos/monocitos y linfocitos T en el

higado bajo IR [27].

2.4.1.c. Sefales de dafio enddgeno

Las células que se encuentran bajo condiciones de estrés o dafiadas liberan
activamente componentes intracelulares o de la matriz extracelular. Estas moléculas
denominadas patrones moleculares asociadas a dafio (DAMPS) contienen estructuras
comunes reconocidas por receptores especificos que inician y propagan una respuesta
inflamatoria.

Los principales receptores de reconocimiento de patron (RRP) implicados en el dafio
por IR son los Toll-like receptors (TLR), especialmente TLR4 y el receptor para productos
finales de glicosilacion avanzada (RAGE).

TLR4 se expresa en mdltiples subtipos celulares y su activacion por un ligando
conducird a la expresion de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y otros mediadores
inflamatorios, como factores de transcripcion (NF-xB, AP-1 0 STAT), la kinasa JNK y a la
generacion de ROS [30]. No obstante, recientes publicaciones han mostrado la implicacion
de TLR9 en la mediacion del dafio por IR tras su activacién por sus ligandos HGMBL1 o
ADN celular [31].

RAGE se expresa principalmente en células dendriticas y CK. El dafio hepatico
supone la sobreexpresion de RAGE y la liberacion de su ligando HGMB1 por los
hepatocitos dafiados. HGMBL activara a RAGE y con este, una cascada de sefializaciones
que conducen a la expresion de JNK/ERK que incrementan la expresion del factor de
transcripcion de crecimiento temprano inducible-1 (Erg-1). Erg-1 coordinara la expresién
de familias génicas que promueven el reclutamiento de células inmunoldgicas al higado

post-isquémico [32]. La activacion de RAGE, mediante otros ligandos, activa otras vias
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intracelulares que finalizan en la estimulacion de mediadores proinflamatorios (p-
38MAPK) y factores de transcripcion (STAT-3, AP1) con la consiguiente expresion de

citoquinas proinflamatorias como TNF-a [33].

2.4.1.d. Dafio mediado por células

El principal subtipo celular implicado en el dafio por IR son las CK, activadas por las
ROS vy por el sistema del complemento. Las CK activadas generan directamente ROS y
producen IL-1B y TNF-o, que activan la migracion de neutréfilos y linfocitos T CD4" al
higado (promovida también por la metaloproteinasa-9 liberada de la matriz extracelular)
donde estimulan la sintesis de ROS por los hepatocitos y CES, y de moléculas de adhesién
por los hepatocitos alimentando la agregacién leucocitaria y plaquetaria.

Los linfocitos T CD4" activados liberan IL-17 e INF-y, que activan a las CK
(activacion reciproca entre CK y linfocitos T CD4"), a los hepatocitos y a las células NKT.
Estas ultimas, dafian directamente el tejido hepéatico y ademas sintetizan INF-y que
retroalimenta la activacion de CK y hepatocitos [34].

Las moléculas de adhesion expresadas en la superficie de hepatocitos y CES (VCAM-
1 e ICAM-1), permiten la migracion de los neutrofilos a través del endotelio, accediendo al
parénquima hepatico donde generan ROS y liberan el contenido de sus vesiculas

citotoxicas con enzimas capaces de degradar los hepatocitos y la matriz extracelular [35].

2.4.2. Rechazo del injerto

Se define el rechazo del injerto como el fallo del mismo debido a la respuesta
inmunolégica por parte del receptor del trasplante. Mientras las técnicas quirdrgicas, la
terapia inmunosupresora y la preservacion del érgano han mejorado la supervivencia del
paciente y han permitido la expansion del trasplante hepatico como opcion terapéutica, el
rechazo del injerto se ha convertido en uno de los principales problemas asociados al
trasplante, representando una importante causa de disfuncion del injerto y pérdida del

mismo.
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En el proceso de rechazo se ven implicados multiples mecanismos inmunoldgicos tras
el reconocimiento por los linfocitos T de antigenos extrafios en el injerto trasplantado.
Desde este punto, se desencadenarian respuestas celulares y humorales dirigidas a la
destruccion del injerto, potenciadas por las citoquinas y otros factores solubles que inducen
la sobreexpresion de moléculas de histocompatibilidad que retroalimentan la activacién
inmune.

En el trasplante hepatico, la respuesta inmune se dirige predominantemente frente al
endotelio vascular y al epitelio de los conductos biliares, aunque los mecanismos
moleculares exactos no estdn completamente esclarecidos [36, 37]. Los diversos tipos de

rechazo se describen a continuacion.

2.4.2.a. Rechazo hiperagudo (RH)

Ocurre entre las primeras horas y la primera semana y estd mediado por anticuerpos
preformados en el receptor especificos frente al donante. Estos anticuerpos se dirigen
frente a la vasculatura causando dafio endotelial con activacion del sistema del
complemento, vasoespasmos, trombosis y necrosis del tejido hepatico. EI RH no es muy
comun en trasplante hepatico en comparacion con renal o cardiaco. No se conoce muy bien
el motivo de la resistencia hepatica al rechazo hiperagudo, pero podria deberse al secuestro
de estos anticuerpos circulantes por las CK o por antigenos de histocompatibilidad solubles

en la circulacién.

2.4.2.b. Rechazo celular agudo (RCA)

Aparece entre el dia 5 y 30 post-trasplante, aunque se desarrolla con mayor frecuencia
tras la sexta semana. Su presentacion es comun en pacientes con terapia inmunosupresora
inadecuada, pacientes pediatricos 0 en pacientes con anticuerpos donante-especificos o
pruebas cruzadas positivas. Conforme transcurre el tiempo post-trasplante la incidencia de

este tipo de rechazo se reduce.
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El RCA se caracteriza por 1) inflamacion portal celular mixta, aunque
predominantemente de células mononucleares (blastos o linfocitos activados) neutrofilos y
eosindfilos, 2) inflamacién subendotelial portal y/o de venas hepéticas terminales y 3)
inflamacidn y lesion de los conductos biliares.

Existen tres grados de rechazo celular agudo, leve, moderado y severo, variando entre
ellos la gravedad del mismo y los hallazgos clinicos e histopatoldgicos. En general la
extension y severidad de la inflamacion portal permite diferenciar el RCA leve del
moderado, mientras que la inflamacién perivenular y la presencia de necrosis es distintiva

del RCA severo.

2.4.2.c. Rechazo cronico (RC)

Consiste en un dafio silente y progresivo del injerto hepatico que lleva finalmente al
fallo del o6rgano trasplantado. A diferencia de otros trasplantes de drgano sélido, en el
higado se considera un proceso potencialmente reversible debido a las caracteristicas
inmunobioldgicas de este tejido y a la capacidad regenerativa de los conductos biliares
(principal diana de este tipo de rechazo).

Normalmente se desencadena en pacientes con episodio terminal de un RCA no
resuelto, presencia de multiples RCA vy afectacion del endotelio sin previa identificacion
clinica de RCA. Independientemente del origen suele cursar con colestasis progresiva y

aumento importante de las enzimas hepaticas.

2.4.3. Infecciones

Las complicaciones infecciosas representan en la actualidad una de las principales
causas de morbilidad en los receptores de trasplante hepatico. Hasta un 80% de los mismos
desarrollaran al menos un episodio, que en la mayoria de los casos seréd superado. Pero en
estos pacientes, sometidos a importantes condiciones de inmunosupresion, las infecciones

oportunistas son una de las principales causas que conducen al fallecimiento en los tres
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primeros afios tras el trasplante [38, 39]. La figura 4 representa el cronograma de aparicion

de infecciones.

!’ostol_)eratorlo Inmunosupreslén maxima Inmunosupresion
inmediato 1 1 moderada
I 1
i H
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Figura 4. Cronograma de complicaciones infecciosas tras el trasplante hepatico. La figura
muestra un esquema de la aparicion con el tiempo de las diferentes infecciones mas frecuentes en el

periodo post-trasplante. (Adaptado de Salavert M. et al. [40]).

Las infecciones mas frecuentes son de etiologia bacteriana, con la mayor incidencia en
el primer mes post-trasplante [41]. Las mas comunes son las infecciones en la herida
quirdrgica, intra-abdominales, bacteriemias (predominantemente gram positivas),
infecciones del tracto urinario e infecciones respiratorias. Los principales factores de riesgo
para estos tipos de infecciones son la hospitalizacion prolongada, la manipulacién del
sistema biliar y el requerimiento de procesos quirurgicos, especialmente los invasivos [42].

Las infecciones virales pueden desarrollarse a lo largo de todo el periodo post-
trasplante aunque predominan en el primer semestre, aunque existen influencias
estacionales (virus influenza, parainfluenza...). Debido a que una de las principales causas
de trasplante hepatico es la infeccion por VHB o VHC, estos son los principales virus
implicados, junto con los herpesvirus Citomegalovirus (CMV) y en menor proporcién

Varicela-Zoster y Herpes-Simplex [43].
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Las infecciones de origen fungico predominan durante los primeros meses post-
trasplante, sobre todo cuando las condiciones de inmunosupresion son mas estrictas. Los
hongos mas comunes son las diversas especies de Candida, seguidas de Aspergillus y en

ultima instancia los responsables de las mucormicosis (Rhizopus, Absidia...) [44].

2.4.3.a. Citomegalovirus (CMV)

La infeccion por CMV es frecuente y contribuye de forma significativa a la morbilidad
y mortalidad de los pacientes mediante mecanismos directos e indirectos.

CMV es un herpesvirus ubicuo, con el que casi la totalidad de la poblacién ha entrado
en contacto en algin momento de la vida. En individuos inmunocompetentes pasa
generalmente inadvertido o se manifiesta como sindrome mononucledsico febril, pero es
en pacientes inmunodeprimidos (trasplantados) cuando desencadena una elevada
morbilidad y mortalidad [45].

Debido a su extraordinaria capacidad de evadir la respuesta inmune, queda latente en
las células infectadas, que actian de reservorio (principalmente en celulas endoteliales y
macrofagos), esperando ser reactivado en situaciones de stress celular o de liberacion de

citoquinas, o esperando a ser transferidas a través del 6rgano donado [46].

e Inmunidad celular y humoral

En la infeccién primaria se generan anticuerpos especificos frente a diferentes
proteinas del tegumento (pp65), glicoproteinas de la envoltura del virus (gH, gB, gL...) o
proteinas no estructurales (IE1). No estd muy clara la funcion de estos anticuerpos, aunque
recientes estudios indican que actdan limitando la diseminacion del virus y las
manifestaciones clinicas [47].

En cuanto a la respuesta celular, las células T y las células NK son las principales
implicadas en el control de la replicacibn CMV y prevencion de la infeccion. Las
particulas virales intracelulares son degradadas por el proteasoma, transportadas al reticulo

endoplasmico y presentadas por las MHC-I a los linfocitos T CD8" citotoxicos (CTLS)
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desencadenado su respuesta citotoxica. Ademas de la liberacion de sus granulos citotoxicos
en la célula diana, el CTL libera las citoquinas proinflamatorias INF-y y TNF-a, que
activaran a los fagocitos e induciran la inflamacion manteniendo la respuesta en el tiempo.
Las células NK reconocen aquellas células que no expresan en superficie MHC y
liberan el contenido de sus granulos citotoxicos en ellas. Ademas también son fuente
importante de INF-y, contribuyendo al mantenimiento de la respuesta hasta la eliminacién
del virus [48]. Tanto la respuesta humoral como la celular por la mediada por CTLs y
células NK, se potenciaran y mantendran por la accion de los linfocitos T CD4" activados

via MHC-11 [49].

e Evasion de la respuesta inmune

Entre el 10-20% de los genes de CMV codifican para proteinas homologas a las del
sistema inmune humano, incluyendo moléculas MHC, citoquinas y quimioquinas y

receptores solubles e integrales intracelulares y extracelulares [50, 51] (Tabla 6).

Tabla 6. Genes de CMV implicados en la evasion del sistema inmune

Gen CMV Homélogo humano Funcion

Inhibicion de células T y NK con el receptor
UL18 MHC-I NKG2D/CD94 (linfocitos Tyd, células de memoria, CD,
células B y monocitos)

Receptor de quimioquinas que actlia secuestrandolas e

UL33, US27, US28 CCR1 S B
impidiendo su funcion

UL78 CCR1 Promueve la inflamacion y migracion leucocitaria

Inhibe IL-12, INF-y y CDs, impide el desarrollo de las
UL1lla IL-10 ) »
células By PBMCs y reduce la expresion de MHC
UL 144 Superfamilia Impide la segunda sefial de la interaccion antigeno-
TNFR anticuerpo e inhibe vias apoptoticas

UL146, UL147 IL8 Promueve la inflamacion y migracién leucocitaria

Un Fc Aclaramiento de anticuerpos especificos frente a CMV

NK: células NK; CD: células dendriticas; PBMCs: células sanguineas periféricas mononucleares; TNFR:

receptor para factor de necrosis tumoral.
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Estos genes permitiran a CMV:

1) reclutar mas células inmunes para propagar la infeccion.

2) modular la respuesta inmune inhibiendo la expresion en superficie de MHC (tanto
la presentacion antigénica como la lisis mediada por las células NK).

3) regular la lisis celular, inhibiéndola para mantener la infeccion, o favoreciéndola

para propagar particulas virales.

e Impacto clinico en el trasplante

El impacto directo ejercido por CMV sobre el paciente trasplantado es el resultante de
la infeccidn que puede manifestarse como sindrome viral leve (fiebre y mielodepresion) o
como enfermedad tisular invasiva (colitis, gastroenteritis, esofagitis o hepatitis). La
hepatitis por CMV es comun en el trasplante hepatico, con la complicacion afadida de
presentar clinica compartida con el rechazo agudo del injerto. Su diferenciacion requerira
en la mayoria de los casos biopsia del injerto para demostrar la invasion tisular, con los
riesgos afadidos que este procedimiento supone. Estos efectos directos ocurren
principalmente durante los 3 primeros meses post-trasplante y presentan una incidencia
muy superior en pacientes seronegativos que reciben un Organo seropositivo,
considerandose esta poblacion como la de mayor riesgo, que requiere una terapia
profilactica con ganciclovir o valgancilovir [46].

Los efectos indirectos de CMV son debidos a su capacidad inmunomoduladora, ya que
es capaz de promover la sobreexpresion de alo-antigenos, incrementando el riesgo de
desencadenar rechazo del injerto agudo y cronico. Diversos estudios han relacionado la
infeccion por CMV con el desarrollo de sindrome de destruccion biliar, colestasis cronica y
en ocasiones rechazo agudo del injerto. La infeccion por CMV también ha sido relacionada
con procesos de trombosis arterial hepatica resultante de la infeccion de las células
endoteliales vasculares, ademas de la predisposicion a otras infecciones oportunistas [52,

53].
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2.4.4. Otras complicaciones

2.4.4.a. Enfermedad del injerto contra huésped (EICH)

La enfermedad del injerto contra el huésped es el proceso resultante del “ataque” al
paciente inmunosuprimido de las células inmunocompetentes transferidas con el injerto
trasplantado. En torno a 10°-10™ linfocitos del donante permanecen en el tracto portal y
parénquima hepaticos y con el trasplante colonizan al receptor y reconocen sus tejidos
como extrarios.

Es un proceso ampliamente estudiado en el trasplante de médula dsea, sin embargo en
el trasplante de 6rgano sélido representa una incidencia del 0.2-1%, aunque se estima una
mortalidad superior al 75%, presentandose entre la 2 y 6 semanas tras el trasplante [54]. La
EICH puede ser clasificada por presentacion humoral o celular y en un proceso agudo o
crénico segun el momento post-trasplante en el que suceda y la actividad inmunitaria
desencadenada.

La presentacion humoral, se caracteriza por la presencia de hemolisis y fiebre y suele
darse en casos de trasplante bajo incompatibilidad ABO. ElI EICH celular, se produce
cuando las células inmunocompetentes del donante se activan y expanden, cargando una
respuesta celular normalmente frente a las moléculas MHC, resultando en una enfermedad
multisistémica con tasas de mortalidad elevadas [55].

El proceso es agudo cuando ocurre en los 100 primeros dias post-trasplante y se
caracteriza por la lesion de los conductos biliares intraepiteliales con infiltracion ocasional,
necrosis intraluminal e inflamacion del tracto portal leve [56, 57].

La EICH tipo crdnica aparece tras los 100 dias post-trasplante y las lesiones
histopatol6gicas son similares a las de EICH agudo, pero difieren en la extension de las
mismas. Los conductos biliares intraepiteliales son reducidos o estan ausentes, existe
inflamacion portal con infiltracion de linfocitos y células plasmaticas acompafiada de

fibrosis y en ocasiones inflamacion o hasta necrosis periportal [57, 58].
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2.4.4.b. Complicaciones especificas

En el trascurso de las primeras semanas post-trasplante, pueden aparecer otras
alteraciones que requieran atencion especializada. La Tabla 7 muestra las complicaciones

no infecciosas ni inmunoldgicas mas frecuentes [59].

Tabla 7. Otras complicaciones del trasplante hepatico

Complicaciones respiratorias Enfermedad cardiovascular
Neumonia Hipertension

Edema pulmonar Isquemia miocardica

Sindrome de distrés respiratorio agudo Valvulopatia

Hipertension portopulmonar Miocardiopatia

Sindrome hepatopulmonar Complicaciones neurolégicas
Diabetes mellitus Convulsiones

Coagulopatias Hemorragia del sistema nervioso central
Insuficiencia renal Mielindlisis pontina central

3. LAINMUNIDAD INNATA

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del huésped frente a las agresiones
externas. Estd constituida por componentes celulares (macr6fagos, monocitos, células
dendriticas, neutrofilos o células Natural Killer “NK” entre otras) y componentes solubles
(sistema del complemento, pentraxinas, ficolinas, etc) en un estado basal plenamente
funcional, preparados para responder de forma inmediata a las agresiones (“innatos”).
Ejerce un control permanente (vigila, controla y elimina) y ademas de responder a la
agresion provocada por patdgenos y a los procesos de dafio celular, provee un conjunto de
sefiales indispensables para la activacion y orientacion de la posterior respuesta inmune
adaptativa. Estas respuestas se desencadenaran por el reconocimiento de moléculas
extrafias o sefiales de dafio celular a través de receptores celulares y solubles, y a través del

reconocimiento de células extrafias por las células NK [60].
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En el contexto del trasplante, bajo las condiciones de inmunosupresion generalmente
dirigidas a tratar de limitar la respuesta inmune adaptativa, la “defensa global” del receptor
de trasplante recaera en mayor proporcion sobre la inmunidad innata (Fig. 5):

- responderd frente a las agresiones resultantes del proceso de IR caracteristico del
trasplante.

- iniciara y orientara la respuesta adaptativa activando a linfocitos Ty B, y generando
memoria inmunoldgica, ambos desencadenantes del desarrollo de rechazo del injerto como
complicacion post-trasplante.

- se encargara del control de infecciones, que determinan el estado proinflamatorio y la
posterior respuesta antigeno-especifica mediada por linfocitos T y B, la cual influira en la

supervivencia de injerto y paciente.
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Figura 5. Vias moleculares de la inmunidad innata activadas tras el trasplante hepético. La figura
muestra una representacion esquematica de los eventos desencadenados por el dafio IR y la presencia de
infecciones tras el trasplante. (Adaptado de Brennan TV. et al. [61]).

IR: isquemia-reperfusién; PAMPs: patrones moleculares asociados a patdégeno; DAMPs: patrones
moleculares asociados a dafio; PRR: receptores de reconocimiento de patron; sPRR: receptores solubles

de reconocimiento de patron; MHC: complejo principal de histocompatibilidad.
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La evolucién del trasplante dependera del estado del injerto, de la complejidad del
procedimiento quirdrgico, de las posibles complicaciones posteriores y de las
caracteristicas intrinsecas del receptor, y de todos estos Unicamente el perfil del receptor
puede ser evaluado previamente al trasplante. En este sentido el estado funcional de la
inmunidad innata propio de cada paciente, ejercera una relevante influencia en la evolucion
del trasplante. Este estado funcional estara definido en parte por el repertorio genético que
posean los componentes constituyentes de la misma, de esta forma, el repertorio genético

de la inmunidad innata influira en la evolucion del paciente trasplantado.

3.1. Reconocimiento de patrones moleculares mediante receptores

En el contexto de la infeccidén la respuesta inmune innata se desencadena tras el
reconocimiento de patdgenos a través de estructuras altamente conservadas, caracteristicas
y exclusivas de los microorganismos denominadas patrones moleculares asociados a

patdgeno (PAMPs) (Tabla 8).

Tabla 8. Patrones moleculares asociados a patégeno (PAMPS)

Estructura molecular Patogeno

Acidos nucleicos ssRNA Virus
dsRNA Virus
CpG Virus, bacteria
Proteinas Filina Bacteria
Flagelina Bacteria
N-formilmetionina Bacteria
Lipidos de la Pared celular LPS Bacteria Gram -
Acido Lipoteicoico Bacteria Gram +
Carbohidratos Manano Hongos, bacterias
Glucanos tipo Dectina Hongos

ssSRNA: RNA de cadena simple; dsRNA: RNA de doble cadena; CpG: citidina-guanina

dinucledtido; LPS: lipopolisacarido bacteriano.
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Estos patrones moleculares generalmente son esenciales para la supervivencia de los
microorganismos, de esta forma el sistema inmune asegura que los patdgenos no
desarrollaran mecanismos para evadir la respuesta inmune “modificando o eliminando”
estos PAMPs [62-64].

Ademas, el sistema inmune innato es capaz de reconocer moléculas constituyentes o
liberadas por las células dafiadas o en proceso de muerte celular denominadas patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs) (Tabla 9). Mediante este reconocimiento el
sistema inmune es capaz de reaccionar frente la inflamacion estéril (procesos isquémicos o
quirdrgicos, traumas, drogas farmacolégicas, etc). Incluso en determinadas situaciones las
células sanas liberarian estas moléculas para potenciar la respuesta inmune frente a

infecciones [62-64].

Tabla 9. Patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS)

Estructura molecular

Proteinas inducidas por estrés HSPs
Cristales Urato monosédico
Proteinas nucleares HMGB1

HPS: proteina de choque térmico; HMGB1: grupo de alta movilidad box1.

Tanto PAMPs como DAMPs, serén reconocidos por los receptores de reconocimiento
de patron (RRP) localizados en fagocitos, células dendriticas y células epiteliales
principalmente. Estos receptores estan codificados en la linea germinal y presentan un
repertorio limitado.

Los RRP se localizan en la superficie celular, membranas endosémicas o en el
citoplasma celular, asegurando el reconocimiento extra e intracelular. Ademas de los
receptores propiamente dichos, existe una tercera categoria de moléculas secretadas que
reconocen la superficie de los microbios. Estas moléculas solubles activaran el sistema del
complemento u opsonizaran el patdgeno, permitiendo el aclaramiento de microbios de la
sangre u otros fluidos mediante el estimulo de la fagocitosis o activando mecanismos de

destruccion.
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Todo este sistema de reconocimiento especifico frente a estos patrones, evita que el
sistema inmune desencadene respuestas frente a las células sanas. Ademas existe un
potente sistema de regulacion mediado por proteinas expresadas por células sanas que

previene la activacion del sistema inmune innato cuando no es necesario.

a) Receptores trans-membrana y citosolicos:

e Receptores tipo Toll-like (TLRs): se describen mas adelante.

e Receptores tipo nucleotide oligomerization domain (NOD)-like (NLRs):
Proteinas citosdlicas que presentan un dominio c-terminal con repeticiones de Leucina
responsable de detectar el ligando, un dominio central NACHT que permite la auto-
oligomerizacion y un dominio N-terminal transductor de la sefial al ntcleo. Este dltimo
puede ser un dominio de reclutamiento de caspasas, un dominio baculovirus inhibidores de
repeticiones, un dominio pirina o un dominio acido de transactivacion determinando la
subfamilia a la que pertenece NLRA, NLRB, NLRC y NLRP respectivamente. Reconocen
diversas estructuras de bacterias gram negativas y positivas, y ademas los DAMPS
cristales enddgenos, pérdida de integridad de la membrana celular y la disminucién del K+

intracitoplasmatico [62, 65].

e Receptores tipo RIG-like (RLRs): Actian como sensores intracelulares de RNA
viral mono o bicatenario. Contienen dos dominios N-terminal reclutadores de caspasas que
conduciran finalmente a la expresion de los factores de transcripcion IRF3 e IRF7 y la
expresion de los Interferones tipo | antivirales. Otros RLRs pueden ejercer sus funciones

efectoras a través del factor de transduccion NF-«B [65, 66].

o Receptores C-type lectin-like: Se localizan en diversos tipos celulares
(macrofagos, células dendriticas o ceélulas tisulares) o como receptores solubles.
Reconocen azucares terminales en la superficie de los microorganismos (receptores de
manosa) y carbohidratos de los hongos (receptores dectina 1 y 2) desencadenando la
inflamacién y la respuesta inmune adaptativa. Ademas los receptores de manosa poseen

una via propia para la activacion del sistema del complemento [62, 63, 67].
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e Receptores scavenger: Proteinas de la superficie celular que eliminan de la
circulacion las lipoproteinas oxidadas, promueven la fagocitosis de patégenos y actlan
como co-receptores de determinados TLR potenciando su respuesta frente a &cido
lipoteicOico o lipopétidos. Reconocen gran diversidad de estructuras moleculares: LPS,

acido lipoteicoico, acidos nucleicos, B-glucanos o proteinas [62, 63].

e Receptores N-formil-met-leu-phe (FPR y FPRL1): Se expresan en neutréfilos y
macrdfagos y reconocen péptidos bacterianos con el residuo N-formil-met-leu-phe. Este
reconocimiento estimula la migracién celular actuando como uno de los primeros y mas

potentes quimioatrayentes para los leucocitos [62, 63].

b) Receptores solubles:
e Sistema del complemento: se describe mas adelante.

e Pentraxinas: La proteina C reactiva (PCR) y al amiloide P reconocen moléculas
fosfolipidicas de la membrana bacteriana y células apoptoticas. PTX3 reconoce moléculas
de origen fungico, bacterias gram positivas y negativas, y virus. Todas acttan recubriendo
patdgenos o células dafiadas y activando el sistema del complemento mediante la via

clasica [62, 68].

e Colectinas: Grupo de moléculas con dominio lectina tipo C. El representante es la
lectina de union a manosa (MBL) que une carbohidratos con manosa terminal de
patdgenos actuando como opsonizante. Ademas presenta una via propia de activacion del

sistema del complemento [62, 63].

e Ficolinas (P, My H): Grupo de moléculas con dominio fibrindgeno. Opsonizan y
activan el sistema del complemento de forma similar a MBL, pero sus ligandos son N-

acetilglucosaminas y acido lipoteicoico (pared celular de gram positivas) [62, 68].

Debido a su relevancia en el presente trabajo, los receptores Toll-like receptor 4 como

representantes de los receptores transmembrana, y el factor C3 del sistema del
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complemento como representante de los receptores solubles, se describen en apartados

independientes.

3.1.1. Toll-like receptor 4 (TLRA4)

La familia de receptores TLR representa los receptores de reconocimiento de patron
“modelo”. Se encuentran ampliamente conservados y expresados en multiples subtipos y
localizaciones celulares que aseguran el reconocimiento de una gran variedad de productos

microbianos y ligandos enddgenos indicadores de dafio celular (Fig. 6).
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Figura 6. Localizacion, ligandos y vias de sefializacion de los receptores TLR. La figura muestra
los receptores y su localizacion en la célula, asi como sus ligandos y las moléculas adaptadoras
necesarias para que se desencadenen sus correspondientes vias de activacion. (Adaptado de Netea
MG. et al. [69]).

Toll-like receptor 4 fue descrito en 1997 como el primer receptor homologo al
receptor Toll de Drosophila melanogaster identificado en mamiferos [70]. Actualmente se
han identificado en humanos 11 TLRs diferentes de los que se han caracterizado

funcionalmente 9.

TLR4 ha sido uno de los receptores mas ampliamente estudiados y caracterizados, y

debido a los multiples y diversos ligandos que han sido identificados para el mismo, en la
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actualidad constituye uno de los primeros sensores innatos de la respuesta inmune, no sélo
frente a infecciones, sino también frente a procesos de inflamacion estéril desencadenados

por dafio celular [71].

3.1.1.a. Caracteristicas estructurales, localizacion y ligandos

Se encuentra codificado por el gen TLR4 localizado en la region cromosomica 9g33.1.
Consta de 10.176 pares de bases distribuidas en 3 exones que codifican para una proteina
de 839 aminoéacidos [72].

Se expresa principalmente en la superficie en células del sistema inmune (neutrdéfilos,
macrofagos, células presentadoras de antigeno), aunque recientemente se ha identificado
en multiples subtipos celulares expresados constitutivamente o inducidos en el curso de
infecciones o dafio celular.

Estructuralmente es una glicoproteina integral de membrana tipo | con 18 repeticiones
ricas en leucina (LRR) formando motivos LxXLXLXxXN (L: leucina; X: aminoacido; N:
asparagina) responsables de su especificidad, flanqueadas por residuos ricos en cisteina en
la region extracelular. En la cola citoplasmatica presentan el dominio homdlogo del
receptor Toll/IL1 (TIR) esencial para la sefializacion [71].

TLR4 es capaz de reconocer una importante diversidad de moléculas. Su principal
ligando es el lipopolisacarido (LPS) de la pared celular de bacterias gram negativas,
aunque también puede detectar DAMPs (HSP60, HSP70, oligosacaridos de heparan
sulfato, dominios extracelulares de fibronectina y fibrindgeno o fibrina extravasculares),
determinados grupos de proteinas de origen viral (proteina de fusion del virus respiratorio
sincitial, virus tumoral mamario murino o el virus de leucemia murino) e incluso moléculas
de taxol (fa&rmaco antitumoral) [73]. Esta variabilidad en el reconocimiento de moléculas
se cree que pueda deberse al reclutamiento de diversas moléculas accesorias que le permite

ampliar el espectro de ligandos [74].
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3.1.1.b. Vias de activacion

La union del ligando a TLR4 origina la homodimerizacion del receptor. A diferencia
del resto de receptores de su familia, TLR4 puede emplear 4 proteinas citosolicas
adaptadoras que contienen el dominio TIR: MyD-88 (myeloid differentiation primary-
response gene 88), TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-p (TRIF), MyD-88
adaptor-like protein (Mal) y TRIF-related adaptor molecule (TRAM), para iniciar dos tipos
de vias, dependiente e independiente de MyD-88 [75]. No esta completamente esclarecida
la secuencia de procesos para que TLR4 emplee ambos mecanismos competitivos. Los
estudios apuntan a la existencia de una fase temprana en la que se inicia la via MyD-88-
Mal que finaliza con la internalizacion del complejo, permitiendo que se inicie la segunda

via tardia mediada por TRIF [76, 77].

e Via dependiente de MyD-88 (Fig. 7):

Tras la dimerizacion de TLR4, MyD-88 a traves del adaptador Mal se asocia con el
dominio citoplasmatico de TLR4 y se reclutan secuencialmente las kinasas asociadas al
receptor de IL-1, IRAK4 e IRAK1/2 [78]. Estas kinasas se fosforilan e IRAK1/IRAK2 se
asocian con TRAF6 (TNF-receptor asociated factor 6) que actta como ligasa de ubiquitina
E3 y junto con el complejo de ubiquitinacion E2, catalizan la poliubiquitinacion de la
subunidad kinasa IkB (IKK) y el complejo modificador esencial de NF-xB (NEMO) de
TRAFG6 [79, 80]. TRAF6 reclutard a la kinasa TAK1 que podré iniciar dos vias:

-Via dependiente de IKK: TAK1 fosforila y activa las subunidades IKKa (kinasa
IxBa) e IKKP (kinasa IxBf) del complejo IKK. Estas subunidades fosforilan y activan a la
proteina inhibidora IxB que forma complejo con NF-kB. La activacion IkB produce su
degradacién via proteasoma, liberando a NF-xB y permitiendo su traslocacion de al nucleo,
donde se une a regiones promotoras y enhancer de genes codificantes para proteinas pro-

inflamatorias (IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a) [81, 82].

-Via de MAPK (mitogen-activated protein-kinase): TAK1 fosforila varios miembros

de kinasas MAP como MKK3, MKK4, MKK6 y MKK?7. Las MKK3/6 se fosforilan y
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activan a p38, mientras MKK4/7 activan la kinasa c-Jun N-terminal (JNK). Ambas sefales
activaran el factor de transcripcion activador de proteina 1 (AP1) que promovera la sintesis

de multiples proteinas proinflamatorias [83].

e Viaindependiente de MyD-88, TRIF-dependiente (Fig. 7):

Tras su dimerizacion, TLR4 se transporta al endosoma a través de la molécula
DYNAMIN, donde formaré el complejo con TRAM y TRIF [84] reclutadas en el dominio
citoplasmatico de TLR4. Posteriormente se desencadena la cascada en la que TRAF3 y
TANK unen las kinasas TKB1 e IKKe (kinasa IxBg) [85] que fosforilan a IRF3 (interferon
regulatory transcription factor 3) e IRF7 (interferon regulatory transcription factor 7). Estas
moléculas forman homo o heterodimeros, se traslocaran al nicleo y se unen a las
secuencias diana de ADN codificantes para INFs (INF-a, INF- entre otros) [86, 87]. NF-
kB, API1 y los IRF, constituyen el denominado enhanceosoma responsable de inducir la

expresion de INF-f3 [88].
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Figura 7. Vias de activacion de TLR4 [89]. a) Via MyD-88 dependiente que desencadena la
expresion de citoquinas proinflamatorias a través de los factores de transcripcion NF-kB y AP1. b).
Via MyD-88 independiente que permite la expresion de Interferones tipo 1 mediante las moléculas

IRF.
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3.1.1.c. Polimorfismos de funcionalidad reducida

La mayor variabilidad genética de TLR4 entre diferentes especies de mamiferos se
localiza en el dominio LRR involucrado en el reconocimiento de patrones moleculares
[90]. En humanos Unicamente se han descrito dos polimorfismos tipo SNP (Single
nucleotide polymorphism) con una frecuencia superior al 5% en poblacion caucasica,
Asp299Gly (rs4986790) y Thr3991le (rs4986791) [91]. El polimorfismo Asp299Gly
(Acido Aspartico/Glicina) resulta del cambio nucleotidico ¢.896A>G y Thr399lle
(Treonina/lsoleucina) se debe a la sustitucion c¢.1196C>T (GenBank Accession:
NM_138554.3) [92]. Debido a la cercania en la secuencia codificante presentan un elevado
desequilibrio de ligamiento, lo cual implica que en la mayoria de los casos existe
cosegregacion de los dos SNPs [93].

El grupo de Arbour fue el primero en observar una respuesta reducida a LPS inhalado
en presencia del polimorfismo Asp299Gly. Este grupo describio una activacion de NF-xB
disminuida en células THP-1 transfectadas con los alelos Asp299Gly/Asp299Gly en
comparacion con aquellas transfectadas con el alelo wildtype, y esta funcionalidad
reducida parecia ser el resultado de la modificacion de la estructura de la hendidura de
reconocimiento de TLR4 para LPS como consecuencia del cambio de aminoacido [94].
Este trabajo supuso el inicio de estudios genéticos de asociacion de estas variantes en
diversas patologias o condiciones fisiologicas. Los resultados mostrados por los diversos
grupos resultaron contradictorios, ya que mientras que una parte de estos trabajos no
identificaron ninguna asociacion, otra serie de estudios describio que la presencia de estos
polimorfismos parecia correlacionarse con una funcionalidad reducida frente a infecciones
(no so6lo gram negativas) y patologias autoinmunes, y simultdneamente parecian ejercer un
efecto protector frente a procesos inflamatorios (atopia, fiebre del heno) asi como frente a
procesos ateroscleréticos [95, 96]. Por otro lado, los diversos haplotipos resultantes de la
combinacion  presencia/ausencia de ambos  SNPs  (wt/wt;  wt/Asp299Gly;
Asp299Gly/Thr3991le; wt/Thr399l1le) podrian tener diferentes consecuencias fenotipicas y

funcionales para el receptor TLR4 [96].
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Los mecanismos moleculares que caracterizan la hiporreactividad de TLR4 como
consecuencia fenotipica, no han sido esclarecidos en la actualidad. Diversos estudios han
planteado diferentes hipotesis a lo largo del tiempo, como la expresion deficiente de TLR4
mutado, la activacion reducida de NF-«kB y citoquinas derivadas en respuesta a diversos
ligandos (LPS, Virus Respiratorio Sincitial o la proteina HSP60) o el impedimento de
interaccion de LPS con TLR4 [94-97]. Recientemente el grupo de Figueroa describio que
el polimorfismo Asp299Gly comprometia el reclutamiento de MyD88 y TRIF, y la
correcta dimerizacion de TLR4. Como consecuencia observaron una reduccion en la
activacion de las vias de NF-xB y p38 y en la expresion de IL-8 y TNF-a, y una
fosforilacion y activacion de IRF3 deficiente reduciendo asi la expresion de INF-f [98].

El mayor efecto de reduccion de funcionalidad se ha atribuido a Asp299Gly, el cual
se ha asociado con mayor predisposicion a infecciones y sepsis [99], severidad en
infecciones por Virus Respiratorio Sincitial principalmente en nifios [100], susceptibilidad
a tuberculosis en pacientes VIH [101] y susceptibilidad a enfermedad de Crohn o colitis
ulcerosa [102].

Los datos acerca del efecto funcional de Thr399lle son escasos debido a su baja
frecuencia en la poblacion (4% en poblacion europea) habiéndose asociado con una

disminucion moderada a la respuesta de LPS [103].

3.1.2. Papel de TLR4 en la inmunidad adaptativa y la respuesta inmune al trasplante

Tras la interaccion de los TLRs con sus ligandos se inicia una cascada de sefiales que
conduce a produccidn de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas e interferones. De esta
forma los TLRs pueden considerarse un “puente” entre la inmunidad innata y la adaptativa,
ya que inducen la maduracién de células dendriticas, la presentacion antigénica y el
reclutamiento y activacion de linfocitos T y B [104]. Estos procesos juegan un papel de

gran importancia en el rechazo y tolerancia de los injertos.

Los TLRs se expresan en las células hepaticas y en las células del sistema inmune
periféricas, lo que implica que en el contexto del trasplante hepatico tanto los genotipos del
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donante como los del receptor pueden jugar un papel funcional relevante. La anatomia del
higado supone ademés una llegada permanente de ligandos de TLR2 y TLR4 de origen
infeccioso. Por otro lado, en el proceso del trasplante se genera gran cantidad de DAMPs

agonistas principalmente de TLRA4.

En el higado sano predomina un ambiente de “tolerancia innata” debida a la expresion
y sefializacion reducidas de los TLRs particularmente en las células de Kupffer y los
macrofagos residentes en higado [105, 106]. El paradigma actual sobre el papel de los
TLRs en tolerancia y rechazo sostiene que la liberacion de PAMPs y DAMPs durante el
trasplante estimula la sefializacion a través de ellos, lo cual activa a las células dendriticas
hacia su maduracién, y conlleva un aumento de la presentacion de aloantigenos y por tanto
un aumento de las respuestas a antigenos del donante por parte de los linfocitos T
alorreactivos [107]. En modelos murinos de injertos de piel y corazon se ha demostrado
que la activacion de TLRs puede anular el bloqueo de sefiales coestimuladoras y activar la
inmunidad adaptativa con agonistas de TLR2, TLR3, TLR4 y TLR9 capaces de impedir la
supervivencia de los injertos [108], [109]. Se ha observado también que deleciones en
TRIF y MyD88 se asocian con supervivencias prolongadas de los injertos dérmicos en
ratones [110], y que TLR4, TLR8 y TLR9 contrarrestan los efectos supresores de las
células T reguladoras [111, 112]. Aunque estos resultados no se han confirmado en
modelos murinos 0 humanos de trasplante hepatico, colectivamente apoyan que la

sefializacion de TLRs juega un papel importante en la alorespuesta.

Existen evidencias clinicas que sostienen un papel importante de TLR2 y TLR4 en el
rechazo celular agudo del trasplante hepatico. En pacientes con rechazo celular agudo, en
contraste con los pacientes sin rechazo, se ha observado una expresion aumentada de TLR2
y TLR4 en monocitos circulantes tras sufrirlo, y que la expresion disminuye tras el
tratamiento del rechazo con esteroides [113]. Otro estudio observé una baja expresion de
TLR4 en monocitos del receptor antes del trasplante hepatico asociada a un riesgo
reducido de sufrir rechazo celular agudo [114]. Estos datos sugieren que el antagonismo

de TLR4 podria tener un papel terapéutico o profilactico en rechazo. Ademas la
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cuantificacion de la expresion de TLR4 en monocitos podria ser Gtil como biomarcador

predictivo de rechazo y para guiar una terapia personalizada.

En base a estos resultados, otros estudios han explorado el significado de los
polimorfismos de TLR4 en el trasplante. En trasplante renal y pulmonar, se ha observado
que los polimorfismos Asp299Gly y Thr399lle de TLR4 en los receptores se asocian con
sefializacion disminuida y una incidencia reducida de rechazo [115, 116], asi como
superior frecuencia de infecciones bacterianas severas y oportunistas en el caso del
trasplante renal. En trasplante hepético, el grupo de Eid y colaboradores [117] no encontro
ningun efecto de los polimorfismos de TLR4 en la evolucion del trasplante en pacientes
trasplantados por infeccion por VHC. Por el contrario, Dhillon observo que el genotipo de
TLR4 del receptor hepatico no influia en la funcidn hepética temprana del injerto, pero que
en pacientes infectados por VHC el polimorfismo Asp299Gly del receptor favorecia la
pérdida del injerto a largo plazo mientras que no tenia ningun efecto en pacientes no
infectados [118]. Un dltimo trabajo que ha estudiado la relacion entre polimorfismos en
TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR7 y rechazo celular agudo hepatico, demuestra
que el polimorfismo Leu412Phe en TLR3 en homocigosis se asocia con una frecuencia
reducida del mismo en pacientes con infeccion por VHC sin embargo no ha identificado

ningun efecto de los genotipos de TLR4 o del resto de los receptores TLR [119].

Por otro lado, datos recientes indican que los inmunosupresores utilizados en pacientes
trasplantados pueden tener un importante efecto en la sefializacion por los TLRs. Se ha
observado en particular que los inhibidores de la calcineurina, como ciclosporina o
tacrélimus, disminuyen la sefializacion por TLRs, de modo que su efecto reductor del
rechazo celular estaria mediado, ademas de por mecanismos dependientes de la inmunidad
adaptativa, por la inhibicién de la inmunidad innata. La consecuencia inmediata de esto
seria que los inhibidores de la calcineurina podrian inhibir también la respuesta innata en la
defensa frente a infecciones, lo cual podria repercutir de forma importante en la recurrencia

de enfermedades después del trasplante hepatico tales como la infeccion por VHC [106].
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Por ultimo debe sefialarse que en el dafio por isquemia reperfusion, que condiciona de
forma temprana la evolucion del injerto hepatico, parece jugar un papel importante sobre
todo el TLR4 expresado en las células de Kupffer [119, 120], dependiendo por tanto del
genotipo del donante del 6rgano, y que la expresion de TLRs en el injerto hepatico podria

ser también importante en los procesos de regeneracion hepética [106].

3.1.3. Factor C3 del sistema del complemento

El sistema del complemento fue descubierto en 1894 por Jules Bordet como un
componente plasmatico termolabil que aumentaba la opsonizacion y “complementaba” la
destruccion bacteriana mediada por anticuerpos [121].

Consta de al menos 30 proteinas plasmaticas solubles (aunque también existen
componentes expresados en la superficie celular) que se sintetizan fundamentalmente en el
higado. Una caracteristica esencial, es que parte de estas proteinas se encuentran inactivas
como zimoOgenos que requieren su activaciéon proteolitica. De esta forma, la sucesiva
cascada de activacion de zimogenos, genera una enorme amplificacion de productos
proteoliticos responsables de los mecanismos efectores.

El sistema del complemento es uno de los mecanismos efectores mas relevantes de la
inmunidad innata, en el que el factor C3 (C3) ejerce una funcién esencial. Las tres vias de
activacion del sistema del complemento convergen en C3 (Fig. 8) y de todos los
componentes de este sistema, es la proteina mas abundante en plasma (1,2mg/mL) y la méas
versatil y multifuncional, ya que ha desarrollado durante el proceso evolutivo la capacidad

de interaccionar de forma especifica con hasta 25 proteinas diferentes [122].
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Figura 8. Vias de activacion del sistema del complemento. Las tres vias de activacion mediante
anticuerpos (via clésica), ausencia de inhibicion de C3 (via alternativa) o reconocimiento de
manosas (via de lectinas) convergen en la escisicion de C3 (indicado en circulo azul) para formar la
convertasa de C3 [63].

3.1.2.a. Estructura, activacién y regulacion

El factor C3 se encuentra codificado por el gen C3, localizado en la regién
cromosomica 19p13.3. Estd constituido por 42.708 pares de bases distribuidas en 41
exones, que se traducen en una proteina de 1663 aminoacidos en su estructura primaria
[72]. Esta estructura primaria incluye el péptido sefial, constituido por 22 aminoéacidos y
las cadenas  y a que conforman propiamente la molécula C3. Tras las modificaciones
post-traduccionales, se elimina el péptido sefial y quedan tinicamente las cadenas B y o
unidas por diversos puentes di-sulfuro intra e inter-catenarios. Ademas se afiade un puente
tioéster esencial para desencadenar la cascada de activacion de C3 y para la interaccion con
otras moléculas [123]. C3 circula con esta estructura en el plasma como un zimégeno que

requerira su activacion proteolitica.
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e Activacion de C3 mediante la via clasica (Fig. 9):

El primer componente de esta via, C1q, se activa por anticuerpos formados en la
respuesta inmune adaptativa humoral que se encuentran unidos a sus antigenos especificos
[124].

Clg es un hexamero con cabezas globulares, que forma un complejo con dos
moléculas de C1r y otras dos de C1s. La unién de mas de una cabeza de C1q al patdgeno,
produce un cambio conformacional en Clr, activandose y escindiendo a Cls para darle
actividad catalitica [125].

Cls escinde a C4 en C4a y C4b. El fragmento C4b se une a la superficie del patdgeno
y une una molécula de C2, que se escinde en sus fragmentos C2a y C2b. El fragmento
pequefio, C2a, se une a C4b anclado en la superficie del patdgeno constituyendo la
convertasa de C3 de la via clasica C4bC2a [126]. Esta convertasa comenzara la cascada de
amplificacion dividiendo C3 en C3ay C3b [127].

La activacion de C3 por la via clasica se encuentra regulada por un factor llamado

inhibidor de C1, que actua impidiendo la unién de C1ry Cls a Clq. [128].

Cig

Figura 9. Via de clasica de
activacion de C3. La figura
muestra la formacion de la
convertasa de C3 a través de la
cual se activa la escision de la

misma molécula.

e Activacion de C3 mediante la via alternativa (Fig. 10):

Fisiologicamente la hidrolisis de C3 se produce de forma espontanea a bajas
velocidades (0.005%/min) para formar una molécula intermedia denominada C3-H,0

[122]. Esta molécula presenta una configuracién que le permite la unién del factor B, que a
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su vez recluta la proteasa factor D, que escinde al factor B en Ba y Bb. El fragmento Bb se
une a C3- H,0 y conforman una convertasa de C3 en fase liquida que, aunque se genera en
pequefias cantidades, puede escindir C3 en C3a 'y C3b [129]. La mayoria de C3b generado
se inactiva por hidrolisis, pero otra fraccion puede unirse a determinados grupos de la
superficie de patdgenos o de células del hospedador, donde se vuelven a unir los factores B
y D con la consiguiente escision del factor B y la union del fragmento Bb a C3b, formando

la convertasa de C3 de la via alternativa, C3bBb [130].

Figura 10. Via alternativa de activacién de C3. La figura muestra las interacciones de C3 que

conducen a su activacion en la superficie de bacterias como modelo representativo [127].

Debido a que es una activacion espontanea, se encuentra estrechamente regulada para
evitar su activacion cuando no sea requerida. Las células sanas estan protegidas en estas
circunstancias gracias a la presencia de otros factores inhibidores:

- El factor acelerador de descomposicion (DAF) compite con el factor B por su unién
a C3b pudiendo desplazar a Bb de una convertasa ya generada [72, 131].

- El factor | escinde C3b hacia un precursor inactivo C3i, junto con la accion del
cofactor de membrana de protedlisis (MCP o CD46) presente en la superficie de la célula
sana [132, 133].

- El receptor de superficie celular para el sistema del complemento tipo I (CRI) tiene
funciones similares a DAF y MCP, pero esta restringida a determinados tejidos y células
(linfocitos T y B, fagocitos, células endoteliales, queratinocitos y fibroblastos de la piel)

[133, 134].
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- El factor H se une a C3b y puede desplazar a Bb, ademas de actuar como cofactor del
factor | [140]. Se unira preferentemente a las células del hospedador ya que tiene mas
afinidad por los &cidos siélicos expuestos en estas superficies celulares [134].

Cuando C3b se une a la superficie de patdgenos o células del hospedador dafiadas
(isquemia, infecciones viricas, o cubiertas de anticuerpos), participa el factor P
(properdina), que actla estabilizando la convertasa de C3 [135], permitiendo que se

desencadene la cascada posterior de activacion del sistema del complemento.

o Activacion de C3 mediante la via de las lectinas (Fig. 11):

Se inicia por la participacién de la proteina lectina de union a manosa (MBL), que en
condiciones normales se encuentra en bajas concentraciones plasmaticas, pero en situacion
de inflamacion aumenta su sintesis (reactante de fase aguda).

MBL se une especificamente a residuos de manosa y otros azucares presentes en la
superficie de patdgenos (esta manosa queda recubierta por acidos sialicos en las células
hospedadoras) [63]. MBL se encuentra formando un complejo con dos zimogenos
proteasas, dos moléculas MASP1 y otras dos MASP2 de forma similar a C1qg, C1lr y C1s
de la via clasica [136].

Cuando MBL se une a la superficie del patdgeno, MASP2 se activa y es capaz de
escindir al factor C4, en C4a y C4b. No esta claro si MASP1 es capaz de iniciar la via
autbnomamente, parece mas bien encargada de potenciar la activacion por MASP2 [137].
C4b se une de forma covalente a la superficie del patdgeno, recluta a C2, y MASP2 la
hidroliza en C2a y C2b. El fragmento C2a resultante, se unird al C4b anclado en la
superficie del patdgeno, generando la convertasa de C3 de la via clasica C4bC2a [138].

Tras la formacion de la convertasa de C3, se inicia la escision de C3 en sus fragmentos
a'y b en la superficie del patdgeno y con esta, se desencadena la cascada de amplificacion

que lleva a la activacion del sistema del complemento.
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MBLMcolin
Figura 11. Via de las

Lectinas de activacion de C3.
La figura muestra la formacion

de la convertasa de C3 a través

de la cual se activa la escisién
de C3.

Las ficolinas L, M y H pueden activar el sistema del complemento de la misma forma
que MBL pero con mayor relevancia, ya que se encuentran en mayor concentracion
plasmatica que MBL [127, 139].

El regulador inhibidor de C1 (C1INH) actia sobre MASP2 activada, desplazandola de

su interaccion con MBL [131].

e Fase final de activacion del sistema del complemento:

Tras la formacion de la convertasa de C3, se depositan en la superficie circundante
hasta 1000 moléculas de C3b amplificando todo el proceso [140]. La union de C3b a las
respectivas convertasas de C3, genera las respectivas convertasas de C5, que escinden a C5
en Chay C5b.

Al fragmento C5b, se unen C6, C7 y C8, generando en ellas cambios
conformacionales para exponer sus sitios hidréfobos que se insertan en la membrana. Por
si mismos generan un dafio moderado en la célula insertada, pero permiten la unién de
hasta 16 unidades de C9 formando el complejo de ataque a membranas (CAM). EI CAM
genera un poro hidrofébico en la membrana celular que permite el paso de agua y solutos,
con la consiguiente alteracion del gradiente de protones, osmolaridad celular, acceso de
lisozimas al interior celular y la destruccion de la célula [141, 142].

La proteina CD59 (expresada en la superficie de células del sanas) evita la formacion

del CAM bloqueando fisicamente la incorporacion de las unidades de C9 [143].
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Ademas de promover la destruccion de patégenos mediante la formacion del CAM
como estadio final de su activacion, el sistema del complemento promueve la inflamacién
y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos [144]. Los factores C3a, C4a y C5a
(anafilotoxinas) inducen la contraccién del muasculo liso y aumentan la permeabilidad
vascular. Ademas C3a y Cbha potencian la inflamacién activando la produccion de las
citoquinas proinflamatorias 1L-12 e IL-23 en las células presentadoras de antigeno (CPA),
estimulando la expresion de moléculas co-estimuladoras en las células endoteliales de los
vasos sanguineos y estimulando la liberacion de histamina y TNF-o sobre mastocitos [63].
Estas mismas moléculas mediante la union a sus receptores en los linfocitos T, potencian la
via alternativa de activacion del sistema del complemento, disminuyendo la expresién de

su principal inhibidor, DAF [131].

3.1.4. Polimorfismos del factor C3 determinantes de la respuesta del sistema del

complemento

En 1967 los grupos de Wieme y Alpert identificaron la existencia de variantes séricas
“raras” de C3, que presentaban una movilidad electroforética rapida en gel de agarosa
(C3F, Fast) frente al alelo mas comin de movilidad reducida C3S (Slow) [145, 146].
Posteriormente, se describié que la base molecular de esta variante alélica consistia en la
sustitucion polimérfica ¢.304G>C (rs2230199; GenBank Accession: NM_000064.2) [91,
92] presente en una frecuencia del 20% en la poblacion caucasica.

Este cambio nucleotidico supone la sustitucion del aminoacido Arginina por Glicina
en la posicion 102 (80 sin el péptido lider) de la cadena primaria de C3 [147]. Gracias a la
obtencion de la estructura cristalografica de la molécula C3 en 2005 [123], se obtuvo la
explicacion a las diferencias en la migracion. ElI cambio de aminoacido localizado
fisicamente en la superficie de C3, de Arginina (C3S) cargado positivamente, por Glicina
(C3F) neutro, supone la pérdida de la carga positiva y una reduccion en el tamafio del

aminoacido. La variante C3F presenta un menor ndmero de interacciones con otros
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aminodcidos colindantes y un menor impedimento estérico, confiriéndole una movilidad
electroforética mas “rapida” en un gel de agarosa.

Respecto al efecto funcional de este polimorfismo, debido a que se encuentra lejos de
los sitios de interaccién con los receptores celulares del sistema del complemento, los
efectos de variacion en tamafio y carga, afectarian a nivel de interaccion con otras
proteinas confiriendo una funcionalidad diferencial a ambos alelos. El reciente estudio de
Heurich ha arrojado luz sobre esta interaccion diferencial, demostrando que los alelos C3F
presentan menor afinidad por el factor inhibidor H y por tanto constituyen convertasas de
C3 activadas por la via alternativa con vida media mas prolongada. Por este motivo, la
presencia del alelo C3F supondria una mayor amplificacion de la activacion del sistema del
complemento por esta via, con el consiguiente potencial pro-inflamatorio y protector o
lesivo (segun circunstancias) de este mecanismo efector [148].

La asociacion entre las variantes alélicas de C3 con diferentes patologias de origen
inmunoldgico han sido demostradas en un considerable nimero de estudios. La presencia
del alelo C3F se ha relacionado con la predisposicion a vasculitis sistémica y con la
aparicion del factor nefritico en pacientes con glomerulonefritis mesangiocapilar tipo Il
[149, 150]. En pacientes con artritis reumatoide el grupo de Bronnestam observé mayor
frecuencia del alelo C3F sobre todo en pacientes seropositivos [151]. En aquellos que
desarrollaban nefritis membranosa, el alelo significativamente aumentado fue C3S [152].
En otros estudios mas recientes se ha confirmado la asociacion del alelo C3F con el
desarrollo de degeneracion macular asociada a la edad [153] y con una mayor probabilidad
al desarrollo de disfuncién neurocognitiva tras el procedimiento de endarterectomia
carotidea [154].

En el contexto del trasplante, la funcionalidad del polimorfismo de C3 alin no ha
quedado establecida, debido a la existencia de resultados escasos y contradictorios. En un
estudio de trasplante renal, se observo una mayor supervivencia de injerto y pacientes, en
los receptores homocigotos para C3S, que recibieron un injerto con el alelo C3F (C3FS o

C3FF) [155]. No obstante, estos resultados no fueron confirmados en posteriores estudios
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sobre cohortes con mayor nimero de receptores de trasplante renal [156, 157], y por

primera vez, en pacientes de trasplante hepatico [158].

3.1.5. Papel de C3 en la inmunidad adaptativa

En la activacién del complemento el fragmento C3b continla su escision generandose
un fragmento menor C3d que permanece unido a la superficie bacteriana o al complejo
antigeno-anticuerpo. Los linfocitos B presentan un receptor para C3d llamado CR2 (o
CD21) de modo que la interaccién C3d-CR2 ocurre al mismo tiempo que el antigeno al
que estd unido C3d es reconocido por la inmunoglobulina de superficie del linfocito B.
Dicha interaccidn facilita que la activacion del linfocito B sea mas robusta.

Por otro lado, estudios recientes estdn demostrando que, ademas de la produccion
hepatica, existe una importante produccion periférica de C3, a cargo sobre todo de las
células del sistema inmune [159]. Durante la presentacion y reconocimiento antigénicos,
tanto las CPA como las células T producen componentes del complemento que se activan
localmente [159-161].

Mediante la union a sus respectivos receptores C3aR y CD46, los fragmentos C3a y
C3b derivados de la activacion de C3, incrementan la supervivencia, activacion y
proliferacion de los linfocitos T y promueven la produccion de INF-y favoreciendo asi una
respuesta inmune tipo Thl [162]. Se ha observado que el complemento producido por las
células del sistema inmune activa a los linfocitos TCD4" y TCD8" y conduce al rechazo
cardiaco en modelos murinos y a una respuesta in vitro de los linfocitos T humanos frente
a células dendriticas alogénicas [163, 164]. Sin embargo, se han observado efectos
antagonicos sobre la respuesta mediada por celulas T reguladoras (Treg) ya que la
activacion de los receptores C5aR y C3aR en las células Treg de raton reduce su capacidad
supresora [165], y el bloqueo de estos receptores en linfocitos T CD4" favorece la
generacion de células T reguladoras inducidas mediada por TGFbeta [166].
Adicionalmente pese a que la interaccion entre C3b y CD46 estimula en etapas iniciales de

su activacién una respuesta efectora tipo Thl, finalmente acaba promoviendo el cambio en
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la produccion de INF-y por IL-10 generando células T con propiedades reguladoras [167,

168].

3.2. Componentes celulares

Las células de la inmunidad innata llevan a cabo funciones esenciales para la defensa
frente a agresiones externas, bien sea formando barreras fisicas para impedir la entrada de
patdgenos, expresando en superficie RRP con la consiguiente sintesis de cioquinas y
activacion de la fagocitosis o bien a través de la citolisis directa de células infectadas,

dafadas o transformadas mediada por las células NK.

e Células epiteliales: Las superficies epiteliales intactas de las mucosas
gastrointestinal, respiratoria y genitourinaria junto con la piel, constituyen las barreras
fisicas que aislan el medio externo del hospedador. Ademas de esta separacion fisica las
células epiteliales producen péptidos con propiedades antimicrobianas, catelicidinas y

defensinas [62, 63, 169].

e Células fagociticas: neutrofilos y macréfagos: Ambos tipos celulares son
responsables de la internalizacion y destruccion de patégenos, y de la produccion de
citoquinas que estimulan la inflamacion y la funcion antimicrobiana de las células en el
sitio de infeccidn. Los neutrofilos se encargan de la destrucciéon de bacterias pidgenas y
los macréfagos principalmente de la destruccion de las células del hospedador infectadas y

ademas participan en el proceso de reparacion de tejidos dafiados [62, 63, 170].

e Ceélulas dendriticas (DC): Expresan en superficie la mayor densidad de TLRs y
RRP citoplasmaticos y las células dendriticas plasmacitoides son la mayor fuente de
interferones tipo I. Tras la activacion de las DC localizadas en piel, mucosas y parénquima
de diversos 6rganos, adquieren movilidad, migran a los ganglios linfaticos y presentan los

patdgenos a los linfocitos T desencadenando una respuesta inmune adaptativa [62, 63].
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e Mastocitos: Se localizan en la piel y epitelios mucosos. Tras su activacion por
patdgenos o mediada por anticuerpos liberan el contenido proinflamatorio de sus granulos
citoplasmaticos, histamina, enzimas proteoliticas, citoquinas o prostaglandinas [62, 63,

171].

e Células natural killer (NK): ya que constituyen una parte de importante

relevancia en el presente trabajo, se describen a continuacion de forma independiente.

3.2.1. Células natural killer (NK)

Las células NK son un subtipo de linfocitos efectores de la inmunidad innata que
gjercen una funcion esencial en la respuesta antiviral y en respuesta a células
“transformadas“ (tumorales, stress). Constituyen entre el 10-15% de los linfocitos
circulantes y predominan en tejido hepético y en el utero gravido [172]. Al igual que los
linfocitos T y B las células NK desarrollan procesos de expansion clonal cuando son
activadas. Esta activacion esta mediada por multiples receptores en la superficie celular,
que a diferencia de los de las células T y B no se diversifican mediante procesos de
reordenamiento, sino que se encuentran codificados en la linea germinal [173].

La células NK son capaces de diferenciar (y destruir) células infectadas por virus o
células transformadas (tumores, dafiadas o stress) respetando las células sanas del
hospedador (teoria missing-self). Las células NK expresan en superficie un repertorio de
receptores inhibidores y activadores. Los inhibidores impediran su activacién, mientras que
los activadores seran los responsables de desencadenarla. Las moléculas MHC-I son los
principales (pero no Unicos) ligandos para ambos grupos de receptores. En condiciones
normales, todas las células nucleadas expresan en superficie MHC-1, que serén reconocidas
por los receptores activadores e inhibidores de las células NK [174]. Como las
interacciones inhibidoras predominan sobre las activadoras, no se desencadena la citolisis
(Fig. 12.a). Cuando las células diana estan “transformadas” pierden la expresion de MHC-
I, como consecuencia, los receptores inhibidores no reconocen su ligando, la célula NK no

recibe sefial inhibidora y se desencadena la destruccion celular (Fig. 12.b).
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Figura 12. Modelo de reconocimiento de células extrafias por las células NK. a) Reconocimiento de los
ligandos de los receptores activadores e inhibidores, primando el efecto inhibitorio de la citolisis. Las sefiales
inhibidoras no se transmiten debido a la ausencia de expresién de MHC-1 (b) (Adaptado de Kumar V. et al.
[174]).

Ademas de ejercer citotoxicidad directa, tras su activacion las células NK liberan
citoquinas (INF-y, TNFa) que actuaran sobre las CPAs y linfocitos T y B modulando y
orientando la posterior respuesta inmune adaptativa, actuando de nexo de unién entre ésta

y la inmunidad innata [175, 176].

3.2.1.a. Receptores Killer Immunoglobulin-like receptors (KIR)

En la superficie de las células NK se expresan 4 familias de receptores activadores e
inhibidores: killer immunoglobuline-like receptors (KIR), Kkiller cell lectin-like receptors
(KLR), leukocyte immunoglobuline-like receptors (LILR) y natural cytotoxicity receptors
(NCR) [176-178]. Debido a las multiples sefiales que reciben las células NK a través de sus
receptores, su funcion final dependera de los ligandos presentes en la célula diana y del
balance neto entre sefiales activadoras e inhibidoras.

Los receptores KIR se identificaron en 1986 por Harel-Bellan [179] y se describieron
inicialmente como receptores Unicamente inhibidores. Han sido los méas estudiados de los
receptores de las células NK, probablemente debido a que no estan presentes en todas las
especies cercanas al hombre [173] y a que son los receptores que presentan la mayor

variabilidad y diversidad genética de las células NK.
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3.2.1.a.1. Estructura de los receptores KIR

Los genes que codifican para los receptores KIR se encuentran agrupados en una
region denominada leukocyte receptor complex (LRC) en la regién cromosémica 19q13.4
ocupando aproximadamente 150 Kb [180]. Se encuentran dispuestos en forma de tandem,
en la misma orientacion y espaciados por 2 Kb entre ellos (excepto el gen KIR2DS4
separado por 14 Kb) [181]. Se han identificado hasta 15 loci codificantes para receptores
KIR activadores (aKIR: KIR3DS1, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS2, KIR2DS4 y
KIR2DS5), KIR inhibidores (iKIR: KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DL1,
KIR2DL2, KIR2DL3 y KIR2DL5), receptores KIR con ambas funciones como KIR2DL4
y dos pseudogenes (KIR3DP1, KIR2DP1) no traducidos [182].

La nomenclatura asignada a genes y receptores hace referencia a la estructura de las
proteinas para las que codifican [183]. Estructuralmente los receptores KIR pueden
presentar 2 0o 3 dominios extracelulares (denominados Dy, D; y D) de tipo
inmunoglobulina (2D o 3D), responsables de la interaccion con sus ligandos. En el espacio
intracelular, el dominio determinante de la funcion del receptor, sera largo (L) de tipo
inhibidor o corto (S) con funcion activadora (Fig. 13).

Los receptores inhibidores presentan en su tallo citoplasmatico uno o dos motivos
inhibidores de tirosina (ITIM; [I/VXYxXL/V]; I. Isoleucina; V: Valina; Y: Tirosina; X:
aminoacido; L: Leucina) que bloquearan las vias de sefalizacion de los receptores
activadores. Los receptores activadores presentan el motivo activador de tirosina (ITAM;
YXX[L/I/V]xes YXX[L/I/V]; 1. Isoleucina; V: Valina; Y: Tirosina; X: amino&cido; L.:
Leucina) que activa las vias de citotoxicidad celular y liberacion de citoquinas [63, 173]
(Fig. 13).

Esta funcion activadora se llevara a cabo mediante la participacion de otras moléculas
adaptadoras, como homo o heterodimeros de CD3& y/o FceRI-y u homodimeros de DAP-
12 o DAP-10 (proteinas de activacion de DNA de 12 y 10 kDa respectivamente) a través
de su interaccion con un residuo de Lisina en los ITAM. KIR2DL4 constituye una

excepcion a estas estructuras, ya que presenta un tallo citoplasmatico largo con un residuo
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mediante el que interacciona con FceRI-y. A través de esta interaccion desencadena una
funcion activadora como potente productor de citoquinas, mas que citolitica, (por esto

predomina en las células NK CD56°"™). Ademas posee un motivo ITIM inhibidor [184].

KIR activadores KIR mhibidores
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Figura 13. Estructura de los receptores KIR de las células NK. La figura muestra los dominios
extracelulares tipo inmunoglobulina e intracelulares estructurales de los receptores KIR. Los
rectangulos azules representan los motivos ITIM, y los circulos amarillos los ITAM. El Unico receptor

KIR que presenta ambos tipos de motivos es 2DL4, el cual presenta una funcion dual [173].

3.2.1.a.2. Variabilidad en los receptores KIR

e Variabilidad en el contenido genético: Haplotipos

El primer nivel en la variabilidad genética de los KIR reside en el diferente nimero de
genes y copias de los mismos que pueden expresarse en cada individuo. Esta variabilidad
es consecuencia de la estructura del LRC y esté relacionada con la elevada homologia de
los genes KIR en gran parte de sus secuencias nucleotidicas (80-90%) [181, 185]. Esta
circunstancia convierte a esta region en una zona muy susceptible de presentar
recombinaciones no homologas durante la meiosis que genera fenémenos de duplicacion,
delecion y conversion génica [181, 186].

El conjunto de genes codificados en la linea germinal, en cada individuo, en cada uno
de los cromosomas homdlogos conforma el haplotipo KIR. Hoy dia se han identificado al
menos 30 haplotipos diferentes [183]. Todos estos se han clasificado en dos grandes

grupos, haplotipos A y B con una distribucion similar en poblacion caucasica [182, 183].
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Los haplotipos A constan de 9 genes (KIR3DL3-2DL3-2DP1-2DL1-3DP1-2DL4-
3DL1-2DS4-3DL2) presentando un perfil claramente inhibidor, ya que de estos solo
KIR2DS4 es potencialmente activador, pero en el 75% de los haplotipos A este gen
presenta una pérdida de 22 pares de bases con cambio en el marco de lectura, que implica
su conversion en el gen KIR1D afuncional, existiendo Unicamente 2 haplotipos A
diferentes. Los restantes haplotipos constituyen el grupo B, que mantienen una distribucion
similar de receptores inhibidores a los haplotipos A, sin embargo presentan gran
variabilidad en la de los receptores activadores. Todas las posibles combinaciones de
receptores aKIR e iKIR, son los responsables de la multitud de diferentes haplotipos B
identificados [187].

Los individuos con haplotipos homocigotos AA, Unicamente poseeran 6 receptores
inhibidores y uno o dos aKIR, mientras los que presenten haplotipos homocigotos para B o
heterocigotos AB, denominados Bx, dispondrén de entre 2 y 6 receptores iKIR (KIR2DL2-
2DL3-2DL5-2DL1-3DL1-3DL2) y entre 2 y 6 aKIR (KIR2DS2-2DS3-2DS5-3DS1-2DS1-
2DS4/1D) [188], por este motivo los haplotipos Bx presentan perfiles mas activadores.

Existen 4 genes constituyentes del “esqueleto” de los haplotipos KIR, denominados
framework, presentes en todos los haplotipos al principio y final de la regién centromérica
y telomérica: KIR3DL3, 3DP1, 2DL4 y 3DL2. Estos 4 genes constituyen el armazén
estructural de los genes KIR en el LRC, contribuyendo a mantener su estricta organizacion.
Mientras cada uno de los genes se localiza unicamente en la region centromérica o
telomérica segln corresponda, KIR2DL5, 2DS3 y 2DS5 son los Unicos que pueden
localizarse en ambas regiones [189].

La figura 14 muestra un esquema visual de los diferentes haplotipos KIR y de su

organizacion.
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Figura 14. Contenido y estructura de los haplotipos KIR. En la figura se muestra la estructura

de los Unicos 2 haplotipos A existentes y de 9 haplotipos B. El codigo de colores es indicativo de

los genes presentes en cada haplotipo. La nomenclatura de KIR2SD4 f y KIR2DS4v referencia la

presencia de la delecion de 22 pb que lo transforma en KIR1D (2DS4v) no funcional [190].

Variabilidad alélica: Polimorfismos

Esta familia de receptores presenta una extensa variabilidad polimérfica que da
lugar a la aparicion de mdltiples variantes alélicas para cada gen [182, 191]. En la
actualidad se han identificado hasta 614 variantes nucleotidicas de las secuencias
codificantes que originan hasta 312 alelos diferentes. Estas variantes polimorficas
pueden influir en la expresion de los receptores KIR, en su unién a sus respectivos
ligandos y en su funcionalidad [191, 192]. La mayoria de estas variaciones
nucleotidicas se dan en los genes inhibidores y afectan a dominios que no participan en

la interaccion con los ligandos HLA [189, 193, 194].
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e Expresion en la superficie de las células NK

La expresion de los receptores KIR en cada clon de células NK es aleatoria. El
repertorio final de receptores dependera inicialmente del contenido de genes heredado en la
linea germinal. Partiendo de este contenido genético, la expresion de los mismos esta
influenciada principalmente por procesos epigendmicos estocésticos a nivel de los
respectivos promotores y por la existencia de polimorfismos que determinan la eficiencia
de su expresion [189, 191].

No obstante, existen restricciones a esta aleatoriedad para que las células NK sean
operativas, siendo la mas importante el requerimiento de la expresién de al menos un
receptor inhibidor iKIR y de la interaccion del mismo con su ligando HLA [195]. En base
a la identificacion de esta restriccion, se describio que la expresion de los receptores KIR,
estaba influenciada por la presencia de su respectivo ligando en un proceso conocido como
educacion de las células NK. Cuando un mismo individuo presenta un determinado
receptor KIR y su correspondiente ligando, la expresion de este gen KIR se ve aumentada
en esa poblacion de células NK, desarrollando frente al mismo ligando, una potente
funcién inhibidora o activadora segun sea el receptor. En ausencia de este ligando, la
funcionalidad de la célula NK disminuye, facilitando asi que se desencadenen respuestas
contrarias a las “educadas” [196]. No obstante los mecanismos que controlan toda esta
expresion diferencial de receptores KIR no han sido descritos con exactitud.

Finalmente contribuyendo a la expresion diferencial, se ha descrito que parte de los
receptores de las células NK se expresan de forma constitutiva y la activacion de estos,
desencadena las sefiales necesarias para estimular la expresion de otros receptores KIR.
Por este motivo, el compartimento celular y las condiciones ambientales en las que se
encuentre cada clon de células NK participaran en la seleccion de la expresion de estos

genes [197].
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3.2.1.a.3. Ligandos, activacion de receptores y transduccion de la sefial

Los receptores KIR a través de sus dominios inmunoglobulina extracelulares
reconocen especificamente como ligandos a las moléculas HLA de clase |
preferencialmente HLA-C, seguidos de HLA-B y por ultimo HLA-A [198]. Estas
moléculas se encuentran codificadas por genes muy polimorficos del MHC localizados en
el cromosoma 6.

Las moléculas HLA-C presentan un dimorfismo en el aminoacido 80 de la proteina,
que las distribuye en HLA-C1, en los que el aminoacido es Asparagina (HLA-
Cw*01/*03/*07/*08/*12/*13/*14/*1507/*1601/*1604) y en HLA-C2 cuando es Lisina
(HLA-Cw*02/*04/*05/*06/*0707/*1204/*15/*1602/*17) [199, 200].

Para HLA-B también existe una agrupacion similar en funcién del aminoacido en
posicion 80. Si este es Isoleucina o Treonina se clasifican como Bw4, mientras que Si
presentan Asparagina se identifican como Bwe6 [199, 200].

Cada uno de estos grupos son ligandos preferenciales de los diferentes receptores KIR
[173]. La Tabla 10 resume los ligandos de los receptores KIR que han sido caracterizados,

junto con aquellos receptores cuyo ligando no es conocido hasta la fecha.

Tabla 10. Interacciones KIR-ligandos

Receptor iKIR Ligando Receptor aKIR Ligando
2DL1 HLA-C2 2DL4 HLA-G
2DL2% HLA-C1, C2, B*46, B*73 2DS1 HLA-C2
2DL3? HLA-C1, C2, B*46, B*73 2DS2 ¢HLA-C1?
3DL1 Bw4 2DS3 $7?
3DL2 A*3, A*11 2DS4 HLA-C1, HLA-C2, A*11
3DL3 ? 2DS5 ?
2DL5 $7? 3DS1 Bw4

#Los ligandos de 2DL3 y 2DL2 tienen mayor afinidad por HLA-C2; ;?: ligando desconocido.

Tras la union del ligando, los residuos tirosina de los ITIM son fosforilados por la

familia de kinasas Src, creando los sitios de union para las fosfatasas SHIP (fosfatasa de
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inositol portadora de SH2), SHP1 y SHP2 (proteina con domino tirosina fosfatasa). El
reclutamiento de estas fosfatasas inhibe la activacion de las células NK, desfosforilando en
ultima instancia, entre otras fosfoproteinas a Vavl, responsable de la polimerizacion de
actina necesaria en la reordenacion del citoesqueleto de las células NK para la
degranulacion citotoxica y de la traslocacion al nucleo de los factores de trascripcion
NFAT y NF-kB para la expresion de citoquinas y quimioquinas [184]. Para mediar la
funcion inhibidora es necesario que se produzca la fosforilacion en ambos motivos ITIM,
excepto para KIR3DL3 que sblo posee un ITIM.

En el caso de los receptores activadores, el tallo corto no permite la presencia de los
motivos ITIM, de esta forma se elimina la funcion inhibidora. Tras la unién del ligando al
receptor aKIR, se reclutan y activan las kinasas Syk y ZAP70 a través de los adaptadores
(DAP-12, DAP-10, etc). Desde este punto los eventos moleculares no se han esclarecido,
pero se piensa que son similares a los que ocurre con el receptor CD16 (FcyR) [201]. Tras
la activacion de Syk y ZAP70, se desencadena una cascada de fosforilaciones sobre Vav,
P13-kinasa o Fosfolipasa C entre otras, que conducen al aumento de calcio intracelular y la
degranulacion citotoxica, y a la traslocacién al nacleo de factores transcripcion NFAT o
NF-kB con la produccién de citoquinas y quimioquinas correspondiente [202].

La afinidad de los receptores iKIR por sus ligandos es muy superior a la de los
receptores activadores. Debido a esta afinidad diferencial, y a que la presencia de
receptores inhibidores, como se describe en este apartado, implica un bloqueo de las
sefiales activadoras, la presencia de un nimero mayor de receptores inhibidores, requerira

la existencia de mas receptores aKIR para sobrepasar este umbral de inhibicion [203, 204].

3.2.1.a.4. Efecto del perfil activador/inhibidor sobre la respuesta inmune

Los virus disminuyen la expresién de moléculas HLA en las células infectadas para
evadir la respuesta celular de CTLs, lo cual las convierte en el blanco perfecto para las
células NK. Una de las relaciones identificadas mas potentes entre KIR-HLA e

infecciones, es el efecto protector de la presencia simultanea del receptor akKIR3DS1 y su
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ligando Bw4 con una progresion ralentizada de SIDA debido a una activacion de la
respuesta citolitica de la célula NK mediada por este receptor activador [205, 206].
Ademaés esta interaccién se correlaciona con menor carga viral y proteccion frente a otras
infecciones oportunistas como CMV [207]. También la interaccion entre el receptor
inhibidor KIR3DL1 y su ligando Bw4 ha sido relacionada con una menor carga viral de
VIH [208]. La activacion de los receptores inhibidores en las células NK impediria la
citolisis por parte de las células NK, sin embargo, este efecto aparentemente contradictorio
de la pareja iIKIR3DL1-Bw4 podria responder al proceso de educacion de las células NK.
Este proceso “madurativo” implica que se desencadenaria un efecto litico mas potente de
las células NK cuando la misma exprese el receptor inhibidor KIR3DL1 (siempre que no
se encuentre unido al mismo su ligando), en comparacion con aquellas células que no sean
portadoras de este receptor KIR3DL1 [208].

Otra importante asociacion relaciona un efecto protector de la interaccion iKIR2DL3-
HLA-C1 en homocigosis frente a VHC, aunque Unicamente cuando el inoculo infeccioso
es bajo [209, 210], debido a la baja afinidad entre ligando y receptor en esta pareja, motivo
por el cual la inhibicion de la célula NK es menor.

Respecto a la relevancia de las células NK en tumores, estudios experimentales han
demostrado que la estimulacion de las celulas NK supone un mayor aclaramiento de
células tumorales y un mayor tiempo de remision. Los receptores KIR parecen tener
relevancia esencial en estos procesos cuando estan originados por virus. aKIR3DS1 en
ausencia de su ligando Bw4, se ha asociado con mayor progresion a céncer cervical
asociado al virus del papiloma VHP [211]. Igualmente, la pareja iIKIR2DL2/2DL3-HLA-
C1 se ha asociado con mayor progresién de melanoma maligno debido a un incremento en
la inhibicion de las células NK [212].

Otros estudios han relacionado diversos receptores aKIR con la patogénesis de
enfermedades autoinmunes, con respuestas activadoras predominantes. La psoriasis se ha
relacionado con la presencia de aKIR2DS1 o aKIR2DS2 con o sin ligandos HLA-C2 y C1
respectivamente [213], al igual que el desarrollo de diabetes mellitus en presencia de
aKIR2DS2-HLA-C1 (aunque esta interaccion no estd claramente definida) [214]. En
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cuanto a la frecuencia de KIR, iKIR2DL2 se identifico en mayor proporcién en pacientes
con escleroderma [215], uveitis y espondiloartropatia y un repertorio genético de
receptores predominantemente aKIR, en la enfermedad de Vogt-Koyanagi-Harada [216-

218].

3.2.2. Significado de las interacciones KIR-HLA en el trasplante

La capacidad de los KIR para mediar alorreactividad tiene un impacto fundamental en
el trasplante de progenitores hematopoyéticos. Es en este contexto donde por primera vez
se estudid el significado de los KIR en el receptor y/o el donante, y de las posibles
interacciones KIR/HLA bidireccionales, en aspectos importantes del resultado de estos
trasplantes, como el rechazo, la recurrencia de la enfermedad de base (leucemia o linfoma
sobre todo), enfermedad injerto contra huésped o incidencia de infecciones frecuentes
como la causada por CMV [219, 220]. Menos se conoce acerca del significado de la
alorreactividad NK en el trasplante de 6rganos solidos.

Los regimenes de inmunosupresion actuales no estan dirigidos hacia las células NK, y
se sabe que estas células infiltran los injertos poco tiempo después del trasplante. Su papel
por tanto es con toda probabilidad relevante para el resultado del trasplante, aunque se han
observado efectos duales de estas células, tanto en sentido de promocion de la tolerancia
como del rechazo.

Las células NK del receptor pueden reconocer y responder frente al aloinjerto por tres
posibles mecanismos: (1) el reconocimiento por ausencia de ligandos inhibitorios HLA de
clase | en el aloinjerto para los iKIR propios (missing-self recognition), (2) el
reconocimiento de moléculas inducidas por el estrés en el aloinjerto ligandos de receptores
activadores (induced-self killing), y (3) citotoxicidad mediada por anticuerpos anti-HLA
especificos del donante que son reconocidos por receptores CD16 (Fc-y R 1lI) en las
células NK (antibody-dependent cell cytotoxicity, ADCC) [221]. Las células NK
alorreactivas pueden sintetizar y liberar IFN-y y TNF-a. La primera de estas citoquinas

aumenta la expresion de moléculas HLA y MICA facilitando una respuesta mixta,

76



Introduccién

adaptativa (mediada por células T CD4+ y CD8+) e innata (mediada por los receptores
activadores NKG2D de las células NK) frente al aloinjerto. Por otro lado, la expresion de
HLA-G parece beneficiar a los trasplantes renales, hepaticos y cardiacos, probablemente
por su interaccion con el receptor KIR2DL4 entre otros mecanismos. Las células NK del
receptor pueden eliminar las células dendriticas del donante como resultado de la falta de
reconocimiento (missing-self) o de la reaccion ADCC, inhibiendo el reconocimiento
alogénico directo y promoviendo asi la tolerancia del injerto. Ademas, el 6rgano injertado
puede llevar cierta dosis de células NK del donante, como ocurre en el trasplante hepatico,
en cuyo caso la alorreactividad en direccion donante-receptor podria causar EICH.

En teoria, el resultado del trasplante de un drgano solido puede depender de la
variabilidad de los genes KIR codificados en el receptor y de los ligandos HLA de clase |
del receptor o de los que exprese el injerto, que dependeran del genoma del donante.
Algunos estudios han demostrado una correlacion entre la presencia de interacciones
especificas entre KIR y sus ligandos y la supervivencia de injertos renales o hepaticos. En
una cohorte de 224 pares donante-receptor de trasplante renal en el Hospital Charité de
Berlin, se demostrd, en un analisis multivariable, que la compatibilidad en la interaccion
KIR2DL2/DS2-HLA-C1 entre donante y receptor, y la incompatibilidad en la interaccién
KIR2DL3-HLA-C1 favorecian la estabilidad del injerto y estaban menos representados en
trasplantes con rechazo agudo [222]. El grupo de Briggs y colaboradores, en Birmingham,
describi6 en trasplante hepatico que la presencia de al menos un alelo inhibidor HLA-C2
en el aloinjerto se asociaba significativamente a una menor tasa de rechazo croénico y
fibrosis, menor pérdida del injerto y una supervivencia mayor del receptor a 10 afios del
trasplante [223]. Sin embargo, otros estudios no han demostrado ningun papel de la
compatibilidad en los ligandos de KIR, HLA-C y HLA-Bw4, entre donante y receptor en la
evolucion de trasplantados renales [224], o de la compatibilidad en HLA-C1 y HLA-C2
entre donante y receptor en la evolucion de trasplantados hepaticos [225]. El grupo de
Doxiadis en Leiden sugirié que los estudios previos en trasplante renal se habian llevado a
cabo en trasplantes incompatibles para HLA-A, -B y -DR, en los que la alorreactividad
habria estado dominada por respuestas de células T obscureciendo el posible papel de los
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efectos mediados por las células NK. En confirmacién de esta hipotesis, este grupo
observo en 137 trasplantes renales con identidad HLA donante-receptor completa, que la
incompatibilidad en ligandos para KIR (HLA-C1, -C2, Bw4, -A3, -All) reducia en un
25% la supervivencia del injerto a 10 afios, y en el estudio multivariable se observo que
esta incompatibilidad era un factor de riesgo independiente para la supervivencia del
injerto [226]. Sin embargo, el anélisis de la cohorte europea del Collaborative Transplant
Study de Opelz, con 608 parejas compatibles para HLA-A, -B y —-DR, no pudo confirmar
estos resultados [227]. Este mismo estudio tampoco encontrd ningn impacto del nimero
de receptores KIR inhibidores o activadores en el receptor del injerto, de la presencia del
receptor activador 2DS5, previamente detectado como protector frente al rechazo [228], o
de los haplotipos KIR A o B sobre la supervivencia del injerto a 10 afos.

Los estudios recientes en trasplante hepatico son mas escasos y de resultados
controvertidos. En uno de ellos se encontré en una cohorte de pacientes trasplantados por
infeccion VHC, que la disparidad KIR-ligandos HLA-C entre donante y receptor se
asociaba con la recurrencia de hepatitis y que la presencia de KIR2DL3 en el receptor
favorecia la progresion a fibrosis hepética [229]. En otro estudio no se encontré ninguna
asociacion entre el genotipo HLA-C del donante y rechazo agudo o la supervivencia de
receptor o de injerto, ni de los distintos modelos descriptivos de alorreactividad NK
(missing-self, missing-ligand, haplotipos KIR activadores e inhibidores) y el resultado del
trasplante [230]. Por ultimo en un estudio espafiol del grupo de Murcia, se demostré que
las incompatibilidades en genes KIR entre donante y receptor, sobre todo en genes
activadores, asi como la presencia de KIR2DL3 y KIR2DS1 en receptores junto a ligandos
HLA-C2 en donantes, aumentaban la incidencia de rechazo agudo precoz. Los receptores
KIR2DL3 con donantes HLA-C1 mostraban mayor supervivencia del injerto, mientras que
los receptores KIR2DS1 y KIR2DS4 con donantes sin ese haplotipo C, es decir, con
ligandos C2/C2, mostraban peor supervivencia del injerto [231].

Debe mencionarse ademas que en el ambito del trasplante hepéatico los anélisis han
sido mas complejos. Debido a que con el injerto viaja una importante cantidad de células
NK, ademas de la posibilidad de respuesta alogénica clasica en direccion “receptor frente a
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donante”, existe la posibilidad de una respuesta “donante frente a receptor” por la cual las
celulas NK del donante podrian tener un efecto en la evolucion del injerto de manera
indirecta, al modular la respuesta inmune del receptor frente al mismo.

Por otro lado son los propios genes del receptor que codifican para los receptores KIR
y sus ligandos HLA los que determinan de partida la competencia funcional de las células
NK que encontrara el aloinjerto, ya que, de acuerdo a la hipotesis de la “educacion” de las
células NK, la interaccion de éstas con moléculas MHC propias determina su capacidad
para responder ante estimulos subsiguientes. En este sentido, se ha observado, por ejemplo,
que las células NK positivas para KIR3DL1 sintetizan significativamente més IFN-y en
respuesta a células tumorales negativas para MHC cuando dichas NK proceden de
donantes homocigotos para Bw4 que cuando proceden de células homocigotas para Bw6
[232]. Los modelos vigentes apoyan una expresion estocastica de los receptores
individuales KIR durante la maduracion de la célula NK, hasta que uno de ellos reconoce
un MHC propio, transduce una sefial negativa y restringe la expresion de receptores
inhibidores adicionales. La expresion de un receptor inhibidor reconocedor de lo propio,
durante el desarrollo de la célula NK, promueve asi la maduracion de células
funcionalmente respondedoras mediante este proceso de educacion. En un principio se
pensd que todas las células NK maduras contaban con al menos uno de estos receptores
inhibidores para asegurar la tolerancia a lo propio. Sin embargo estudios mas recientes han
identificado un grupo de células NK maduras sin este tipo de receptor inhibidor. Estas
células poseen receptores inhibidores que no reconocen MHC-1 enddgenos, es decir, no
tienen ligandos y poseen receptores activadores hiporespondedores para la produccién de
citoguinas o para mediar citotoxicidad. La interaccion de esos receptores inhibidores con
MHC-I propio resulta por tanto imprescindible para la competencia funcional de las células
NK y para la tolerancia. Se han propuesto cuatro posibles mecanismos que explicarian la
“educacion” NK durante el desarrollo [233]. EI modelo de “licenciamiento” propone que la
interaccion de MHC propio con el receptor inhibidor promueve de forma directa la
competencia funcional mediante sefializacion mediada por ITIM [234]. EI modelo de
“desarme” propone que las células NK sin esos receptores inhibidores para MHC propio
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son anérgicas (o estdn “desarmadas™) a causa de la activacion cronica, mientras que
“armar” a las células NK supondria la interaccion mencionada para evitar la activacion
cronica [235]. El tercer modelo, del “redstato”, sostiene que maés interacciones de
receptores inhibidores y moléculas MHC propias conducirian a respuestas mas potentes de
las células NK [236]. Finalmente, Chalifour y colaboradores proponen el modelo de
“interaccion cis” entre KIR y MHC-I en la superficie de la misma célula NK, que
secuestraria a los receptores inhibidores de su participaciéon en la sinapsis inmunitaria

haciendo a la célula NK més respondedora en su funcionalidad [237].

80



1. Hipbtesisy Obj etivos







Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

En pacientes sometidos a trasplante hepatico la inmunosupresién administrada se
dirige principalmente a controlar o limitar la activacion de la inmunidad adquirida frente al
injerto trasplantado. En estas circunstancias, la inmunidad innata puede adquirir un
protagonismo importante en la defensa frente a agresiones externas, como son el dafio por
isquemia-reperfusion, el reconocimiento del injerto como un tejido no propio o la invasién

de agentes patdgenos.

La capacidad funcional de la inmunidad innata estara determinada por factores tanto
externos como propios del receptor de trasplante. Para el control de los factores externos,
como el tipo de 6rgano y su calidad, o el tipo de trasplante se cuenta con protocolos
establecidos que persiguen una buena evolucién del injerto y del paciente trasplantado. En
relacion a los factores intrinsecos del paciente, los perfiles genéticos de los mecanismos
efectores de la inmunidad innata del receptor de trasplante, pueden determinar la potencia
de la respuesta inmune desencadenada. De esta forma contribuiran a generar respuestas
diferenciales de la misma, influyendo en el desarrollo de posteriores complicaciones y en
la evolucion global del trasplante hepatico.

Los receptores tipo Toll TLR4, el factor C3 del complemento y los receptores KIR
de las células NK, son componentes de la inmunidad innata con potencial importancia en
la evolucion del trasplante hepatico. La presencia de variantes activadoras podria favorecer
el desarrollo de eventos lesivos contra el injerto pese a que ejercerian un control mas
efectivo sobre las complicaciones de tipo infeccioso. Igualmente, variantes potencialmente
inhibidoras de la inmunidad innata, desencadenarian respuestas inmunologicas contra el
injerto mas limitadas o de menor intensidad, a costa de una menor eficiencia frente a las
infecciones. De confirmarse estas asociaciones, el conocimiento de estos perfiles genéticos
previo al trasplante, permitiria clasificar a los pacientes en funcién del riesgo o
predisposicion a las complicaciones post-trasplante y adecuar el tratamiento terapéutico

estableciendo una atencién personalizada para cada uno de ellos.
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Objetivos

En este trabajo nos propusimos analizar el papel de los polimorfismos genéticos de
tres componentes de la inmunidad innata, TLR4, C3 y KIR/HLA de los receptores de
injerto hepatico, en la evolucién del trasplante durante el primer afio, en una serie de
pacientes consecutivos trasplantados en el Hospital 12 de Octubre entre Enero de 1997 y

Diciembre de 2011.

Especificamente los objetivos fueron:

1. Puesta a punto de la determinacion del polimorfismo ¢.304C>G del factor C3 del

complemento por Real-Time-PCR-High-Resolution-Melting (RT-PCR-HRM).

2. Analizar si existe alguna relacion entre los polimorfismos de TLR4 c.896A>G
(TLR4-299) y ¢.1196C>T (TLR4-399) del receptor hepéatico y la supervivencia del

paciente, la supervivencia del injerto, los eventos de rechazo y la aparicion de infecciones.

3. Analizar si existe alguna relacion entre el polimorfismo ¢.304C>G del factor C3
del complemento del receptor hepatico y la supervivencia del paciente, la supervivencia

del injerto, los eventos de rechazo y las infecciones.

4. Analizar el papel de los polimorfismos de TLR4 y C3 del complemento en la
cohorte de pacientes trasplantados por infeccion por VHC, y en particular, sobre su

recidiva en el primer afio, supervivencia del paciente y del injerto y tasa de rechazo.

5. Analizar si existe alguna relacion entre los haplotipos KIR y sus ligandos HLA-
Bw4 y HLA-C del receptor hepatico en la supervivencia del paciente y del injerto, en los

eventos de rechazo y en las infecciones.

6. Analizar si existe alguna relacion entre el nimero de receptores KIR (y su caracter
activador o inhibidor) y el nimero de las correspondientes interacciones con sus ligandos

HLA sobre la supervivencia, el rechazo y las infecciones.
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El rechazo agudo se documentdé mediante histologia de una biopsia hepéatica y se
clasifico en funcidn de la gravedad segun las directrices del grupo de Banff [238, 239]. En el
rechazo agudo tipo I (leve) los pacientes permanecieron asintomaticos. Histolégicamente se
observo infiltrado inflamatorio leve confinado a los espacios portales, particularmente en la
vena porta, arteria hepatica y conducto biliar intralobulillares (triada hepatica). En el tipo 11
(moderado) los pacientes presentaron sintomas de disfuncion del injerto (transaminasas y
bilirrubina elevadas, abdomen blando, fiebre o leucocitosis). Histolégicamente el infiltrado
inflamatorio aparecié en la mayor parte de las triadas hepaticas pudiendo expandirse al
parénquima hepético periportal. El dafio en el ducto biliar fue variable. En el grado tipo IlI
(severo) la sintomatologia se agravo. Histopatoldgicamente aparecio inflamacion portal en la
mayoria de las triadas hepaticas y frecuentemente en el parénquima hepatico periportal. Se
observo disrupcion de la membrana basal del conducto biliar y destruccion ductal.

El rechazo cronico se presenté como arteriopatia obliterante con dafios severos y
pérdida de pequefios conductos biliares, frecuentemente acompafiado de colestasis, atrofia
centrolobulillar de hepatocitos y esclerosis perivenular. La sintomatologia se caracteriz6 por
colestasis progresiva con importante aumento de enzimas hepaticas (y-GT y fosfatasa
alcalina) y bilirrubina, fiebre y leucocitosis.

Se recogieron datos sobre el desarrollo de recidiva VHC post-trasplante en los pacientes
cuya causa del trasplante fue cirrosis hepatica por infeccion VHC. La existencia de recidiva
por VHC se definié por la elevacion de la enzima ALT, la deteccion de RNA viral en
muestras de sangre periférica y una biopsia compatible con hallazgos histopatoldgicos en
fases iniciales de inflamacion lobulillar (desorganizacion del lobulillo, hipertrofia de células
de Kupffer e infiltracion leucocitaria) y en fases mas tardias de inflamacion

predominantemente portal y de los conductos biliares.
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2.2. Infecciones

Se evalud la aparicion de infecciones, la fecha, nimero y etiologia de las mismas. Se
incluyeron las infecciones consideradas como las mas frecuentes en pacientes sometidos a
trasplante hepatico en el Hospital 12 de Octubre [240].

Los eventos de etiologia bacteriana consistieron en bacteriemia por gram positivas y/o
negativas (hemocultivo positivo excepto un Unico cultivo aislado de Bacillus o
Staphilococcus considerado como contaminante), neumonia (tos con esputo purulento, dolor
toréacico y alteraciones pulmonares radiogréaficas), infeccion respiratoria del tracto inferior
(cuando la infeccion respiratoria de vias bajas no cumplia los requisitos de neumonia),
infeccion intraabdominal, colitis y/o gastroenteritis, infeccion de la herida quirargica (en los
30 dias tras el trasplante), infecciones del tracto urinario, cistitis (bacteriuria de méas de 10°
UFC/mL y manifestaciones de disuria y urgencia urinaria) y pielonefritis (bacteriuria de mas
de 10° UFC/mL y/o bacteriemia y fiebre acompafiadas de dolor lumbar y escalofrios).

Respecto a las infecciones viricas se incluyeron sindrome viral por CMV (T2 mayor de
38°C con antigenemia positiva y bien leucocitosis de méas de 4000 célulassmm® o
concentracion atipica de 3% de linfocitos 0 menos de 100.000 plaquetas/mm®), infecciones
por CMV tisulares (hepatitis, esofagitis, y enteritis con evidencia histopatoldgica de CMV) y
otras infecciones por Herpes simplex y Varicela-Zoster. Paralelamente para el estudio del
sistema KIR-HLA se incluy6é ademas la presencia viremia silente por CMV considerada
como antigenemia positiva para CMV de caracter asintomatico.

Por ultimo las infecciones fangicas incluidas fueron aspergilosis pulmonar invasiva y

zigomicosis cutanea por Rhizopus micosporus.

3. REAL TIME-PCR HybProbe (LIGHT CYCLER®2.0 CAPILAR)

La tecnologia Real Time-PCR en el equipo Light Cycler®2.0 se empled para la
determinacion de los polimorfismos de TLR4 ¢.896A>G (TLR4-299) y ¢.1196C>T (TLR4-
399) en 258 del total de 503 pacientes genotipados.
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En el momento de inclusién del paciente en la lista de espera de trasplante hepatico se
obtuvieron 20 mL de sangre anticoagulada con EDTA procedente de venopuncion. Se
lisaron los glébulos rojos con solucion SLR 1X. Se dispensaron sangre y SLR 1X a partes
iguales en un tubo y se centrifugd 10 minutos a 2000 rpm. Se resuspendio el pellet y se lavd
dos veces con SLR 1X centrifugando a 2000 rpm 10 minutos. Se traspasé la suspension
celular a un tubo Eppendorff y se procedio a la extraccion de ADN afadiendo 1ml de la
solucion DNAzol (Molecular Research Center, Inc., Kansas City, MO, USA). Se agitd
enérgicamente y tras reposar 5 minutos se afiadid etanol absoluto y se mezcl6 hasta obtener
un pellet blanquecino que se transfirio un tubo Eppendorff . Se lavo el pellet 2 veces con
etanol al 75% por aspiracion con bomba de vacio y se resuspendi6é con etanol al 95%. Se
dejo6 secar 10 minutos en bafio seco a 37°C, se resuspendio en agua destilada y finalmente se
incubd 1 hora en un bafio seco a 37°C para la homogeneizacion del ADN.

El ADN se almacen6 a -20°C hasta su utilizacion. La concentracion de ADN se evalu6
mediante la medida de la absorbancia a 260nm con el equipo NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). La calidad se
considero6 adecuada cuando la relacion de absorbancias 260/280nm fue de 1.7-1.9.

La preparacién de la PCR de las muestras para su andlisis por el equipo Light
Cycler®2.0 Capilar se realiz6 empleando el kit LightCycler®FastStart DNA Master™®
HybProbe siguiendo las instrucciones del fabricante (Roche, Mannheim, Alemania) [241].

Los primers y sondas se disefiaron por la empresa distribuidora del equipo (Roche) tras
indicarles la posicion gendmica y sustitucion nucleotidica de los polimorfismos de interés.
Se recibieron liofilizados, se resuspendieron a 200ng/pL y se alicuotaron a 20ng/pL. Las
soluciones madre y alicuotas se almacenaron a -20°C (las sondas en oscuridad).

Las secuencias de las sondas y primers utilizadas para esta determinacion se describen a

continuacion:

Sonda TLR4-299 Dadora: 5’-AATTGTTTGACAAATGTTTCTTCATTTTCC-3’
Sonda TLR4-299 Aceptora: 5>-CTACTACCTCGATGATATTATTGACTTATT-3’
Sonda TLR4-399 Dadora: 5-ATTTTGGGACAACCAGCCTAAAGTAT-3’

Sonda TLR4-399 Aceptora: 5-CTTGAGTTTCAAAGGTTGCTGTTCTCAAAGT-3’
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Primer Directo (TLR4-299/-399): 5’-ATTTAAAGAAATTAGGCTTCATAAGCT-3’
Primer Reverso (TLR4-299/-399): 5>-CCAAGAAGTTTGAACTCATGGTAA-3’

La amplificacion mediante PCR se realiz6 segun las instrucciones del fabricante. Se
prepard la mezcla de PCR constituida por el reactivo Master Mix (incorpora la enzima Taq
Polimerasa), primers (20ng/uL) y las sondas. Se descongelaron los componentes a
temperatura ambiente, manteniendo las sondas en oscuridad y se mezclaron los reactivos en
un tubo Eppendorff de 1,5mL. Se repartieron 15uL de mezcla en cada capilar del
instrumento. Se afiadié el ADN (50-100ng/pL) o agua en el control negativo, se coloco el
carrusel con los capilares en el equipo y se inicid el programa de amplificaciéon. Las
condiciones de amplificacion optimizadas para la deteccion de ambos polimorfismos de

TLR4 se resumen en la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de Real Time-PCR HybProbe (LightCycler®2.0 Capilar) para la
identificacion de los polimorfismos TLR4-299 y TLR4-399

Programa Ratio ascenso °C/s  Adquisicion  Analisis

Desnaturalizacion: 1 ciclo

- 95°C 10 minutos 20 NONE NONE
Amplificacién: 60 ciclos.
- 95°C 10 segundos 20 NONE
- 54°C 10 segundos 20 SINGLE NONE
- 72°C 25 segundos 20 NONE
Curva de Fusion: 1 ciclo
- 95°C 5 segundos 1 NONE
- 52°C 40 segundos 20 NONE NONE
- 80°C 1 segundos 0,05 CONTINOUS
- 95°C 0,02 CONTINOUS
Enfriamiento: 1ciclo
- 37°C 20 segundos 20 NONE NONE

El andlisis de los polimorfismos se realizO mediante las curvas de fusion del propio

programa de amplificacion. El disefio de las sondas se realizO para que la presencia del
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polimorfismo implicara complementariedad incompleta de las sondas y por tanto menor

temperatura de fusién (Tm) de la doble cadena de ADN.

Los genotipos resultantes se asignaron en funcion de las temperaturas de fusion y el

namero de curvas observadas en las muestras. Los pacientes homocigotos wildtype

presentaron una unica curva a 60°C para TLR4-299 y 65°C para TLR4-399 y para

heterocigotos se observaron dos curvas a 60°C y 56°C para TLR4-299 y otras dos a 65°C y
58°C para TLR4-399 (Fig. 15).
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Figura 15. Esquema de curvas de fusién generadas por Light Cycler®2.0 Capilar. La curva de

la izquierda corresponde al genotipo homocigoto wildtype para TLR4-299. A la derecha se

representa el genotipo heterocigoto para TLR4-399.

4. REAL TIME-PCR-HIGH RESOLUTION MELTING (LIGHT CYCLER®480)

Mediante la metodologia Real Time-PCR-High Resolution Melting (RT-PCR-HRM) se

identificaron los genotipos de los polimorfismos ¢.896A>G (TLR4-299) y c¢.1196C>T

(TLR4-399) de TLR4 y del polimorfismo ¢.304C>G del factor C3 del sistema del

complemento. En el caso de TLR4 se optimiz6 esta metodologia para la deteccion de los

restantes 245 pacientes del total de los 503 incluidos en esta cohorte y en el caso de C3 se

empled para la totalidad de los 483 pacientes incluidos en el estudio.

La amplificaciéon por PCR se llevo a cabo en el equipo LightCycler®480 siguiendo el

protocolo del fabricante LightCycler®480 High Resolution Melting Master (Roche,

Mannheim, Alemania) [242, 243].

Se disefiaron los primers para la deteccion de los polimorfismos de interés y se

sintetizaron por Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA). Se recibi6 el producto
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liofilizado, se resuspendié a 200 nmoles/uL y se alicuotaron a 20 nmoles/uL. Todas las
disoluciones se almacenaron a -20°C.

Para los polimorfismos de TLR4 se disefiaron primers para la amplificacion de un
fragmento de 167 pb que contenia el polimorfismo TLR4-299 y para otro fragmento de 160
pb que contenia el polimorfismo TLR4-399. La secuencia de estos primers se describe a

continuacion:

Primer Directo TLR4-299: 5’-CCTGTGCAATTTGACCATTG-3’
Primer Reverso TLR4-299: 5’-AATGTTGCCATCCGAAATTA-3’
Primer Directo TLR4-399: 5’-TGATCTACCAAGCCTTGAGTTTC-3’
Primer Reverso TLR4-399: 5°-TTGTTCTAAGCCCAAGAAGTTTG-3’

En el caso del polimorfismo del factor C3 del sistema del complemento se disefié la

siguiente pareja de primers para amplificar un fragmento de 93 pb que lo contenia:

Primer Directo: 5'- TGGAACAGACCCCTGACAAT -3'
Primer Reverso: 5'- CACCACCTTCTCCACCACTT -3'

Se prepar6 una mezcla de amplificacién diferente para cada uno de los polimorfismos
de interés formada por Master Mix 2X (contiene los dNTPs y el fluor6foro ResoLight® de
unién saturante al ADN), los primers (20 ng/pL) y Cloruro de Magnesio 25 mM (optimizado
en diferentes pruebas de reaccion). Para esto se descongelaron los componentes a
temperatura ambiente manteniendo el reactivo Master Mix 2X en oscuridad para evitar la
descomposicion del fluor6foro. Se prepard la mezcla en un tubo Eppendorff de 1,5 mL
afiadiendo en altimo lugar el reactivo fluorescente. Se dispensaron 15 pL de la mezcla de
PCR en cada pocillo de las placas de reaccion suministradas por el fabricante y se afiadieron
los 5 uL de ADN (3 ng/pL) o agua para el control negativo. Se sello la placa y se colocd en
el equipo LightCycler®480 y se inicid el programa de amplificacion.

Tras la amplificacion, el andlisis de los resultados se realiz6 mediante la aplicacion
Gene Scanning del equipo LightCycler®480. El software generd las curvas de fusion en
funcién de la fluorescencia detectada. Finalmente la misma aplicacion GeneScanning asigné
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los genotipos segun las cinéticas de amplificacion detectadas. Para esto se incorpor6 en cada
tanda de analisis, las correspondientes muestras control cuyos genotipos fueron previamente

identificados por diferentes metodologias de referencia.

Las condiciones de amplificacion y generacion de curvas de fusion optimizadas para la
deteccion de todos los polimorfismos (TLR4 y C3) por RT-PCR-HRM fueron similares. Solo
presentaron diferencias en la temperatura de hibridacion de los primers en las fases de
amplificacion y de curvas de fusién, siendo superior para el fragmento del factor C3 del
sistema del complemento debido a la presencia de un mayor contenido en GC de esta region

genomica (Tabla 12).

Tabla 12. Condiciones de Real Time-PCR High-Resolution Melting para la identificacion de
ambos polimorfismos de TLR4 y del factor C3 del sistema del complemento

Programa Ratio Ascenso °C/s Adquisicion Analisis
Preincubacién: 1 ciclo
- 95°C 10 minutos 4,40 NONE NONE
Amplificacién: 45 ciclos
- 95°C 10 segundos 4,40 NONE

QUANTIFICATION

- 60°C/62°C* 10 segundos 2,20 NONE
- 72°C 10 segundos 4,40 SINGLE
Curva de Fusion: 1 ciclo
- 95°C 1 minuto 4,40 NONE
- 40°C/50°C* 1 minuto 2,20 NONE MELTING CURVE
- 65°C/68°C* 1 segundo 4,40 NONE
- 95°C 0,02 CONTINOUS !

Enfriamiento: 1ciclo
- 40°C 30 segundos 2,20 NONE NONE

* Temperaturas diferentes para TLR4 (izquierda) y C3 (derecha)
125 adquisiciones por °C

La identificacion final de genotipos para los polimorfismos de TLR4 se realizd
afiadiendo 5 muestras previamente genotipadas mediante LightCycler®2.0 Capilar. Con
estas muestras control se correlacionaron los genotipos con sus correspondientes cinéticas y

curvas, permitiendo la posterior asignacion del genotipo en las restantes muestras. Para
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ambos polimorfismos de TLR4, el grupo de homocigotos wildtype presentd la mayor
diferencia de intensidad de fluorescencia respecto al blanco y los heterocigotos la menor

diferencia de intensidades (Fig. 16).

7.920
5.920

/ /R
3920 /4
1920 . et N

-0.080

-2.080

-6.080

Relative Signal Difference

-8.080;

-10.080
-12.080

-14.080

7 775 78 785 79 80 805 81 815

735
Temperature (*C)

Figura 16. Grafico normalizado y ajustado por temperatura de RT-PCR-HRM
correspondiente al anélisis de TLR4 mediante el equipo Light Cycler®480. Imagen
correspondiente al polimorfismo de TLR4-299. El grupo de curvas azules corresponde al genotipo

homocigoto wildtype y las rojas a heterocigotos.

Para la identificacion del polimorfismo del factor C3 del sistema del complemento se
emplearon 6 muestras control, 2 para cada genotipo (C3S, C3F y C3FS) previamente tipadas
mediante secuenciacion Sanger como técnica de referencia tal y como se describe en el
apartado 6. Una vez identificada la cinética y la correspondiente curva resultante para cada
genotipo, se procedio a la asignacion del mismo en cada una de las muestras incluidas en la

cohorte.

Se observaron 3 grupos, el de mayor diferencia de intensidad de fluorescencia con
respecto al blanco que correspondia a los homocigotos C3S, seguidos por homocigotos C3F

y finalmente heterocigotos C3FS (Fig. 17).
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Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Figura 17. Grafico normalizado y ajustado por temperatura de RT-PCR-HRM
correspondientes al andlisis de factor C3 del sistema del complemento mediante el equipo Light
Cycler®480. Las curvas de color rojo corresponden al genotipo homocigoto C3S, las de color verde

a homocigotos C3F vy las curvas azules representan el genotipo heterocigoto C3FS.

5. TETRA-AMPLIFICATION REFRACTORY MUTATION SYSTEM (T-ARMS)

Esta metodologia se empled como referencia para el genotipado de C3 por Real Time-
PCR High Resolution Melting. Con este fin, se realiz6 simultaneamente el tipaje mediante
tetra-Amplification Refractory Mutation System (t-ARMS) y RT-PCR-HRM de 49
pacientes de la cohorte.

Se utiliz6 la técnica t-ARMS segun ha sido previamente descrita en la literatura [244].
Esta metodologia permitié la amplificacién simultdnea en un mismo tubo de reaccion de un
fragmento control y la amplificacion alelo-especifica de C3S y C3F tal y como se describe

en la Figura 18.

Primer externo  Primer C3S Especifico Posicion del polimorfismo

[CGTCCGGCCCACGGGTA] [ CACGGTCACGAACTTGTTACG ]

5'- -3

3- -5

[ CCTCCTTTTCTGACTTGAACT ] [ CTTCCGAGGTGGCC G

Primer C3F Especifico Primer externo

Figura 18. Esquema representativo de t-ARMS. La pareja de primers externos amplifica el
fragmento control mientras que otra pareja de primers internos con orientacion opuesta es la
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responsable de la amplificacion alelo especifica. Esta se ve incrementada ya que los primers internos
presentan una incompatibilidad en el extremo 3’. Ademas esta técnica permite diferenciar los alelos
C3S de C3F ya que se amplifican como fragmentos de diferentes tamafios debido a que existe

asimetria entre ellos con respecto a la variacién nucleotidica.

Los primers para t-ARMS descritos en la bibliografia, se detallan a continuacion

identificando en rojo la posicion de la incompatibilidad seleccionada [244]:

Primer Externo Directo: 5°>-CGTCCGGCCCACGGGTA-3’

Primer Externo Reverso: 5>-CAAAAAGGCCACCTCGGAAG-3’

Primer Interno Directo C3S Especifico: 5’-CACGGTCACGAACTTGTTACG-3’
Primer Interno Reverso C3F Especifico: 5’-AGTTCAAGTCAGAAAAGGTGG3’

Los primers se sintetizaron por Thermo Fisher Scientific Inc. Se recibié el producto
liofilizado, se resuspendieron a 200 nmoles/uL y se realizaron alicuotas a 20 nmoles/L.
Todas las disoluciones se almacenaron a -20°C.

La amplificacion mediante PCR se realiz6 utilizando la enzima Tagq Polimerasa
AmpliTagGold (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) junto con sus respectivo
Buffer y Cloruro de Magnesio. La mezcla para la PCR consisti6 en dNTPs 1,25 uM,
AmpliTaqGold PCR Buffer 10X, MgCl, 256mM, AmpliTagGold (5U/uL) y los primers
externos e internos (20 nmoles/uL). Se descongelaron a temperatura ambiente los
componentes de la reaccion excepto la AmpliTagGold. En un tubo Eppendorf se realizé la
mezcla incorporando en ultimo lugar la AmpliTagGold mantenida en hielo. Se repartieron
15 pL esta mezcla en los tubos de PCR y se afiadi6 a cada uno de ellos 10 pL del ADN o
agua en el pocillo control negativo.

Se sellaron los tubos de PCR y se colocaron en el termociclador GeneAmp PCRSystem

9600 (Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA) siguiendo el siguiente programa:

1. Desnaturalizacion de 10 minutos a 95°C.

2. 35 ciclos: -Desnaturalizacion 30 segundos a 94°C.
-Anillamiento 30 segundos a 61°C.
-Elongacion 30 segundos a 72°C.
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3. Extension final de 7 minutos a 72°C.

Para la identificacion del polimorfismo se prepard un gel de agarosa al 1,5% y las
muestras para la electroforesis mezclando el tampdn de carga BPB con 10 pL del producto
de PCR. Se coloco el gel en la fuente electroforética de 250V/ 2.5A (BIO-RAD, Hercules,
CA, USA) y se cargaron en los pocillos las muestras y el marcador de pesos moleculares
DNA Molecular Weight Marker V (Roche, Mannheim, Alemania). Se dejo correr la
electroforesis 30 minutos a 120V. Transcurrido el tiempo se observd el gel en el equipo
Trasiluminador UV (Uvitec, Cambridge, UK) y se recogio la informacion mediante la
captura fotografica.

La amplificacion se considerd valida cuando se observo el fragmento control a 429 pb.
La banda alelo especifica de C3S se observo a 185pb y la de C3F a 278pb. Los pacientes
homocigotos para el alelo S presentaron 2 bandas, la del control y la del alelo C3S, los
homocigotos para C3F presentaron las bandas del control y la del alelo C3F, y los

heterocigotos C3FS las presentaron las tres bandas (Fig. 19).

6 7 8 MP

n

MP 1 2 3 4

200p
300 p
400 p

Figura 19. Imagen de electroforesis representativa de t-ARMS. El pocillo nimero 1 representa el
genotipo homocigoto para C3F, los pocillos 2, 3 'y 4 representan los genotipos homocigotos C3S y
los pocillos 5, 6 y 7 el genotipo C3F. En el pocillo 8 corri6 el control negativo. (MP: marcador de

pesos moleculares).

6. SECUENCIACION SANGER

La secuenciacion Sanger se utilizo para la identificacion del genotipo del polimorfismo
€.304C>G del factor C3 del sistema del complemento empleando el kit de secuenciacién

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
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USA). Se secuenciaron 6 muestras de la cohorte de pacientes cuyo genotipo fue previamente
identificado por t-ARMS, 2 pacientes homocigotos C3S, 2 heterocigotos y dos pacientes
homocigotos para el alelo C3F. Estas muestras se emplearon como controles para guiar la
posterior asignacion de genotipos y posteriormente para la resolucion de ambigiiedades en la
comparativa entre las metodologias t-ARMS y RT-PCR-HRM.

Se disefiaron los correspondientes primers necesarios para la amplificacion de un
fragmento de 263 pb que contenia este polimorfismo. Las correspondientes secuencias de la

pareja de primers son las siguientes:

Primer Directo: 5'-AAGAATAATGGGCAGGCAAG-3'
Primer Reverso: 5'-CCAGGGGTGTAGATGCTCTT-3'

Estos primers se sintetizaron por Thermo Fisher Scientific Inc. Se recibio el producto
liofilizado, se resuspendié a 200 nmoles/pL y se alicuotaron a 20 nmoles/pL. Todas las
disoluciones se almacenaron a -20°C.

La mezcla de PCR constaba de enzima Taq Polimerasa FastStart (5U/uL) (Roche,
Mannheim, Alemania), Buffer 10X de PCR FasrStart, Cloruro de Magnesio 25 mM, primers
(20 nmoles/pL) y dNTPs (1,25 mM). Se descongelaron los componentes a temperatura
ambiente excepto la Taq Polimerasa que se mantuvo en hielo. Se mezclaron los reactivos un
tubo Eppendorf de 1,5mL, se dispensaron 47,3uL en los pocillos de PCR y se afiadieron 2,7
pL del ADN (25-100 ng/uL) correspondiente y agua en el control negativo.

Se sellaron los tubos y se colocaron en el termociclador GeneAmp PCRSystem 9600

bajo el programa descrito a continuacion:

1. Desnaturalizacion de 5 minutos a 95°C.

2. 40 ciclos: -Desnaturalizacion 15 segundos a 95°C.
-Anillamiento 15 segundos a 57°C.
-Elongacion 30 segundos a 72°C.

3. Extension final de 10 minutos a 72°C.

Se comprobd que la amplificacion fue especifica y se descarté la contaminacion

mediante electroforesis en gel de agarosa. Se prepar6 un gel de agarosa al 1,5% y se dispuso
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en la fuente de electroforesis. Se prepararon las muestras mezclando tampon de carga BPB
con 10 pL del producto de PCR. Se cargaron la mezcla y el marcador de pesos moleculares
100pb DNA Ladder Marker (Invitrogen, Paisley PA, UK). Transcurrido el tiempo de
electroforesis (30 minutos a 120 V) se observo el gel en el equipo trasiluminador UV y se
recogio la informacion mediante la captura fotografica.

Posteriormente se procedio a la purificacion del restante producto de PCR. Se prepar6
un gel de agarosa al 1,5% y se coloco en la fuente electroforética. Se prepararon las muestras
mezclando tampdn de carga BPB vy el restante producto de PCR y se cargaron en el gel dos
pocillos de 25 pL por muestra y el marcador de pesos moleculares Molecular Weight
Marker V. Se dejo correr 45 minutos a 100 V permitiendo la separacion adecuada de la
banda especifica. Se coloc6 el gel sobre una fuente transiluminadora UV (CYLEX,
Branchenbuch, Alemania) y se recortaron las bandas de amplificacion especificas. Los
fragmentos se purificaron mediante el kit comercial QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Sobre los
Eppendorf que contenian los fragmentos recortados se afiadio Buffer QG y Acetato Sodico
2M. Se homogeneizo en el vortex y se incubd 30 minutos a 37°C. Se transfirio el contenido
a las columnas de precipitacion del kit y se centrifugaron a 14000 rpm 1 minuto. Se decant6
el contenido y se repitié el lavado con Buffer QG. Se afiadié Buffer PE y se incubd a
temperatura ambiente 5 minutos. Volvid a centrifugarse a 14000 rpm 1 minuto, se decanto el
contenido del tubo y se repitid el proceso de lavado con del Buffer PE. Se transfirieron las
columnas (donde quedd retenido el producto de PCR) a un nuevo tubo Eppendorff y se
eluyo el producto de PCR con Buffer de elucion EB tras centrifugar a 14000 rpm durante 1
minuto.

Se prepar6 la mezcla del reactivo BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit para
la reaccién de secuenciacion segun las indicaciones del fabricante. Se descongelaron a
temperatura ambiente los componentes del kit y los primers usados en la amplificacion
inicial del fragmento. Se realiz6 una mezcla para la secuencia directa y otra para la reversa
constituida por el reactivo Ready Reaction Mix (incorpora los di-desoxi-nucleétidos), Buffer
5X'y primer (20 ng/pL). Se repartid la mezcla en los respectivos tubos de PCR (uno para la
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secuencia directa y otro para la reversa) y se afiadié en cada pocillo 1,5 pL del producto de
PCR.
Se sellaron los pocillos y se colocaron en el termociclador GeneAmp PCRSystem 9600

para proceder a la reaccion de secuenciacion:

1. Desnaturalizacion de 2 minutos a 96°C.

2. 32 ciclos: -Desnaturalizacion 15 segundos a 96°C.
-Anillamiento 20 segundos a 50°C.
-Elongacion 4 minutos a 60°C.

3. Enfriamiento a 4° Indefinido.

Se precipité el producto de secuenciacion para eliminar los restos de reactivos no
incorporados durante el proceso. En un tubo Eppendorff se afiadieron 8uL del producto de
reaccion, 1/10 del volumen del producto de secuenciacion de Acetato Sédico 2M y el doble
de etanol absoluto y se dejé a -20°C overnight. Se centrifugaron los tubos 30 minutos a 4°C
a 14000 rpm y se retird el sobrenadante con bomba de vacio. Se realiz6 un lavado con etanol
al 70% a -20°C, centrifugando a 14000 rpm durante 5 minutos. Se retiré el sobrenadante por
aspiracion con bomba de vacio y se dejé secar el ADN para eliminar los restos de reactivos
en un bafo seco a 37°C durante 20 minutos.

Por ultimo se analizaron las secuencias en el equipo de electroforesis capilar Avant
AbiPrism-3100 Avant Genetic Analyzer. (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se
resuspendieron las muestras en 30 pL de Formamida (GE Healthcare Life Science,
Piscataway, NJ, USA) y se incubaron 30 minutos a 37°C. Se colocaron en la carcasa del
secuenciador y se desnaturalizaron 3 minutos a 96°C en el termociclador GeneAmp
PCRSystem 9600. Finalmente se introdujeron en el secuenciador. Los parametros
empleados, fueron los determinados por el fabricante siguiendo el protocolo de
secuenciacion estandar, el polimero POP6 y el capilar de 50 cm de longitud. Transcurrida la
carrera se analizaron los resultados con el software 3100 Avant Data Collection y
Sequencing Analysis del equipo, obteniendo los correspondientes electroferogramas. Un

unico pico correspondiente al nucle6tido C se identifico6 como homocigoto C3S, un pico del
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nucleotido G se asigné como homocigoto C3F y el doble pico G/C se asigné como genotipo

heterocigoto para C3SF.

7. CITOTOXICIDAD DEPENDIENTE DE COMPLEMENTO (CDC) PARA LA
TIPIFICACION DE MOLECULAS HLA-A Y -B

La tipificacion de HLA-A'y -B por CDC se basa en el reconocimiento de las moléculas
HLA expresadas en la superficie de los linfocitos por una bateria de anticuerpos
monoclonales inmovilizados en el fondo de los pocillos de una placa comercial [245-247].
Cuando se produce el reconocimiento especifico, el complemento incorporado en la placa
activa la lisis de las células por la via clésica (reaccién positiva) mientras que si no existe

reconocimiento no se producira la muerte celular (reaccion negativa).

Se aislaron los linfocitos de sangre periférica anticoagulada con heparina obtenida por
venopuncién en el momento de inclusion en la lista de espera. La muestra se diluyd en
volimenes iguales con medio RPMI 1640 (Lonza Group, Basilea, Suiza) y se distribuy6 en
tubos de 12 mL aproximadamente 3 ml de Ficoll (Lymphoprep™; AXIS-SHIELD PoC AS,
Oslo, Noruega). Se centrifugd a 2400 rpm 20 minutos quedando los linfocitos en la interfase
plasma-Ficoll. Se recogié la nube de linfocitos con una pipeta Pasteur y se lavo por
duplicado con medio RPMI-FCS centrifugando a 1400 rpm 7 minutos y decantando el
sobrenadante. Se ajustaron las células a 2,5 x 10° células/mL con medio RPMI-FCS
empleando una cdmara de Neubauer y el microscopio de contraste de fases (Nikon, Japon).

Se dispensdé 1 pL de la suspensién celular con una microjeringa de repeticién
automatica (Hamilton, Nevada, USA) en cada de las placas monoclonales para tipificacion
tisular de HLA clase | -A (LM144A) y -B (LM144B) (One Lambda Inc., Canoga Park,
CA, USA). Se incub0 1 hora a temperatura ambiente. Para la identificacion del tipaje se fijo
la placa con el reactivo FluoroQuench (One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA) que
contiene Naranja de Acridina que tefiira de color naranja las células muertas y Bromuro de
Etidio que tefiira de color verde las vivas al observar la placa en el microscopio de
fluorescencia (Nikon, Japén) (Fig. 20). La cuantificacién de las reacciones se realizd
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siguiendo la nomenclatura internacional: 8 (100-80% de linfocitos muertos), 6 (60-80% de
linfocitos muertos), 4 (40-60% de linfocitos muertos), 2 (20-40% de linfocitos muertos), 1
(100% de linfocitos vivos) y 0 (no valorable). Se consider6 positiva con asignaciones de mas

de 6, dudosas con valores de 4 y negativas con valores de 2 6 1.

(O Linfocito Vivo
. Linfocito Muerto
Y Anticuerpo (Ac)

Ac anti Ac anti Ac anti Ac anti Ac anti Ac anti ) )
Al A2 A3 A33 A23 A24 Sistema del Complemento

Figura 20. Tipaje por CDC. La molécula HLA-A o HLA-B de la superficie del linfocito es reconocida
por los anticuerpos especificos inmovilizados en el fondo del pocillo. El sistema de complemento
incorporado en la placa, lisara por la via clasica la célula en la que se haya producido la unién anticuerpo-

molécula HLA, mientras que en las que no se produce esta union, la célula permanecera viva.

7.1. Clasificacion de las moléculas HLA-B

Los pacientes se clasificaron en dos grupos segun el aminoacido que presentaron en
posicion 80 de la molécula seroldgica HLA-B. Cuando se tratd de Isoleucina o Treonina

pertenecian al grupo Bw4 mientras que cuando fuera Asparagina al grupo Bw6 [248].

8. SEQUENCE SPECIFIC OLIGONUCLEOTIDE-PCR (SSO-PCR) PARA EL
GENOTIPADO DE MOLECULAS HLA-C

Para la tipificacion del alelo HLA-C de clase | se empleo el kit SSO-PCR INNO-LiPA
HLA-C (INNOGENETICS, Gante, Bélgica). La amplificaciéon por PCR emplea primers

biotinilados que incorporan esta molécula al producto de PCR (Fig. 21).

En un tubo Eppendorf de 1,5 mL se prepard la mezcla de reaccion constituida por
Amplification Buffer, HLA-C Primer Solution y LiPA-Tag. Se alicuotaron 32 uL en sus
respectivos tubos de PCR y se afiadié 4 uL ADN (0,10-1,25 pg/uL) o agua destilada en el

pocillo control negativo.
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Figura 21. Amplificacion por PCR con primers biotinilados. El kit permite la amplificacion de diversos
fragmentos de los exones 2 y 3 del gen HLA-C. Estos productos de PCR quedaran marcados con biotina,

permitiendo la posterior identificacion de los alelos.

Se sellaron los tubos, se colocaron en el termociclador GeneAmp PCRSystem 9600 y se

inicio el programa siguiente:

1. Desnaturalizacion 5 minutos a 96°C
2.5 ciclos - Desnaturalizacién 30 segundos a 96°C
- Anillamiento 50 segundos a 64°C
- Extension 50 segundos a 72°C
3. 5ciclos - Desnaturalizacion 30 segundos a 96°C
- Anillamiento 50 segundos a 62°C
- Extension 50 segundos a 72°C
4. 10 ciclos - Desnaturalizacion 30 segundos a 96°C
- Anillamiento 50 segundos a 60°C
- Extension 50 segundos a 72°C
5. 15 ciclos -Desnaturalizacion 30 segundos a 96°C
- Anillamiento 50 segundos a 55°C
- Extension 50 segundos a 72°C

6. Elongacién 10 minutos a 72°C.

Una vez finalizado el proceso se comprobd la amplificacion y la ausencia de
contaminacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. El producto de
amplificacion valido apareceria con un peso molecular correspondiente a 904 pb.

Para la identificacion de los alelos, se realizé la hibridacién reversa siguiendo las
instrucciones del fabricante del equipo AUTO-LIiPA. Se colocé en el equipo la solucién de

hibridacion y el tampén de lavado astringente del kit, que requieren previo calentamiento a
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56°C, y se prepararon el resto de reactivos segun el manual. El kit incluye una bandeja de 42
ranuras (una por muestra). En cada ranura se dispensaron 10uL del producto de PCR, la
solucién desnaturalizante y una tira de nitrocelulosa con sondas especificas para los distintos
alelos de HLA-C. Cuando el equipo alcanz6 la temperatura adecuada, se incorporaron el
resto de reactivos y la bandeja con las muestras. Desde este momento la desnaturalizacion,
hibridacion, lavados y revelado se realizdé automaticamente. Una vez terminé el equipo, las
membranas presentaron un patron de bandas de color morado (Fig. 22).

Hibridacion con Patron de bandas
Desnaturalizacion membrana de LZ_‘W"(’S identificativo del
nitrocelulosa astringentes alelo HLA-C

2 & Avidina 1 1

& % 2 2| Fosfatasa Alcalina 2 2 Revelado
- a 5 . = ‘

-
o

™
O

Avidina ( Fosfatasa Alcalina . Sustrato cromogeno (BCIP/NBT)

Figura 22. Hibridacion reversa. El producto de PCR hibrida con una serie de sondas inmovilizadas
en una membrana de nitrocelulosa complementarias a cada uno de los posibles fragmentos
amplificados en el primer paso. Tras una serie de lavados astringentes se eliminan las uniones
inespecificas y se revelan las bandas adicionando avidina marcada con la enzima fosfatasa alcalina. Al
afiadir un sustrato cromégeno para la enzima se generara un precipitado purpura y un patrén de bandas

caracteristico que permitira identificar las moléculas HLA-C.

El patron de bandas se analiz6 mediante el software LIRAS for LiPA HLA-C
(INNOGENETICS, Gante, Belgica) que identifico el alelo asociado generando un informe

con el tipaje HLA-C de cada muestra.
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8.1. Clasificacion de las moléculas HLA-C

Cuando en posicion 80 del alelo serolégico HLA-C estuvo el aminoacido Asparagina
(HLA-Cw*01/*03/*07/*08/*12/*13/*14/*1507/*1601/*1604) se clasific6 en el grupo C1,
mientras que perteneceria al grupo C2 cuando fuese Lisina (HLA-
Cw*02/*04/*05/*06/*0707/*1204/*15/*1602/*17). En caso de presentar cada alelo un

aminoéacido se clasificaria como C1 C2 [249].

9. SEQUENCE SPECIFIC PRIMER-PCR (SSP-PCR) PARA EL GENOTIPADO DE
GENES KILLER IMMUNOGLOBULIN-LIKE RECEPTORS (KIR)

Se llevé a cabo la identificacion de los genes KIR mediante Sequence Specific Primer-
PCR (SSP-PCR) (Invitrogen, Paisley, PA, UK) previamente descrita en la literatura [250,
251]. Este método se basa en la amplificacion especifica de cada uno de los genes
detectables, con parejas de primers especificos para cada uno de ellos. En cada pocillo
ademas de la pareja de primers alelo-especificos, se incorpora otra pareja de primers para la
amplificacion de un fragmento control de un gen ampliamente conservado. Ademas el kit
incorpora un pocillo control negativo. Se prepard la mezcla de reaccion constituida por
Buffer de PCR y Taqg Polymerase FastStart (5U/uL) (Roche, Mannheim, Alemania). Se
dispensaron 8 pL al pocillo control negativo. A continuacion se afiadié el ADN (75-
125ng/uL) a la mezcla inicial y se repartieron 8 pL de la mezcla final en los pocillos
restantes.

Se sellaron las placas y se inici6 la amplificacion en el termociclador GeneAmp

PCRSystem 9600:

1. Desnaturalizacion inicial de 1 minuto a 95°C.
2. 30 ciclos: -94°C 20 segundos
-63°C 20 segundos
-72°C 90 segundos

3. Elongacién final de 10 minutos a 72°C.
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La identificacion del repertorio genico se realiz6 mediante separacion electroforética del
producto de PCR y posterior documentacion fotogréfica. Se prepar6 el gel de agarosa al 2%
y se coloco en la fuente de electroforesis. Se cargaron los 8 L del producto de PCR de cada
pocillo y el marcador de pesos moleculares Marcador VI (Roche, Mannheim, Alemania). Se
dejo correr la electroforesis 25 minutos a 125 V. Una vez finalizada, se expuso el gel en el
equipo trasiluminador UV vy se fotografié la imagen. Se adjunto la fotografia a la hoja de
resultados y se identificacion los genes KIR que correspondian a las bandas de amplificacion

obtenidas (Fig. 23).

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 MP

517 pb _— - p— i —
o—

298 pb

lbop

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa de SSP-PCR-KIR. Los pocillos desde 2 a 22 permiten la
identificacion de los diferentes genes KIR y el pocillo numero 1 corresponde al control negativo. La banda de
menor peso corresponde al fragmento control de amplificacion (B-globina). (MP: marcador de pesos

moleculares).

El kit permitid la identificacion de las siguientes especificidades alélicas: 2DL1*001-
006, 2DL2*001-005, 2DL3*001-006, 2DL4*00101/00102/00201/00202/003-011,
2DL5A*001/005, 2DL5B*002/004, 2DL5B*003, 2DS1*001-004,
2DS2*0010100102/00103/004-005, 2DS3*00101-00103, 2DS4*00101/00102/002,
2DS4*003-005, 2DS5*001/002/004/005, 3DL1*00101/00102/002/003/00401/00402/005-
008/01501/01502/016-019, 3DL1*009, 3DL2*001-012, 3DL3*001/00201/00202/003/004,
3DS1*010-013, 2DP1*001/002,3DP1*001/002/004 y 3DP1*00301/00302.

9.1. Haplotipos y genes KIR e interacciones KIR-HLA

Los pacientes se clasificaron en homocigotos para el haplotipo A (AA) y en

homocigotos o heterocigotos para haplotipos B (Bx). Los haplotipos A se caracterizan por
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presentar 1 6 ningln receptor activador y 4 inhibidores, mientras que los haplotipos B

pueden presentar entre 2 y 6 receptores inhibidores y entre 2 y 6 activadores [181].

Los genes KIR identificados se clasificaron en funcion del nimero total de receptores
que estuvieran presentes (KIR Totales) y segun su funcionalidad en activadores (aKIR) o
inhibidores (iKIR). Se incluyeron en el andlisis aquellos receptores que han sido
caracterizados hasta la actualidad: KIR2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 2DS1, 2DS2,
2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DS1. Para la clasificacion de receptores totales se
tuvo en cuenta la presencia o0 ausencia de los mismos independientemente de las
duplicidades. Se clasificaron como inhibidores (iKIR) los receptores KIR2DL1, 2DL2,
2DL3, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3 y como activadores (aKIR) los receptores KIR2DS1,
2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1. El receptor inhibidor 2DL5 puede presentarse dos veces
como alelos diferentes (2DL5.1 6 2DL5.B) pudiendo incluirse por duplicado en el contaje de
receptores iKIR. EIl receptor activador 2DS4 también puede presentarse simultaneamente
como dos alelos diferentes (2DS4*001/*002 6 2DS4*003-*007) por lo que también podria

aparecer por duplicado en el contaje de receptores aKIR [173].

Para determinar el estado de activacion de las células NK se cuantificaron las
interacciones KIR-HLA de carécter activador e inhibidor en los receptores. Se determing el
numero de interacciones presentes en cada paciente entre los receptores aKIR e iKIR y sus

ligandos HLA putativos de acuerdo a los datos recogidos en la Tabla 13 [252-256]

Tabla 13. Interacciones entre receptores aKIR e iKIR con sus ligandos HLA

iKIR aKIR

Receptor KIR 2DL1 2DL2/3 | 3DL1 3DL2 2DS1 2DS4

Ligando HLA | HLAC2 A HLAC2 | Bw4 A3/A1l | HLAC2 | HLAC1/C2,All
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10. ANALISIS ESTADISTICO

El test no paramétrico de homogeneidad marginal de McNemar, se empleé para
determinar la concordancia entre la nueva metodologia RT-PCR-HRM vy la tradicionalmente
utilizada t-ARMS para el tipaje del factor C3 del sistema del complemento. Para comparar la
influencia de las variables a contrastar sobre el desarrollo de los diferentes eventos
estudiados, se empleo el test de Fisher (incorporando la correccion de Yates cuando la
frecuencia esperada fue inferior a 5). Para la comparacién del tiempo medio de
supervivencia de pacientes, del injerto y de tiempos libres de infeccion, se empleo el analisis
de supervivencia de Kaplan-Meyer junto con el test de significacion Longrank. Finalmente
el estudio de asociacion Univariable y Multivariable se realiz6 mediante el test de Regresion
Logistica Binaria. Se considerd la existencia de significacion estadistica para un valor p <
0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron empleando los programas estadisticos

SPSSv18 (IBM, Armonk, NY, USA) y GraphPad Prismv5.0 (La Jolla, CA, USA).
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REACTIVOS UTILIZADOS

-SLR 1X: Se prepararon 50 mL afiadiendo 0.5 ml de Tris-HCI pH 7.5, 2.5 ml de MgCl,
1M, 5.4 g Sacarosa y 0.5 mL de detergente Triton. Se completé el volumen con agua

destilada.

-Etanol 75%: Se prepararon 50 mL de etanol al 75% mezclando 12,5 mL de etanol

absoluto y 37,5 mL de agua destilada.

-Etanol 95%: Se prepararon 50 mL de etanol al 95% mezclando 2,5 mL de etanol

absoluto y 47,5 mL de agua destilada.

-Buffer TEA 50%: Para 1L de TEA 50X se mezclo en un matraz aforado, 242.29 g de
TRIS, 37.22 g de EDTA y 57.4 mL de Acido Acético pH8. Se completo el volumen con

agua destilada.

-BPB: 50 mL la disolucion se contenian 0.5 mL de TRIS 50 mM pH 7.6, 5 mL de
EDTA 0.5 mM pH8, 0.25 g de SDS 0.5%, 20 g de Sacarosa 40% y 0.05 g de Azul de

Bromofenol 0.1%. El volumen restante se completd con agua destilada.

-dNTPs 1,25uM: se mezclaron en un tubo Eppendorff 25 uL de cada dNTP 10 mM y

agua destilada estéril hasta alcanzar los 200 pL.

-Gel de agarosa: 4,59 (1.5%) o 6g (2%) de Agarosa D1 Low EEO (CONDA, Madrid,
Espafia) y 1 mL de solucion TEA 50X se disolvieron en 300 mL de agua destilada estéril
calentando la mezcla en microondas (6 y 10 minutos respectivamente) a 700W. Se dejé
atemperar en un agitador magnético incorporando un iman y se afiadieron 15 pL de
Bromuro de Etidio 10 mg/mL (SERVA Electrophoresis Gmbh, Heidelberg, Alemania). Se
montd una carcasa molde para el gel de agarosa (BRL GibCo, Paisley, UK) con 4 peines. Se

vertio la mezcla y se dejo solidificar.

-Medio RPMI-FCS: El medio RPMI 1640 se suplementd con 2% de mezcla de
antibidticos Ampi-Strep (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y un 20% de Suero Bovino
Fetal (FCS) (Lonza Group, Basilea, Suiza).
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Resultados

1. DESCRIPCION GENERAL DE LA POBLACION

1.1. Frecuencia de polimorfismos de TLR4 y del factor C3 del complemento. Eventos

clinicos e infecciones

Para el estudio de los polimorfismos de TLR4 c.896A>G (TLR4-299) y ¢.1196C>T
(TLR4-399) y del polimorfismo g.304C>G del factor C3 del complemento se incluyeron 522
pacientes receptores de Tx. De todos estos, la calidad del material genético s6lo permitié la
identificacion de los polimorfismos de TLR4 en 503 pacientes y del polimorfismo de C3 en
483 receptores de trasplante. Las caracteristicas de estos pacientes se describen en la Tabla
14. Las principales causas del trasplante hepatico fueron infecciones por virus hepatotropos
(VHC A, B, C 6 D) en 42.9% de los casos, seguidos de enolismo cronico en el 19.3% de los
pacientes, hepatocarcinoma celular en el 18.8% y hepatopatia primaria en el 13%. En el
restante 6% de los casos se debid a causas minoritarias como metabolopatias congénitas,

neoplasias y hepatopatias no filiadas.

Tabla 14. Descripcion de la poblacion incluida en el estudio de polimorfismos de TLR4 y C3

Hombre 372 (71.3%)
Mujer 150 (28.7%)
52.03+15.28 (0-75)
Cadaver 452 (86.6%)
Split 46 (8.8%)
Vivo 24 (4.6%)
14 (2.7%)
Encefalica 458 (87.7%)
Asistolia 40 (7.7%)
Vivo 24 (4.6%)
R+D+ 477 (91.4%)
R- D- 27 (5.2%)
R- D+ 18 (3.4%)
Tacrolimus+Esteroides 365 (69.9%)
Tacrolimus+Esteroides+MMF 74 (14.2%)
CiclosporinaA+EsteroidestMMF 42 (8%)
CicloporinaA+Esteroides 6 (1.1%)
Otros 35 (6.7%)

Los datos se expresaron en frecuencia y porcentaje excepto la edad que se describié como media +
SD (rango).
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1.1.1. Distribucion de polimorfismos de TLR4 y C3 en la cohorte de receptores

hepaticos

1.1.1.a. Receptores TLR4

La identificacion de los polimorfismos de TLR4 se realizd en 503 de los pacientes
incluidos y en 100 controles sanos (Tabla 15). La causa de exclusion de pacientes del analisis

fue la baja calidad del ADN tras la extraccion.

Tabla 15. Frecuencia de los polimorfismos TLR4 en la poblacidén estudiada

Pacientes Controles
TLR4-299 AA 447 9% 0
TLR4-299 99 (88.9%) 90 (90%)
TLR4-299 AG 56 (11.1%) 10 (10%)
- 0, 0,
TLR4-399 TLR4-399 CC 443 (88.1%) 91 (91%)
TLR4-399 CT 60 (11.9%) 9 (9%)
n= 503 n=100

Ambos polimorfismos de TLR4 tanto en pacientes como en controles se ajustaron al
equilibrio de Hardy-Weinberg (TLR4-299 pacientes p= 0.46 y controles p= 0.69; TLR4-399
pacientes p= 0.33 y controles p= 0.58). La comparacion de las frecuencias alélicas entre
pacientes y el grupo control determiné que no existian diferencias entre ambas poblaciones

(TLR4-299 p= 0.18; TLR4-399 p= 0.29).

1.1.1.b. Factor C3 del sistema del complemento

Uno de los objetivos del presente trabajo de tesis doctoral fue desarrollar la técnica RT-
PCR-HRM para el genotipado del polimorfismo ¢.304C>G de C3. Con este fin se analizaron
previamente 49 pacientes de la cohorte mediante t-ARMS, utilizada en la actualidad como
técnica de referencia. Para guiar la posterior asignacion de genotipos en la técnica RT-PCR-
HRM vy resolver posibles ambigliedades, se secuenciaron 6 muestras de ADN de estos 49
pacientes cuyo genotipo fue previamente identificado por t-ARMS. Por Gltimo estos 49
pacientes se genotiparon mediante RT-PCR-HRM, empleando las 6 muestras control

secuenciadas para la identificacion de las cinéticas y las curvas de cada uno de los genotipos.
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La técnica t-ARMS resolvio el 96% de los genotipos, mientras que la resolucién de la técnica
RT-PRC-HRM fue del 98% (Tabla 16). Tras secuenciar las tres unicas muestras discordantes
se observé que 2 genotipos coincidieron con el identificado por RT-PRC-HRM, vy el restante
coincidio con el determinado por t-ARMS. En la comparacion de ambas técnicas mediante el
test McNemar (andlisis de simetria), la concordancia de ambas técnicas resulté del 93.8% vy
no se observaron diferencias estadisticas entre ambas metodologias (p=0.89), por lo que se

selecciond la técnica RT-PCR-HRM para el genotipado de la restante cohorte [243].

Tabla 16. Frecuencias de C3 observadas por t-ARMS y RT-PCR-HRM

t-ARMS RT-PCR-HRM p
C3SS  (27/49)55.1%  (26/49) 53.1%
C3FS  (18/49)36.7%  (18/49) 36.7% 0.89

C3FF (4/49) 8.2% (5/49) 10.2%

Alelo C3S  (72/98) 73% (69/98) 70%
Alelo C3F  (26/98) 27% (29/98) 30%

0.51

El polimorfismo del factor C3 se determind en 483 pacientes (Tabla 17). La causa de
exclusion de pacientes del analisis fue la baja calidad del ADN tras la extraccion. En cuanto a
la distribucion del polimorfismo de C3, también se encontrd en equilibrio de Hardy-Weinberg
(p= 0.24). La comparacion de las frecuencias alélicas obtenidas, 0.76 para el alelo C3S y 0.24
para C3F, con las descritas previamente en la literatura publicada en poblacion espafola
[257], indico que no existian diferencias entre ambas (p= 0.32). Ademas para el estudio del
factor C3, se realiz6 una segunda distribucion en funcion de la presencia o ausencia del alelo

C3F.

Tabla 17. Frecuencia de los polimorfismos del factor C3 en la poblacién estudiada

Pacientes
284 (58.8%)
164 (34%)
35 (7.2%)
n=483
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1.1.2. Eventos clinicos: éxitus, pérdida de injerto y rechazo

De los receptores hepaticos incluidos en el estudio se recogieron datos clinicos y de
evolucion del trasplante durante el primer afio tras el mismo. Sobre la totalidad de la cohorte
identificamos 161 pacientes (30.8%) con eventos de rechazo del injerto, 39 (7.5%) casos de
pérdida del injerto, se diagnosticaron 2 (0.3%) casos de EICH y fallecieron 88 (16.8%)
receptores de trasplante.

El nimero de rechazos oscil6 entre 1 y 4 por paciente, presentando la mayoria (128
pacientes 24.5%) un unico rechazo, 26 pacientes (5%) 2 rechazos, 5 pacientes (1%) 3

rechazos y 2 pacientes (0.4%) presentaron 4 rechazos.

1.1.3. Eventos infecciosos

Se recogieron los datos de las infecciones desarrolladas en 515 pacientes de la cohorte

(Tabla 18).

Tabla 18. Infecciones observadas en los pacientes del estudio de los polimorfismos TLR4 y C3

Tipo Infeccion N° infecciones Tipo Infeccion N° infecciones
Bacteriemia G+ 98 (19,4%) Cistitis 111 (22%)
Bacteriemia G- 53 (10,5%) Sindrome viral CMV 15 (3%)

Neumonia 16 (3.2%) Hepatitis CMV 11 (2.2%)
Infeccion tracto respiratorio 10 (2%) Esofagitis CMV 4 (0.8%)
Intraabdominal 82 (16.2%) Enteritis CMV 4 (0.8%)
Colitis / Gastroenteritis 4 (0.8%) Otros virus (VHS, VHZ) 49 (9.7%)
Infeccion herida quirdrgica 38 (7.5%) Aspergilosis pulmonar invasiva 3 (0.6%)
Pielonefritis 6 (1.2%) Micosis cutanea 1 (0.2%)

Infecciones mas frecuentes en pacientes de trasplante hepatico en el Hospital 12 de Octubre [240]

Se recogieron datos de 505 eventos infecciosos en un total de 267 (51.8%) pacientes que
si desarrollaron algun tipo de infeccion. En 418 (82.8%) casos, las infecciones fueron de
etiologia bacteriana, en 83 (16.4%) viricas y solo 4 (0.8%) fungicas. Cada paciente pudo
presentar mas de una Unica infeccion, de esta forma, se observaron por cada paciente entre 1y

7 infecciones bacterianas y 1 6 2 viricas.
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1.2. Distribucion de killer immunoglobulin-like receptors (KIRs). Eventos clinicos e

infecciones

El andlisis de los receptores KIR e interacciones KIR-HLA se realizd sobre 95 pacientes
receptores de trasplante hepatico. Las caracteristicas de este grupo de pacientes se describen

en la Tabla 19.

Tabla 19. Caracteristicas generales de los pacientes incluidos en el andlisis de KIR

Hombre 68 (71.6%)
Mujer 27 (28.4%)

52.79+12.11 (1-70)
Cadaver 76(80%)
Split 11 (11.6%)
Vivo 8 (8.4%)

2 (2.1%)
Encefalica 85 (89.5%)
Asistolia 2 (2.1%)
Vivo 8 (8.4%)
R+D+ 86 (90.5%)
R- D- 6 (6.3%)
R- D+ 3 (3.2%)
Tacrolimus+Esteroides 55 (57.9%)

Tacrolimus+Esteroides+MMF 16 (16.8%)
CiclosporinaA+EsteroidestMMF 21 (22.1%)
CicloporinaA+Esteroides 1(1.1%)
Otros 2 (2.1%)

Los datos se expresaron en frecuencia y porcentaje excepto la edad que se expres6 como media *
SD (rango).

Al igual que para la cohorte de pacientes de los polimorfismos de TLR4 y C3, las
principales causas de trasplante fueron las infecciones por virus hepatotropos (VHC A, B, C 6
D) en 51.5% de los casos seguidos de enolismo cronico en 22.1% de los pacientes,
hepatocarcinoma celular en 12.6% de los pacientes, hepatopatia primaria en 10.5% vy el
restante 3.3% por causas minoritarias como neoplasias y otras hepatopatias no filiadas.

Cinco pacientes (5.3%) recibieron profilaxis con valganciclovir o ganciclovir (receptor

CMV-/donante + 6 - y en trasplante pediatrico).
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1.2.1. Frecuencia de moléculas HLA-B, HLA-C y receptores KIR

Se identifico el alelo serolégico Bw4 en 62 pacientes (65.3%), los 33 restantes (34.7%)
se clasificaron como Bw4-. Respecto a HLA-C, se asignaron al grupo C1C1 35 pacientes
(36.8%), al C2C2 20 pacientes (21.1%) y 40 pacientes (42.1%) en el grupo heterocigoto
C1C2. En la distribucién por haplotipos KIR 10 pacientes (10.5%) presentaron los haplotipos
AA y 85 (89.5%) los haplotipos Bx. Ademas se agruparon los pacientes en funcion de la
distribucion del numero de receptores KIR (KIR totales, aKIR, iKIR) y de las interacciones
aKIR/IKIR-HLA (descritas en la Tabla 13) presentes en los mismos. Los resultados de estas

agrupaciones se muestran en la figura 24.

1.2.2. Eventos clinicos: éxitus, pérdida de injerto y rechazo

En el periodo de observacion (un afio post-trasplante), 6 pacientes (6,3%) fallecieron, 8
(8,4%) perdieron el injerto trasplantado y 27 (28,4%) rechazaron el injerto. Del total de los 55
eventos observados (éxitus, pérdida o rechazo del injerto), 27 pacientes (65.8%) presentaron

Unicamente 1 evento y 14 (34.2%) hasta 2.
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Figura 24. Clasificacion de pacientes en funcion del repertorio de genes KIR e interacciones KIR-

HLA. Fig. a-c) Frecuencias y porcentajes de pacientes en funcion del nimero de receptores KIR totales
(@), receptores KIR inhibidores (b) y receptores KIR activadores (c). Fig. d-e) Frecuencias y porcentajes

de pacientes en funcién del nimero de de interacciones entre los receptores KIR inhibidores (d) y KIR

activadores (e) y sus ligandos HLA presentes simultaneamente en cada paciente.
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1.2.3. Desarrollo de infecciones

Se desarroll6 algun tipo de infeccion en 51 (53.7%) de los 95 pacientes incluidos en el
estudio, lo que supuso un total de 85 eventos infecciosos. De estos, 59 (69.4%) fueron
bacterianos, 23 (27.1%) viricos y solo 3 (3.5%) fueron fungicos. Sobre los 51 pacientes con
infeccion se presentaron entre 1 y 5 infecciones repetidas en cada uno, entre 1 y 4 de tipo
bacteriana y entre 1 y 2 infecciones las de origen virico. La Tabla 20 describe los tipos de
infeccion observados en el estudio.

De forma paralela 43 pacientes (45.3%) presentaron viremia silente por CMV. En estos
se contabilizaron hasta 96 episodios de viremia, repitiéndose en cada uno de ellos entre 1y 8
episodios (1 episodio: 51.3%; 2 episodios: 23.1%; 3 episodios: 7%; 4 episodios: 2.3%; 5
episodios: 7%; 6 episodios: 7%; 8 episodios: 2.3%).

Tabla 20. Tipos de infeccion observados en el estudio de pacientes incluidos en el estudio de
receptores KIR

Tipo Infeccion N° Infecciones '« Tipo Infeccion N Infecciones
Bacteriemia G+ 11 (12,9%) Sindrome viral CMV 6 (7.1%)
Bacteriemia G- 13 (15,3%) Hepatitis CMV 1 (1.2%)
Neumonia 3 (3.5%) Esofagitis CMV 1(1.2%)
Infeccion tracto respiratorio 1(1.2%) Neumonitis CMV 1(1.2%)
Intraabdominal 13 (15.3%) Otros virus (VHS, VHZ) 14 (16.5%)
Infeccion herida quirdrgica 5 (5.9%) Aspergilosis pulmonar invasiva 2 (2.4%)
Cistitis 13 (15.3%) Micosis Cutanea 1 (1.2%)

Infecciones mas frecuentes en pacientes de trasplante hepatico en el Hospital 12 de [240]

2. RELACION ENTRE POLIMORFISMOS DE TLR4, C3 Y EL REPERTORIO KIR
Y SUPERVIVENCIA, RECHAZO Y RECIDIVA DE VHC

2.1. Analisis de los polimorfismos de TLR4 ¢.896A>G (TLR4-299) y ¢.1196C>T (TLR4-
399) y del polimorfismo ¢.304G>C del factor C3 del complemento

2.1.1. Supervivencia de pacientes e injerto

Se obtuvieron datos relativos a los eventos clinicos en 499 pacientes para el estudio en

TLR4 y de 476 para el factor C3 del complemento. Inicialmente analizamos la asociacién
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entre cada uno de los polimorfismos de TLR4 y C3 en la incidencia de éxitus asi como en la

pérdida del injerto (Tabla 21).

Tabla 21. Porcentaje de pacientes que desarrollaron el evento clinico considerado en funcién de
los polimorfismos de TLR4 y C3

% p % p

AA 7.5 6.8

TLR4-299 AG 5 0.75 23 0.88
CC 7.5 6.8

TLR4-399 cT 6.8 0.9 6.8 0.79
C3SS 8.2 4.6

Genotipo C3 C3FS 7.5 0.51 8.8 0.014
C3FF 2.7 16.7
. No 8.2 4.6

Presencia alelo C3F Si 66 0.55 103 0.026

La tabla muestra los porcentajes de aquellos pacientes que fallecieron o perdieron el injerto para cada
una de las comparaciones realizadas. La casilla sombreada en azul indica una mayor tasa significativa
de pérdida del injerto en pacientes con el genotipo C3FF y portadores del alelo C3F (p= 0.014 y p=

0.026 respectivamente).

El andlisis de supervivencia de receptores hepaticos en el primer afio post-trasplante no
revelo diferencias entre los pacientes AA 'y AG en TLR4-299 o entre los pacientes CCy CT
en TLR4-399. Tampoco hubo diferencias entre la supervivencia de pacientes clasificados de
acuerdo al genotipo de C3 (SS, FS o FF) o a la presencia del alelo C3F del factor C3 del
complemento (Fig. 25).

No se observaron diferencias de supervivencia del injerto en relacion a los
polimorfismos de TLR4. Sin embargo en el caso de C3, los injertos de los pacientes
homocigotos para C3FF y de los portadores del alelo C3F presentaron una supervivencia

estadisticamente inferior al resto de los genotipos (Fig. 26).
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Figura 25. Supervivencia del paciente en funcion de los polimorfismos TLR4 y C3. El grafico
muestra los tiempos de supervivencia del paciente y el valor p obtenido del test logrank, para los
polimorfismos TLR4-299 (a), TLR4-399 (b), la comparacion por genotipos del factor C3 (c) y la
comparacion por ausencia/presencia del alelo C3F (d).
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Figura 26. Supervivencia del injerto en funciéon de los polimorfismos TLR4 y C3. El gréfico
muestra los tiempos de supervivencia del injerto y el valor p obtenido del test logrank, para los
polimorfismos TLR4-299 (a), TLR4-399 (b), la comparacion por genotipos del factor C3 (c) y la
comparacion por ausencia/presencia del alelo C3F (d). La supervivencia del injerto fue
estadisticamente inferior en pacientes homocigotos para C3FF (p= 0.014) y portadores del alelo C3F
(p=0.018).

2.1.2. Rechazo del injerto

Inicialmente se estudid si la presencia de alguno de los polimorfismos actuaba como
factor de predisposicion para el rechazo del injerto durante el afio de seguimiento. No se
observo relacion alguna entre la presencia de los polimorfismos de TLR4 (n=484) y el
desarrollo de rechazo del injerto (TLR4-299 p= 0.25; TLR4-399 p= 0.78). No obstante, para

el factor C3 del complemento (n=462) tanto los pacientes homocigotos C3FF como los
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pacientes portadores del alelo C3F desarrollaron significativamente menor rechazo (genotipos

C3 p=0.0037; alelo C3F p=0.033) (Fig. 27).
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Figura 27. Incidencia del rechazo del injerto para los genotipos de C3. (*p<0.05; **p<0.005). El grafico

a) muestra para cada uno de los genotipos posibles de C3, la comparacion entre el nimero de pacientes que

desarrollaron rechazo del injerto frente a los que no lo presentaron. El grafico b) muestra la misma

comparaciéon para la presencia/ausencia del alelo C3F. Tanto el genotipo C3FF (p= 0.0037) como la

presencia del alelo C3F (p=0.033) ejercieron un efecto protector frente al rechazo del injerto.

El analisis del tiempo medio libre transcurrido hasta el desarrollo de rechazo del injerto,

confirmd los resultados previos obtenidos en la comparacién de la incidencia de rechazo en

funcién de los polimorfismos. Ambas variantes de TLR4 no observamos diferencias en el

tiempo medio libre de rechazo del injerto (TLR4-299 p=0.22; TLR4-399 p=0.80) (Fig. 28 a) y

b)). Sin embargo para la comparacion por genotipos de C3, de nuevo identificamos el efecto

protector de la homocigosis para C3F frente al rechazo del injerto, ya que los pacientes con

este genotipo presentaron significativamente el mayor tiempo libre de rechazo del injerto en

comparacién con los restantes grupos (p=0.005). Estos resultados se mantuvieron

significativos en el correspondiente analisis de la presencia/ausencia del alelo C3F (p=0.019)

(Fig. 28 ¢) y d)).
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Figura 28. Tiempo libre de rechazo del injerto. El grafico muestra los tiempos transcurridos hasta el

desarrollo de rechazo del injerto y el valor p obtenido del test logrank, para los polimorfismos TLR4-299 (a),

TLR4-399 (b), la comparacion por genotipos del factor C3 (c) y la comparacion por ausencia/presencia del

alelo C3F (d). El rechazo del injerto aparecié de forma estadisticamente mas tardia en pacientes homocigotos
para C3FF (p=0.005) y portadores del alelo C3F (p= 0.019).

Finalmente se analizé el efecto de los polimorfismos sobre el numero de eventos de

rechazo (entre 1 y 4), identificados en los pacientes. No se observaron diferencias en el

numero de rechazos cuando se compararon los polimorfismos de TLR4 y C3 y la incidencia

de 1, 2, 3 6 4 eventos de rechazo agudo (p= 0.32 para TLR4-299; p= 0.24 para TLR4-399; p=
0.93 para C3; p=0.70 para alelo C3F).

Para hacer los grupos mas homogéneos se distribuyeron de nuevo los pacientes en

funcién de si presentaron mas de uno o mas de 2 eventos y se analizé el efecto de los

polimorfismos. No se observaron asociaciones entre ninguno de los polimorfismos con el

desarrollo de méas de 1 evento (p= 0.61 para TLR4-299; p= 0.65 para TLR4-399; p= 0.71 para
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C3; p= 0.44 para alelo C3F), o el desarrollo de més de 2 eventos (p= 0.91 para TLR4-299; p=
0.82 para TLR4-399; p= 0.78 para C3; p= 0.55 para alelo C3F).

2.1.3. Efecto de los polimorfismos de TLR4 y C3 en pacientes trasplantados por VHC

De un total de 247 pacientes trasplantados por VHC, 158 (63.9%) desarrollaron recidiva
en el primer afio post-trasplante. La comparacion de la incidencia de recidiva VHC en funcion
de los polimorfismos (238 pacientes para TLR4-299 y 399; 228 pacientes para C3) mostrd
gue ninguno de los mismos influia en el desarrollo de la misma (p= 0.84 para TLR4-299; p=
0.99 para TLR4-399; p= 0.47 para C3; p= 0.89 para alelo C3F).

No se observaron diferencias cuando se analizé la influencia de los polimorfismos de
TLR4 y C3 en la supervivencia del paciente, pérdida del injerto y rechazo del injerto para esta
cohorte de pacientes trasplantados a causa de infeccion por VHC. Sin embargo si que
observamos una tendencia a una mayor incidencia de rechazo del injerto en los pacientes

portadores en heterocigosis del polimorfismo TLR4-299 (Tabla 22).

Tabla 22. Pacientes trasplantados a causa de cirrosis por VHC (n=247) que desarrollaron el
evento clinico considerado en funcion de los polimorfismos de TLR4y C3

% p % p % p
AA 8.7 5.3 29
- .94 .37 )
TLR4-299 AG 65 0.9 0 0.3 55 0.09
CC 8.7 5.3 29.6
TLRA4- ) . )
399 cT 6.3 0.89 0 0.36 0.6 0.22
C3SS 8.5 3.1 30.2
Genotipo C3 C3FS 10 0.79 7.5 0.35 35.2 0.62
C3FF 5.3 5.3 21.1
No 8.5 3.1 30.2
Presencia alel F 0.99 0.28 )
esencia alelo C3 S; 91 71 303 0.99

La tabla muestra los porcentajes de aquellos pacientes trasplantados por VHC que fallecieron, perdieron o
rechazaron el injerto para cada una de las comparaciones realizadas. La casilla sombreada en azul indica
una tendencia no significativa a una incidencia superior de rechazo del injerto en pacientes heterocigotos

para el polimorfismo TLR4-299.
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2.1.4. Anélisis univariable y multivariable

Se realizé un andlisis de asociacion univariable y multivariable para cada uno de los
eventos: éxitus, pérdida del injerto y rechazo. En todos los analisis univariables se incluyeron
las siguientes variables: sexo, genotipo de TLR4-299, genotipo de TLR4-399, genotipo de C3,
presencia de alelo C3F, edad en el momento del trasplante (mayor de 18 afios),
compatibilidad de seroestatus CMV donante-receptor, donante vivo o cadaver, donante en
muerte encefalica o asistolica, terapia inmunosupresora en diferentes combinaciones e
infeccion de base por VHC. Aquellas variables con un valor p < 0.25 en el analisis univariable

se incluyeron en el posterior analisis multivariable.

2.1.4.a. Supervivencia de pacientes

En el analisis univariable la inmunosupresion constituida por otras combinaciones
terapéuticas diferentes a la clésica (tacrélimus y esteroides) supuso mayor riesgo de

fallecimiento de los pacientes.

Tanto la administracion de diversas combinaciones terapéuticas como la presencia de
enfermedad de base causada por infeccion por VHC que quedo cercana a la significacion
estadistica se incluyeron en el anélisis multivariable. Unicamente la inmunosupresion
constituida por otras combinaciones terapéuticas supuso un factor de riesgo frente a la
inmunosupresién clasica, manteniendo su significacion estadistica y mostrandose como
independiente frente al resto de factores incluidos en el estudio (OR: 4.72; IC 95%: 1.90-

11.76; p= 0.001) (Tabla 23).
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Tabla 23. Andlisis univariable y multivariable para el evento éxitus

Univariable Multivariable
; p OR  IC95% p OR  IC95%
Mujer vs Varén 077 090 0.44-1.83 '
TLR4-299 A/G vs AA 056 069 0.21-2.35
TLR4-399 C/T vs CC 0.84 0.89 0.30-2.63
C3FF vs C3SS 0.27 0.32 0.04-2.48

Si aleloC3 F vs No alelo C3 F 054 080 0.39-1.63
Edad Tx <18 afios vs >18 aflos 041 043 0.06-3.23

Mismatch CMV (R-/D+) 055 158 0.35-7.12
Dte Vivo vs Cadaver 0.53 0.52 0.07-4.01
Dte en Asistolia vs Encefélica 0.52 0.62 0.14-2.66
Otras terapias vs T+E 0.002 421 172-103 | 0.001 4.72 190-11.76
Infeccion VHC 024 148 0.77-2.86 0.07 2.0 0.94-4.27

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.25 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. Otras terapias
incluyeron: T+E+MMF, CsA+E+MMF, CsA+E, Basiliximab/anti-CD3+CsA+E+MMF.

2.1.4.b. Pérdida del injerto

El analisis univariable mostro que el genotipo C3FF confiere mayor riesgo para la
pérdida del injerto en comparacion con el genotipo C3SS. Esta asociacion se incluyo en el
andlisis multivariable junto con las variables con un valor p < 0.25, presencia del alelo C3F,
donacion en asistolia frente a enceféalica, la triple terapia inmunosupresora en comparacion
con la doble y la infeccién por VHC como causa del trasplante.

Los resultados del analisis multivariable mostraron que la presencia del genotipo C3FF
ejercio un efecto promotor de la pérdida del injerto significativo e independiente de las
restantes variables en comparacion con el genotipo C3SS (OR: 2.38; IC 95%: 1.29-4.38; p=
0.005). La presencia del alelo C3F se mostré en el multivariable como factor promotor de la
pérdida del injerto de forma significativa e independiente del resto de variables (OR: 2.66; IC

95%:1.17-6.08; p=0.02) (Tabla 24).
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Tabla 24. Andlisis univariable y multivariable de la pérdida del injerto

Univariable Multivariable
; p OR  IC95% p OR  IC95%

Mujer vs Varon 068 0.86 0.42-1.76 '

TLR4-299 A/G vs AA 096 097 0.33-2.87

TLR4-399 C/T vs CC 0.74 118 0.44-3.16

C3FF vs C3SS 0.02 331 121911 0.005 238 1.29-4.38
Si aleloC3F vs No aleloC3F 0.068 1.89  0.95-3.75 002 266 1.17-6.08
Edad Tx <18 afios vs >18 afios 051 151 0.43-5.23

Mismatch CMV (R-/D+) 053 1.63 0.367.34

Dte Vivo vs Cadaver 0.84 1.17 0.26-5.16

Dte en Asistolia vs Encefélica 0.18 197 0.72-5.48 026 254 0.49-12.91
Triple terapia vs doble 0.10 197 0.87-4.43 031 203 0.51-8.07
Infeccion VHC 0.053 048 0.23-1.01 0.07 032 0.96-1.08

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.25 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. La triple terapia incluyo
T+E+MMF o CsA+E+MMF; La doble terapia consistio en T+E 0 CSA+E.

2.1.4.c. Rechazo del injerto

El genotipo C3FF aparecio como factor protector frente al rechazo del injerto en
comparacion con los genotipos homocigotos C3SS. Esta variable se incluyd en el
multivariable junto con las variables con un valor p < 0.25, presencia del alelo C3F, donante
vivo frente a cadaver y terapia triple frente a la doble. En el analisis multivariable C3FF se
mantuvo como factor protector del rechazo de forma independiente (OR: 0.54; IC 95%: 0.31-
0.93; p=0.028). La presencia del alelo C3F se presentd también como variable significativa e
independiente con este efecto protector (OR: 0.63; 1C 95%: 0.40-0.99; p= 0.047) mientras que
la administracion de triple terapia inmunosupresora alcanzo la independencia como factor de
riesgo para el desarrollo de rechazo del injerto (OR: 1.84; 1C 95%: 1.04-3.25; p=0.03) (Tabla
25).
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Tabla 25. Andlisis univariable y multivariable para el rechazo del injerto

Univariable Multivariable

p OR IC 95% p OR IC 95%
Mujer vs Varén 071 092 0.61-1.39
TLR4-299 A/G vs AA 038 130 0.72-2.35
TLR4-399 C/T vs CC 091 096 0.53-1.76
C3FF vs C3SS 0.015 0.26  0.09-0.77 @ 0.028 0.54 0.31-0.93
Si aleloC3F vs No aleloC3F 0.08 0.69 046-1.05 | 0.047 0.63 0.40-0.99
Edad Tx <18 afios vs >18 afios 081 090 0.39-2.09
Mismatch CMV (R-/D+) 071 120 0.44-3.26
Dte Vivo vs Cadaver 0.16 046  0.15-1.38 0.16 039 0.10-1.45
Dte en Asistolia vs Encefélica 0.48 1.27  0.65-2.51
Triple terapia vs doble 0.08 158 0.94-2.65 0.03 184 1.04-3.25
Infeccion VHC 054 112 0.77-1.64

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.25 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. La triple terapia incluyo
T+E+MMF o CsA+E+MMF; La doble terapia consistio en T+E 0 CSA+E.

2.2. Papel de KIR y sus ligandos en supervivencia y rechazo

2.2.1. Influencia de haplotipos HLA-C, HLA-Bw4 y KIR del receptor en el desarrollo del

evento clinico

En este estudio se incluyd una cohorte de 95 pacientes receptores hepéticos. Sobre
estos, 62 pacientes (65.3%) presentaron el alelo seroldgico Bw4 y 33 (34.7%) se clasificaron
como Bw4-. En relacién a las moléculas HLA-C, 35 (36.8%) pacientes se clasificaron en el
grupo HLA-C1C1, 20 (21.1%) en el grupo HLA-C2C2 y 40 pacientes (42.1%) como HLA-
C1C2. En la distribucion por haplotipos KIR 10 (10.5%) pacientes presentaron los haplotipos
AA'y 85 (89.5%) los haplotipos Bx.

No se observaron diferencias significativas en la incidencia de éxitus, pérdida del injerto
y rechazo del mismo entre los grupos de pacientes mencionados en el parrafo anterior durante
los 12 meses post-trasplante (n=95). No obstante, se observé una tendencia de una mayor tasa
de rechazo del injerto en los pacientes que no portaban el alelo serolégico Bw4 (p= 0.09).

Cuando se observaron los tiempos transcurridos desde el trasplante hasta que se desarrollo el
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rechazo en cada uno de los grupos de Bw4, se detect6 que la diferencia entre Bw4+ y Bw4-
aparecia tras el primer mes post-trasplante, cuando disminuye el efecto del procedimiento
quirdrgico sobre paciente e injerto trasplantado, emergiendo los factores de caracter
inmunoldgico. Al repetir el andlisis s6lo con los rechazos del injerto producidos a partir del
segundo mes post-trasplante (n=77), la asociacion en el limite de la significacion de Bw4
como protector frente al rechazo del injerto, adquirié significacion estadistica relevante
mostrandose una mayor incidencia de rechazo del injerto en los pacientes no portadores del

alelo Bw4 (Tabla 26).

Tabla 26. Porcentaje de pacientes que desarrollaron el evento clinico considerado en funcién de las
moléculas HLA-C, HLA-B y los haplotipos KIR

% p % p % p % p
ClC1 | 5.7 114 31.4 111
HLA-C c2C2 | 10 0.74 10 0.58 25 0.87 11.8 0.99
Cic2 5 5 72.5 12.1
Bw4+ | 8.1 8.1 22.6 2
HLA-Bw4 va\(m- oo 06 [ 082l aoe [ 0.001
) AA 10 10 30 125
Haplotipos KIR B 5o 0.85 82 0.68 282 0.79 116 0.61

La tabla muestra los porcentajes de aquellos pacientes que fallecieron, perdieron o rechazaron el injerto
para cada una de las comparaciones realizadas. La casilla sombreada en azul muestra como la ausencia
del alelo Bw4, se presentd como factor promotor significativo del rechazo del injerto a partir del segundo

mes post-trasplante.

En los correspondientes analisis de supervivencia incluyendo el periodo completo de
seguimiento post-trasplante, no se observaron diferencias en el tiempo medio de fallecimiento
de los pacientes, en la supervivencia del injerto, ni en el rechazo del injerto entre los pacientes
agrupados de acuerdo a los haplotipos HLA-C, HLA-B y los haplotipos KIR (Fig. 29 a-c). Sin
embargo, el andlisis del tiempo medio libre de rechazo a partir del segundo mes post-
trasplante (n=77), confirmd las diferencias observadas en el analisis de asociacion previo
respecto al tiempo libre de rechazo para los grupos Bw4+ y Bw4-, mostrando un tiempo libre

de rechazo estadisticamente superior en pacientes portadores del alelo serol6gico Bw4 (11.86

131



Resultados

Rechazo del Injerto Supervivencia del Injerto Supervivencia de Paciente
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meses) en comparacion con los pacientes no portadores del mismo (9.67 meses) (p= 0.0004)

(Fig. 29 d).
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Figura 29. Tiempo libre de los diferentes eventos estudiados en funcion de las moléculas HLA-C,

alelo serolégico Bw4 y haplotipos KIR. a) Supervivencia de pacientes; b) Supervivencia del injerto;

c) Rechazo del injerto; d) Rechazo del injerto desde el segundo mes. En cada grafico se muestra la

supervivencia de cada grupo Yy el valor p obtenido del test logrank.
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2.2.2. Influencia del numero de receptores KIR e interacciones KIR-HLA en el

desarrollo del evento clinico

La distribucion de pacientes de acuerdo al numero de receptores KIR totales, de
receptores aKIR e iKIR y de las interacciones HLA-KIR activadoras e inhibidoras se muestra
en la figura 24.

Para averiguar si existia alguna relaciéon entre ellos y la supervivencia de pacientes,
supervivencia del injerto y rechazo del injerto en los 12 meses post-trasplante y a partir del
segundo mes, se compararon los numeros medios de receptores e interacciones entre los
pacientes que sufrieron el evento y los que no lo sufrieron. Los resultados quedan resumidos
en la Tabla 27. Los pacientes que desarrollaron rechazo del injerto desde el segundo mes,
presentaron significativamente un mayor numero medio de receptores (valor medio 9.11
receptores) respecto a los que no desarrollaron rechazo (valor medio 7.76 receptores) (p=

0.03).

Tabla 27. Relacion entre el nimero de receptores KIR e interacciones KIR-HLA en el desarrollo de eventos

Media p Media p Media p Media p Media p
(néle) 7.50 2.00 5.17 0.50 217
Exitus I\_lo 0.53 0.48 0.54 0.17 0.65
b 7.96 2.42 5.40 0.92 2.43
(n=89)
Si
o > 7.38 225 513 1.13 213
Fi’ﬁ.rsr'foa (”Ig 8) 0.35 0.77 0.39 0.36 0.54
J No 7.98 2.40 5.41 0.87 2.44
(n=87)
neony | 838 256 5.56 081 2.26
Rechazo " 0.15 0.47 0.26 051 0.49
(= og) | 778 232 5.32 0.93 2.47
Si
> 9.11 3.11 578 1.00 2.00
trﬁgczﬁaézs (n|;og) 0.03 0.13 0.15 0.78 0.32
b 7.76 232 5.32 0.93 247
(n= 68)

La tabla muestra el nimero medio (columna “media”) de receptores KIR totales, aKIR, i KIR e interacciones entre los
receptores aKIR e iKIR con sus respectivos ligandos HLA para cada evento estudiado. Entre corchetes se muestra

rango de receptores/interacciones posibles. Entre paréntesis se indica el nimero de pacientes incluidos. Los pacientes
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gue desarrollaron rechazo del injerto desde el segundo mes post-trasplante presentaron significativamente mayor

namero de receptores KIR totales (p=0.03) tal y como se indica en la casilla sombreada en azul.

Debido a la gran variedad en el numero de receptores KIR por individuo, se decidid
agrupar los pacientes de acuerdo a que su nimero de KIR estuviera por encima o debajo de
cierto nivel. Para establecer dicho nivel se consider6 la relacion bioldgica entre el nimero de
KIR por haplotipo y el perfil més activador o inhibidor de las células NK, tal y como se ha
explicado en la introduccion y como se recuerda a continuacion.

Con respecto al namero total de KIR, los pacientes se agruparon en aquellos con 9 o
maés de 9 y con menos de 9, ya que los individuos con menos de 9 receptores se corresponden,
probablemente, con los que presentan haplotipos AA y son por tanto de cardcter mas
inhibidor, mientras que los individuos con méas de 9 receptores KIR se corresponden mas
probablemente con genotipos Bx, de cardcter mas activador [181]. Del mismo modo, ya que
los haplotipos AA so6lo pueden poseer hasta dos aKIR, la presencia de un nimero de
receptores aKIR igual o mayor de 3, y menos de 3 podria corresponderse con individuos Bx y
AA respectivamente. En relacion a los iKIR en ambos haplotipos pueden presentarse hasta
6iKIR. Tal y como ha sido descrito en la literatura, son los haplotipos AA en los que
predominan un mayor nimero de receptores inhibidores [173], y dado que en nuestra cohorte
identificamos la mayor frecuencia de receptores iKIR entre 5y 6 (Figura 24), se seleccion6
como punto de corte la presencia de 5 0 mas de 5iKIR y menos de 5iKIR. En cuanto a las
interacciones entre los receptores KIR y sus ligandos HLA, para identificar la existencia de
una capacidad funcional activadora de las células NK, se clasificaron los pacientes en funcion
de si presentaron al menos una interaccion aKIR-HLA frente a los pacientes que no
presentaban ninguna. Finalmente en caso de las interacciones inhibidoras, ya que ha sido
descrita para la poblacion caucasica la presencia de al menos 2 o 3 interacciones inhibidoras
iIKIR-HLA [181-183], se selecciond como punto de corte para la distribucion de los pacientes
la presencia de al menos 4 o mas interacciones iKIR-HLA, que representarian poblaciones de
NK muy inhibitorias 0 menos de 4, que representarian un estado inhibitorio inferior mas
frecuentemente descrito en la poblacion general.

No se observ6 ninguna diferencia entre los grupos asignados en cuanto al desarrollo de
éxitus, pérdida del injerto, rechazo del injerto durante los 12 meses de seguimiento (n=95 para
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todos ellos), ni tampoco en el caso de rechazo del injerto desde el segundo mes post-trasplante

(n=77). Los resultados de estos analisis quedan resumidos en la Tabla 28.

Tabla 28. Porcentaje de pacientes que desarrollaron el evento clinico considerado en funcion de los
receptores KIR e interacciones KIR-HLA agrupadas

% p % p % p % p
<9 6.9 5.4 25.9 8.5
KIR Totales 0.88 0.64 ) )
>9 5.4 54 34.2 049 16.7 047
<3 7.4 9.3 25.9 7
aKIR 0.93 0.97 } .
>3 49 7.3 31.7 064 17.6 027
. <5 16.7 8.3 16.7 0
iKIR 0.34 0.58 ) :
>5 4.8 8.4 30.1 053 13.4 048
Ninguno | 10 3.3 30 45
aKIR-HLA 0.58 0.41 0.81 0.43
>1 4.6 10.8 27.7 14.5
] <4 6.7 8 29.3 13.1
IKIR-HLA 0.80 0.86 0.78 0.74
>4 5 10 25 6.3

La tabla muestra los porcentajes de aquellos pacientes que fallecieron, perdieron o rechazaron el injerto

para cada una de las comparaciones realizadas.

El siguiente paso en el estudio consistio en la comparacion de la supervivencia segun el
numero de receptores KIR totales, aKIR, iKIR e interacciones aKIR-HLA e iKIR-HLA. Los
resultados no fueron concluyentes debido a la gran variedad de numero de receptores y los
valores de muestra “n” tan diversos para cada tipo de receptor/interaccion. Por esto se re-
analizo la supervivencia empleando las agrupaciones descritas en el apartado anterior en cada
uno de los eventos estudiados. Ni en la supervivencia de los pacientes ni del injerto, se
observaron diferencias entre los grupos establecidos para receptores KIR totales, aKIR, iKIR,

aKIR-HLA e iKIR-HLA (Figs. 30 y 31).
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Figura 30. Supervivencia de los pacientes en funcion de la agrupacion de los receptores KIR y las

interacciones KIR-HLA. El grafico muestra los valores de supervivencia de cada uno de los grupos y el

valor p obtenido del test logrank.
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Figura 31. Supervivencia del injerto en funcion de la agrupacion de los receptores KIR y las

interacciones KIR-HLA. El grafico muestra los valores de supervivencia de cada uno de los grupos y el

valor p obtenido del test logrank.
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El analisis del tiempo medio libre de rechazo del injerto durante el afio de seguimiento y
desde el segundo mes post-trasplante, se realizd sobre el ndmero total de receptores e
interacciones individuales obteniendo de nuevo de resultados no concluyentes debido a la
gran variabilidad en receptores y del tamafio muestral. Por este motivo, se realizé el analisis
sobre las agrupaciones de los receptores y de las interacciones previamente descritas. En el
caso del tiempo medio libre de rechazo no se observaron diferencias entre los grupos (Fig.
32). En el andlisis de rechazo del injerto desde el segundo mes post-trasplante, tampoco se
observaron diferencias en el tiempo medio de aparicién de rechazo para las agrupaciones de

los receptores KIR e interacciones KIR-HLA (Fig. 33).
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Figura 32. Supervivencia libre de rechazo del injerto en funcion de la agrupacion de los receptores
KIR y las interacciones KIR-HLA. El grafico muestra los valores de supervivencia de cada uno de los
grupos y el valor p obtenido del test logrank.
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Figura 33. Supervivencia libre de rechazo del injerto desde el 2° mes post-trasplante en funcion de
la agrupacién de los receptores KIR y las interacciones KIR-HLA. El grafico muestra los valores de

supervivencia de cada uno de los grupos y el valor p obtenido del test logrank.

2.2.3. Efecto de KIR y sus ligandos en pacientes trasplantados por VHC

Sobre los 46 pacientes trasplantados por VHC, 31 (67.4%) desarrollaron recidiva. No se
observaron diferencias en la incidencia de recidiva VHC, en el primer afio, entre los grupos de
pacientes clasificados de acuerdo a HLA-C (p=0.87), HLA-B (p=0.52), el nimero de
receptores KIR totales (independientes p=0.20; agrupados p=0.46), el nUmero de receptores
aKIR (independientes p=0.29; agrupados p=0.79), numero de iKIR (independientes p=0.43;
agrupados p=0.67), interacciones aKIR-HLA (independientes p=0.13; agrupadas p=0.76) ni
para las interacciones iKIR-HLA (independientes p=0.85; agrupadas p=0.53). Sin embargo si
se observo que los pacientes con haplotipos KIR Bx presentaron una incidencia de recidiva
VHC estadisticamente superior a los portadores de los haplotipos AA (Bx 75.6% vs AA 0%);
p=0.004).

No se observaron diferencias cuando se analizo la influencia en la supervivencia del
paciente, pérdida del injerto y rechazo del injerto para esta cohorte de pacientes trasplantados
a causa de infeccion por VHC, de las moléculas HLA-C, HLA-B y haplotipos KIR (Tabla

29), ni en el nimero medio de receptores KIR e interacciones KIR-HLA (Tabla 30).
138



Resultados

Tabla 29. Porcentaje de pacientes trasplantados a causa de cirrosis por VHC que desarrollaron el
evento clinico considerado en funcion de las moléculas HLA-C, HLA-B y haplotipos KIR

% p % p % p % p
CiC1l | 6.3 6.3 18.8 0
HLA-C —

c2c2 ) 0 079y 0 079) 429 047 20 0.22
cicz | 4.3 4.3 304 20
Bwa+ | 7.7 3.8 . :

HLA-Bw4 —— | —— 059 0.99 231 0.51 48 0.22
Bw4- | 0 5 35 23.5

Haplotipos AA 0 0 40 25

099 0.99 . .
KIR Bx | 4.9 4.9 26.8 092 11.8 099

La tabla muestra los porcentajes de aquellos pacientes que fallecieron, perdieron o rechazaron el

injerto para cada una de las comparaciones realizadas.

Tabla 30. Numero medio de receptores KIR e interacciones KIR-HLA en los pacientes
trasplantados a causa de cirrosis por VHC que desarrollaron el evento clinico considerado

Media Media Media Media Media
(n'i'z y | 7 2.43 5.34 1.02 2.55
Exitus . 0.94 0.70 0.26 0.34 0.96
(-2 8 2 6 05 25
No
verdice | (eady | 7 2.45 5.36 1 255
eraida , 0.45 0.39 0.81 0.99 0.96
Injerto Si 7 15 5.50 1 25
(2 . . .
No
mm3y) | 7% 2.36 5.42 1.03 258
Rechazo Si 0.87 0.73 0.46 0.67 0.79
o1y | 7% 254 5.23 0.92 2.46
No
Rechazo | (a0 | 794 2.36 5.42 1.03 258
tras 20 N 0.46 0.29 0.95 0.65 0.48
mes ! 8.60 3.20 5.40 1.20 3
(n=5)

La tabla muestra el nimero medio (columna “media”) de receptores KIR totales, aKIR, i KIR e interacciones entre
los receptores aKIR e iKIR con sus respectivos ligandos HLA para cada evento estudiado. Entre corchetes se muestra
rango de receptores/interacciones posibles. Entre paréntesis se indica el nimero de pacientes incluidos.
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2.2.4. Andlisis univariable y multivariable

Se realizo el correspondiente andlisis univariable y multivariable para evaluar las
variables que conferian riesgo de éxitus, pérdida del injerto, rechazo del injerto y rechazo del
injerto desde el segundo mes post-trasplante. En los analisis univariables se incluyeron sexo,
haplotipos HLA (C1C1, C1C2 y C2C2), haplotipos KIR (AA y Bx), presencia/ausencia de
Bw4, la agrupacion correspondiente de receptores KIR (mayor o igual a 9 para KIR totales,
mayor o igual a 3 aKIR y mayor o igual a 5 iKIR) e interacciones KIR-HLA (mayor o igual
de 1 interaccion aKIR-HLA y mayor o igual de 4 interacciones iKIR-HLA), edad (mayor de
18 afios), compatibilidad de seroestatus CMV donante-receptor, donante vivo o cadaver,
donante en muerte encefalica o asistdlica, empleo de terapia profilactica frente al virus CMV,
terapia inmunosupresora en diferentes combinaciones y enfermedad de base por infeccion
VHC. Aquellas variables con un valor p < 0.35 en el analisis univariable se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

Debido a la potente asociacion observada entre el desarrollo de recidiva VHC y la
presencia de los haplotipos KIR BX, se realizé el andlisis univariable para determinar el riesgo
que implicaria la presencia de estos haplotipos en el desarrollo de recidiva. Los resultados

obtenidos en este analisis no mostraron la existencia de una asociacion significativa (p=0.99).

2.2.4.a. Supervivencia del paciente

El analisis univariable no mostré asociaciones significativas entre las variables y el
desarrollo de éxitus. Para el analisis multivariable se incluyeron aquellas que se encontraron
mas cercanas al valor de significacion: presencia de Bw4 como promotor de éxitus y la
presencia de 5 0 mas receptores iKIR y 1 0 mas interacciones aKIR-HLA ambas con funcion
protectora. En el andlisis multivariable no se observé ninguna relacion significativa en

ninguna de las variables (Tabla 31).

140



Resultados

Tabla 31. Andlisis univariable y multivariable para la supervivencia del paciente

Univariable Multivariable
IC 95% OR IC 95%

Varon vs Mujer 052 206 0.23-18.53 ' '
HLA C1Clvs ClC2 089 1.15 0.15-8.63
HLA C2C2 vs C1C2 047 211 0.27-16.21
Haplotipo KIR AA vs Bx 0.61 178 0.18-16.95
HLA Bw4+ 035 281 0.31-25.09 045 235 0.25-21.89
>9 KIR Totales 0.83 0.79 0.08-7.20
>3 aKIR 0.74  0.69 0.76-6.25
> 5 iKIR 0.14 0.25 0.04-1.56 021 030 0.05-1.96
> 1 aKIR-HLA 032 043 0.08-2.29 053 057 0.10-3.25
>4 iKIR-HLA 0.78 0.73 0.08-6.69
Edad Tx <18 afios vs >18 afios 0.99 - -
Mismatch CMV (R-/D+) 0.99 - -
Dte Vivo vs Cadaver 0.99 - -
Dte en Asistolia vs Encefélica 0.99 - -
Profilaxis CMV 0.99 - -
Otras terapias vs T+E 0.65 0.67 0.12-3.86
Infeccion VHC 045 051 0.09-2.94

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.35 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. Otras terapias
incluyeron: T+E+MMF, CsA+E+MMF, CsA+E, Basiliximab/anti-CD3+CsA+E+MMF.

2.2.4.b. Pérdida del injerto

En el analisis univariable no se observo ninguna asociacion significativa. Se encontrd
cercana al limite de la significacion la donacion en asistolia respecto a la muerte encefalica
como factor de riesgo para la pérdida de injerto.

Junto con ésta, se incluyeron aquellas cercanas al limite de significacion en el analisis
multivariable: HLA-C1C1 frente a HLA-C1C2, 1 o maés interacciones aKIR-HLA, edad
adulta frente a nifios, donante vivo frente a cadaver, la terapia profilactica frente a CMV, la
administracion de otros tratamientos inmunosupresores frente a la inmunosupresion con
tacrélimus y esteroides y VHC como enfermedad de base. No se observaron asociaciones

significativas en el analisis multivariable (Tabla 32).
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Tabla 32. Andlisis univariable y multivariable de la pérdida del injerto

Univariable Multivariable

p OR IC 95% p OR IC 95%
Varon vs Mujer 0.55 157 0.39-7.10
HLA C1C1vs C1C2 0.32 245 0.42-1428 050 052 0.07-3.57
HLA C2C2 vs C1C2 0.47 211 0.27-16.21
Haplotipo KIR AA vs Bx 0.85 124 0.14-11.24
HLA Bw4+ 0.86 0.88  0.19-3.92
>9 KIR Totales 0.40 049  0.09-2.59
>3 aKIR 0.73 0.77 0.17-3.44
>5iKIR 0.99 1.01  0.11-9.04
>1aKIR-HLA 0.25 350 0.41-29.80 0.17 459 0.51-40.95
>4 iKIR-HLA 0.77 1.28  0.24-6.87
Edad Tx <18 afios vs >18 afios 0.16 6.07 0.49-7555 0.28 509 0.25-102.21
Mismatch CMV (R- D+) 0.99 - -
Dte Vivo vs Cadaver 0.18 3.29 057-19.09 | 026 593 0.26-131.97
Dte en Asistolia vs Encefalica 0.08 13.17 0.73-237.7 | 022 6.72 0.32-1385
Profilaxis CMV 0.35 296 0.29-30.26 @ 048 2.67 0.17-41.15
Otras terapias vs T+E 0.12 1.78  0.86-3.69 021 020 0.02-2.43
Infeccion VHC 0.18 0.32 0.06-1.70 0.16 029 0.05-1.65

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.35 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. Otras terapias
incluyeron: T+E+MMF, CsA+E+MMF, CsA+E, Basiliximab/anti-CD3+CsA+E+MMF.

2.2.4.c. Rechazo del injerto

Tanto la presencia del alelo HLA-Bw4, como el tratamiento inmunosupresor clasico
doble (tacrélimus y esteroides) o el triple (tacrélimus, esteroides y micofenolato mofetilo)
frente al resto de inmunosupresion, emergieron como factores protectores para el desarrollo
de rechazo del injerto cercanas al limite de significacion estadistica. Junto con el género
masculino frente a femenino cercano a la significacion estadistica, se incluyeron en el
multivariable.

En el anélisis multivariable s6lo se mantuvo cercano a la significacion el tratamiento

inmunosupresor con combinaciones de terapias inmunosupresoras no clasicas frente a la
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inmunosupresion convencional doble o triple como protector frente al rechazo (OR: 0.27; IC

95%: 0.07-1.04; p= 0.057) (Tabla 33).

Tabla 33. Andlisis univariable y multivariable para el rechazo del injerto

Univariable Multivariable

IC 95% OR IC 95%
Varén vs Mujer 0.18 047 0.15-144 018 046  0.15-1.43
HLA C1C1vs C1C2 0.71 1.21 0.45-3.27
HLA C2C2vs C1C2 0.84 0.88 0.26-2.99
Haplotipo KIR AA vs Bx 0.91 1.09  0.26-4.56
HLA Bw4+ 0.08 045 0.18-1.12 0.13 048 0.18-1.25
>9 KIR Totales 0.36 1.63  0.56-4.73
>3 aKIR 0.53 1.32  0.54-3.25
>5iKIR 0.34 2.15 0.44-10.57
>1aKIR-HLA 0.81 0.89 0.54-2.31
>4 iKIR-HLA 0.70 0.80 0.26-2.48
Edad Tx <18 afios vs >18 afios 0.85 1.27 0.11-14.60
Mismatch CMV (R- D+) 0.85 1.27 0.11-14.60
Dte Vivo vs Cadaver 0.82 0.83  0.15-4.38
Dte en Asistolia vs Encefélica 0.51 0.39  0.02-6.55
Profilaxis CMV 0.67 0.61 0.07-5.77
Otras terapias vs Doble/Triple 0.06 0.28 0.07-1.03 0.057 0.27 0.07-1.04
Infeccion VHC 0.97 0.98  0.40-2.40

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.35 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. Otras terapias
incluyeron: T+E+MMF, CsA+E+MMF, CsA+E, Basiliximab/anti-CD3+CsA+E+MMF. La triple
terapia incluy6 T+E+MMF o CsA+E+MMF; La doble terapia consistié en T+E 0 CSA+E.

2.2.4.d. Rechazo del injerto desde el segundo mes post-trasplante

La presencia del alelo HLA-Bw4 se presentd como factor significativamente protector
de rechazo del injerto tras el primer mes post-trasplante. La presencia de HLA-Bw4 se
incluyé en el analisis multivariable junto con las variables cercanas a la significacion, sexo del
paciente trasplantado, 3 6 mas receptores aKIR, la presencia de al menos 1 interaccion aKIR-

HLA vy el tratamiento inmunosupresor constituido por combinaciones no convencionales
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respecto al tratamiento inmunosupresor clasico con doble (tacrolimus y esteroides) o triple
(tacrolimus, esteroides y micofenolato mofetilo) terapia.

En el andlisis multivariable se mantuvo y confirm6 de forma significativa la
independencia del alelo HLA-Bw4 como protector frente al desarrollo de rechazo del injerto
tras el primer mes post-trasplante (OR: 0.06; IC 95%: 0.007-0.53; p= 0.01). El resto de

variables no presentaron asociaciones significativas (Tabla 34).

Tabla 34. Andlisis univariable y multivariable para el rechazo del injerto a partir del segundo mes
post-trasplante

Univariable Multivariable
IC 95% OR IC 95%

Varén vs Mujer 0.22 3.82 045-3252 0.16 019 0.018-1.96
HLA C1C1vs Cl1C2 0.90 090 0.18-4.45

HLA C2C2 vs C1C2 0.97 0.96 0.15-5.89

Haplotipo KIR AA vs Bx 0.96 0.95 0.10-8.67

HLA Bw4+ 0.007 0.05 0.06-0.44 0.01 0.06 0.007-0.53
>9 KIR Totales 0.28 2.15 0.53-8.75 098 1.03 0.55-19.17
>3 aKIR 0.16 285 0.66-12.39 0.66 2.01 0.09-46.17
>5iKIR 0.99 - -

>1aKIR-HLA 0.24 357 042-30.43 0.67 1.82 0.12-27.89
>4 iKIR-HLA 0.46 0.44  0.05-3.82

Edad Tx <18 afios vs >18 afios 0.99 - -

Mismatch CMV (R- D+) 0.99 - -

Dte Vivo vs Cadaver 0.82 1.29 0.14-12.15

Dte en Asistolia vs Encefélica 0.99 - -

Profilaxis CMV 0.99 - -

Otras terapias vs Doble/Triple 0.24 0.28 0.03-2.38 023 024 0.02-2.52
Infeccion VHC 0.75 1.25 0.31-5.06

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.35 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. Otras terapias
incluyeron: T+E+MMF, CsA+E+MMF, CsA+E, Basiliximab/anti-CD3+CsA+E+MMF.
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3. INFLUENCIA EN EL DESARROLLO DE INFECCIONES

3.1. Analisis de los polimorfismos de TLR4 ¢.896A>G (TLR4-299) y ¢.1196C>T (TLR4-
399) y del polimorfismo ¢.304G>C del factor C3 del complemento

3.1.1. Influencia de los polimorfismos de TLR4 y C3 en el desarrollo de infecciones

Del total de pacientes incluidos en esta cohorte, 267 (52%) desarrollaron algun tipo de
evento infeccioso. En 229 (85.7%) pacientes los eventos infecciosos fueron de etiologia
bacteriana, en 76 (28.5%) pacientes virica y en 4 (1.5%) fungica. Dado que las infecciones
pudieron presentarse como eventos Unicos o de repeticion, se recogieron un total de 506
eventos sobre los 267 pacientes, de los cuales 418 (82.8%) fueron de etiologia bacteriana, 83
(16.4%) eventos de tipo virico y 4 (0.8%) fangicos. Ya que s6lo se presentaron en toda la
cohorte 4 casos de pacientes con infeccion fungica, aunque se realizaron igualmente las
correspondientes comparaciones no se identificd ninguna relacion significativa en ninguno de

los casos (datos no mostrados).

3.1.1.a. Primera infeccion

En este apartado nos propusimos analizar la posible influencia de los polimorfismos
genéticos de C3 y TLR4 sobre la aparicion de infecciones post-trasplante. Antes de realizar
el analisis, razonamos que la presencia de infecciones previas o coincidentes y tratamientos
anti-infecciosos previos, podria condicionar la susceptibilidad del receptor a infecciones
posteriores e introducir un sesgo que oscureceria el papel de los factores genéticos
considerados. Por este motivo se decidio estudiar la posible relacion entre polimorfismos

genéticos y la primera infeccion de los pacientes (Tabla 35).
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Tabla 35. Porcentaje de pacientes que desarrollaron la infeccion considerada en funcion de los
polimorfismos de TLR4 y C3

% p % p % p
AA 52.1 46.8 16.7
. T 0.63
TLR4-299 AG 50.9 0.88 43.8 0.76 20.6
n= 493 n=443 n= 286
CcC 52.1 46.8 16.8
. 7 0.64
TLR4-399 CT 50.8 0.89 442 0 19.4
n= 493 n=443 n= 286
C3SS 49.8 457 13.2
Genotipo c3 C3FS 56.3 0.41 514 0.21 17.9 0.043
C3FF 50 345 32.1
n=471 n= 425 n=271
No 49.8 457 13.2
Presencia alelo C3F  Sij 55.1 0.26 48.5 0.62 21.4 0.09
n=471 n= 425 n=271

La tabla muestra los porcentajes de aquellos pacientes que si desarrollaron el tipo de infeccion
considerada para cada una de las comparaciones realizadas. La casilla sombreada en azul muestra la
tasa de infeccion virica estadisticamente superior en pacientes homocigotos C3FF en comparacion con
los restantes genotipos (p=0.043).

No se observaron asociaciones entre los polimorfismos y el desarrollo de la primera
infeccion global y bacteriana. En cuanto a la influencia de los polimorfismos en la aparicion
de la primera infeccién virica, el analisis mostrd6 que el genotipo C3 FF, actud
significativamente como factor de predisposicion al desarrollo de infeccion virica. En el

analisis sobre la presencia del alelo C3F la relacién estadistica no se mantuvo significativa.

3.1.1.b. Influencia de polimorfismos en el desarrollo del total de eventos infecciosos

Se evaluo la influencia de los polimorfismos en la aparicién de la totalidad de eventos
infecciosos descritos en el apartado 3.1.1, tanto generales como en funcion de la etiologia
bacteriana, virica o fungica, independientemente de si fueron infecciones primarias o de
repeticién, con el fin de tratar de identificar una posible asociacion entre los polimorfismos y

las infecciones de forma genérica o a etiologias particulares de las mismas.
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Ninguno de los polimorfismos analizados influy6 en el desarrollo de infeccion global
(TLR4-299 p= 0.81; TLR4-399 p= 0.44; genotipos C3 p= 0.75, presencia del alelo C3F p=
0.56), infeccion bacteriana (TLR4-299 p= 0.32; TLR4-399 p= 0.22; genotipos C3 p= 0.11,
presencia del alelo C3F p= 0.81) o infeccién fungica (TLR4-299 p= 0.87; TLR4-399 p= 0.92;
genotipos C3 p= 0.46, presencia del alelo C3F p=0.89).

En la infeccidn virica, los polimorfismos de TLR4 no influyeron (TLR4-299 p= 0.69;
TLR4-399 p= 0.56), pero el genotipo homocigoto para C3F favorecio significativamente su
desarrollo en comparacién con los restantes genotipos. ElI 21.4% pacientes con infeccion
virica presentaron el genotipo C3FF en comparacion con 10.3 % de pacientes heterocigotos y
9.6% de homocigotos C3SS; p= 0.026). No obstante esta relacion significativa no se mantuvo
en la comparacion de la presencia/ausencia del alelo C3F (p= 0.26). La infeccion de tipo
virica mas frecuente identificada en la cohorte resulto la infeccion por VHS y VVZ en el 9.7%
de los pacientes seguida de sindrome viral por CMV en el 3% de los pacientes (los tipos de

infeccidn identificados en la cohorte se encuentran descritos en la Tabla 18).

3.1.2. Supervivencia libre de infeccion

Para comprobar si los diferentes genotipos de TLR4 y C3 modificaban el tiempo de
aparicion de la primera infeccion, se comparo6 la supervivencia libre de infeccion entre los
distintos genotipos en los pacientes que sufrieron al menos una infeccion post-trasplante. Se
incluyeron los pacientes que desarrollaron su primera infeccion independientemente de su
etiologia (256 pacientes para TLR4 y 245 para C3). No se observaron diferencias en el tiempo

transcurrido hasta el desarrollo de la primera infeccidn para ningin grupo analizado (Fig. 34).
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Figura 34. Supervivencia libre de la primera infeccion para los polimorfismos estudiados. En

cada grafico se muestran los valores de supervivencia para cada grupo incluido en el analisis y el valor

p obtenido del test logrank.

Para cada etiologia infecciosa se realizo el correspondiente andlisis del tiempo libre de

la primera infeccion. En el caso de la infeccion bacteriana, se incluyeron 206 pacientes para

TLR4 y 199 pacientes para C3. Respecto a las primeras infecciones viricas el andlisis de

supervivencia incluyé para TLR4 49 pacientes y en el caso de C3 a 45 pacientes. No se

observaron diferencias en el tiempo medio de aparicion de las primeras infecciones

bacterianas y viricas para ninguno de los polimorfismos estudiados (Figs. 35y 36).
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Figura 35. Supervivencia libre de la primera infeccién bacteriana para los diferentes
polimorfismos estudiados. En cada grafico se muestran los valores de supervivencia para cada grupo

incluido en el andlisis y el valor p obtenido del test logrank.
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Figura 36. Supervivencia libre de la primera infeccion virica para los diferentes polimorfismos
estudiados. En cada grafico se muestran los valores de supervivencia para cada grupo incluido en el

analisis y el valor p obtenido del test logrank.
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3.1.3. Andlisis univariable y multivariable

En los andlisis univariable y multivariable para infeccion general, bacteriana y virica se
incluyeron las variables sexo del paciente, los polimorfismos TLR4 y de C3, la presencia o
ausencia del alelo C3F, la edad del paciente en el momento del trasplante (mayor de 18 afios),
compatibilidad de seroestatus CMV donante-receptor, donante vivo o cadaver, donante en
muerte encefélica o asistélica y el tratamiento inmunosupresor administrado. Aquellas
variables con un valor p < 0.20 en el analisis univariable se incluyeron en el posterior anlisis

multivariable.

3.1.3.a. Infeccion global

El anélisis univariable mostré que los receptores pediatricos presentaron mayor riesgo
de desarrollar infeccion general frente a los adultos. El trasplante procedente de donante vivo
respecto a los procedentes de donante cadaver y la terapia inmunosupresora no convencional
frente a la clasica (tacr6limus mas esteroides o tacrolimus mas esteroides y micofenolato)
también implicaron mayor riesgo en el desarrollo de infeccion global. Las variables
significativas, junto con el sexo masculino como protector de la infeccion, la presencia de
serologias positivas para CMV en el donante y no en el receptor (mismatch CMV), asi como
la donacion por muerte en asistolia frente e encefélica, ambas cercanas a la significacion

como promotoras del desarrollo de infecciones, se incluyeron en el analisis multivariable.

Se mantuvieron las asociaciones significativas, edad del paciente en el momento del
trasplante menor de 18 afios (OR: 3.37; IC 95%: 1.19-9.5; p= 0.021) y la administracién de
terapias inmunosupresoras diferentes a la doble o triple clasica (OR: 3.24; 1C 95%: 1.87-5.59;
p= 0.0001), en ambos casos suponiendo mayor riesgo de infecciones indicando asi su
independencia del resto de variables. El riesgo incrementado observado en pacientes cuyo
injerto procedia de donante en asistolia frente a donacion por muerte encefalica alcanzé a la
significacion estadistica y la independencia en el analisis multivariable (OR: 2.23; IC 95%:
1.19-4.47; p= 0.023). El resto de variables incluidas no presentaron asociaciones de riesgo

significativas (Tabla 36).
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Tabla 36. Analisis univariable y multivariable para el desarrollo de infeccion global

Univariable Multivariable

p OR IC 95% p OR IC 95%
Varon vs Mujer 0.18 0.77 0.52-1.13 0.15 074 0.48-1.12
TLR4-299 A/G vs AA 087 095 0.54-1.67
TLR4-399 C/T vs CC 086 095 0.55-1.64
C3FF vs C3SS 098 1.07 0.51-1.98
Si alelo C3F vs No alelo C3F 026 124 0.86-1.79
Edad Tx <18 afios vs >18 aflos | 0.002 4.8 1.80-12.8 | 0.021 3.37 1.19-95
Mismatch CMV (R-/D+) 0.17 049 0.18-1.36 0.33 058 0.20-1.71
Dte Vivo vs Cadaver 0.045 249  1.02-6.07 0.12 1.96 0.85-4.55
Dte en Asistolia vs Encefélica 0.095 175 0.91-340 | 0.023 2.23 1.19-4.47
Otras terapias vs Doble/Triple  0.0001 3.03 1.78-5.17  0.0001 3.24 1.87-5.59

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.20 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. Otras terapias
incluyeron: T+E+MMF, CsA+E+MMF, CsA+E, Basiliximab/anti-CD3+CsA+E+MMF. La triple
terapia incluyé T+E+MMF o CsA+E+MMF; La doble terapia consistio en T+E 0 CSA+E.

3.1.3.b. Infeccion bacteriana

El trasplante pediatrico, asi como la donacién procedente de cadaver por asistolia
actuaron como factores de riesgo significativos para la aparicion de infeccion bacteriana.
Estas variables significativas se incluyeron en el multivariable junto con el sexo masculino y
el genotipo homocigoto C3FF frente al homocigoto C3SS, como factores cercanos a la

significacion con efecto protector frente al desarrollo de infecciones bacterianas.

Mantuvieron la asociacion significativa confirmando también la independencia de la
asociacion, el trasplante en receptores menores de 18 afios (OR: 13.4; IC 95%: 2.87-62.06; p=
0.001) y la donacion en asistolia (OR: 4.09; IC 95%: 1.67-10.06; p= 0.02). Las restantes

variables incluidas no alcanzaron la significacion estadistica (Tabla 37).
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Tabla 37. Andlisis univariable y multivariable para el desarrollo de infeccion bacteriana

Univariable Multivariable
p OR IC 95% p OR IC 95%

Varon vs Mujer 0.11 0.71  0.47-1.08 0.07 058 0.32-1.05
TLR4-299 A/G vs AA 090 096 0.52-1.77

TLR4-399 C/T vs CC 095 1.02 0.56-1.83

C3FF vs C3SS 0.19 0.58 0.26-1.3 0.31 080 0.52-1.23
Si alelo C3F vs No alelo C3F 094 098 0.65-1.48

Edad Tx <18 afios vs >18 aflos  0.0001 7.4  2.69-20.33 0.001 13.4 2.87-62.06
Mismatch CMV (R-/D+) 0.75 0.84 0.28-2.46

Dte Vivo vs Cadaver 022 164 0.74-3.63

Dte en Asistolia vs Encefélica 0.025 217 1.10-4.27 0.02 4.09 1.67-10.06
Otras terapias vs Doble/Triple 0.99 - -

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.20 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. Otras terapias
incluyeron: T+E+MMF, CsA+E+MMF, CsA+E, Basiliximab/anti-CD3+CsA+E+MMF. La triple
terapia incluyé T+E+MMF o CsA+E+MMF; La doble terapia consistio en T+E 0 CSA+E.

3.1.3.c. Infeccion virica

Supusieron factores de riesgo para el desarrollo de infeccion virica el genotipo C3FF
frente al homocigoto C3SS, asi como otros tratamientos no convencionales en comparacion
con la terapia inmunosupresora clasica (tacrélimus mas esteroides o tacrolimus mas esteroides

y micofenolato).

Ambas variables se incluyeron en el analisis multivariable junto con la presencia del
alelo C3F y la donacidn de vivo, como promotores cercanos a la significacion de este tipo de
infecciones. Mantuvieron su asociacion significativa como promotoras del riesgo el genotipo
C3FF frente a C3SS (OR: 3.75; IC 95%: 1.57-8.96; p= 0.003) y la terapia no convencional
frente a la inmunosupresion clasica (OR: 2.69; IC 95%: 1.29-5.63; p= 0.008) (Tabla 38).
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Tabla 38. Andlisis univariable y multivariable para el desarrollo de infeccion virica

Univariable Multivariable
p OR IC 95% p OR IC 95%
Varon vs Mujer 0.78 1.09 0.57-2.08
TLR4-299 A/G vs AA 0.46 1.37 0.58-3.23
TLR4-399 C/T vs CC 059 125 0.53-2.94
C3FF vs C3SS 0.003 3.75 157-896 @ 0.008 3.6 1.39-9.27

Si alelo C3F vs No alelo C3F 009 168 091-312 015 164 0.83-3.25
Edad Tx <18 afios vs >18 afios 0.99 - -

Mismatch CMV (R-/D+) 0.99 - -

Dte Vivo vs Cadaver 0.17 2.03 0.74-5.60 054 157 0.36-6.75
Dte en Asistolia vs Encefalica 059 144 0.39-5.31

Otras terapias vs Doble/Triple  0.006 253 1.31-489 @ 0.008 269 1.29-5.63

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.20 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. Otras terapias
incluyeron: T+E+MMF, CsA+E+MMF, CsA+E, Basiliximab/anti-CD3+CsA+E+MMF. La triple
terapia incluyé T+E+MMF o CsA+E+MMF; La doble terapia consistio en T+E 0 CSA+E.

3.2. Analisis del repertorio genético de killer immunoglobulin-like receptors (KIR)

3.2.1. Influencia del sistema KIR-HLA en el desarrollo de infecciones

Del total de pacientes incluidos en esta cohorte (n=95), 51 (53.7%) desarrollaron algin
tipo de evento infeccioso. En 33 (85.7%) pacientes las infecciones presentadas fueron
bacterianas, en 22 (28.5%) pacientes viricas y en 3 (1.5%) pacientes fangicas. Dado que las
infecciones pudieron presentarse como eventos Unicos o de repeticion, se recogieron un total
de 85 eventos sobre los 51 pacientes, de los cuales 59 (69.4%) fueron de etiologia bacteriana,
23 (27.1%) eventos de tipo virico y 3 (3.5%) fangicos. Ya que solo se presentaron en toda la
cohorte 3 casos de pacientes con infeccion fungica, aunque se realizaron igualmente las
correspondientes comparaciones no se identifico ninguna relacion significativa en ninguno de

los casos (datos no mostrados).
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3.2.1.a. Efecto de las moléculas HLA-B, HLA-C y haplotipos KIR en la apariciéon de

primera infeccion tras el trasplante

Como se ha explicado con anterioridad (punto 3.1.1.a), se estudio el posible efecto de
las moléculas HLA-B y —C vy los haplotipos KIR, sobre la aparicion de la primera infeccion en
los pacientes para minimizar el posible efecto de infecciones y/o tratamientos previos. La
distribucion de los pacientes en funcion de los genotipos de las moléculas HLA-B, HLA-C y
los haplotipos KIR se describe en el apartado 1.2.1. Se analizd la aparicion de la primera
infeccion independiente de su etiologia (n=95), de la primera infeccion bacteriana (n=77) y la
primera virica (n=61) en funcion de las moléculas HLA-C, HLA-B y los haplotipos KIR
(Tabla 39). No se observaron diferencias respecto a la incidencia de infeccion global,
bacteriana ni virica. No obstante el analisis mostré que los pacientes con haplotipos KIR AA

presentaron una tendencia a una mayor incidencia de infeccion virica.

Tabla 39. Porcentaje de pacientes que desarrollaron la infeccion considerada en funcion de las
moléculas HLA-C, HLA-B y los haplotipos KIR

% p % p % p

CicC1 42.9 31 23.1

HLA-C C2C2 50 0.14 41.2 0.17 16.7 0.28
cic2 65 54.8 39.1
Bw4- 54.5 48.3 21.1

- . . 0.54
HLA-B Bw4+ 53.2 090 39.6 0.48 31
i AA 80 66.7 66.7

Haplotipo KIR 0.15 0.42 0.07
Bx 50.6 40.8 23.6

La tabla muestra los porcentajes de aquellos pacientes que si desarrollaron el tipo de infeccion
considerada para cada una de las comparaciones realizadas. La casilla sombreada en azul muestra una
tendencia a una mayor incidencia de primeras infecciones de tipo viricas en pacientes con haplotipos
KIR AA.
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3.2.1.b. Efecto del repertorio KIR e interacciones KIR-HLA en la aparicion de primera

infeccion tras el trasplante

La distribuciéon de pacientes de acuerdo al nimero de receptores KIR totales, de
receptores aKIR e iKIR y de las interacciones HLA-KIR activadoras e inhibidoras se muestra
en la figura 24. Se estudio la relacion entre el numero medio de receptores KIR (totales,
activadores e inhibidores) y de las interacciones KIR-HLA, en la aparicion de la infeccion
independiente de la etiologia, bacteriana y virica. (Tabla 40).

Este analisis no mostré diferencias para la primera infeccion global, ni para la de
etiologia bacteriana. Cuando se compararon los numeros de receptores e interacciones KIR en
la incidencia de la primera infeccion virica tampoco observamos diferencias para el nimero
total de KIR, aKIR, iKIR e interacciones iKIR-HLA. Sin embargo, para las interacciones
activadoras identificamos una relacion en el limite de la significacion estadistica en la que los
pacientes que desarrollaron infeccidn virica presentaban un mayor numero de interacciones

aKIR-HLA (p=0.06).

Tabla 40. Numero medio de receptores KIR e interacciones KIR-HLA presentes en los pacientes en
funcién del evento infeccioso considerado

Media Media Media Media Media

N (n'i‘: y | 798 2.30 5.34 0.80 2.25
”gleoctf;?” . 0.74 0.55 0.63 0.22 0.28

(sp) | 7% 2.47 5.43 0.98 2,55
e (nl\lz 4| 788 2.30 5.34 0.80 2.25
nieccion _ 0.97 0.76 0.81 0.42 0.51
bacteriana Si
7.85 2.39 5.39 0.94 2.45
(n=33)

e (nl\';’ 4| 788 2.30 5.34 0.80 2.25
nteccion _ 0.40 0.37 0.47 0.06 0.28
virea Si 8.29 2.65 5.53 1.12 271

17 | © . . . .

La tabla muestra el nimero medio (columna “media”) de receptores KIR totales, aKIR, i KIR e interacciones entre
los receptores aKIR e iKIR con sus respectivos ligandos HLA para cada evento estudiado. Entre corchetes se muestra
rango de receptores/interacciones posibles. Entre paréntesis se indica el niamero de pacientes incluidos. La casilla
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sombreada en azul es indicativa de la tendencia a la presencia de un mayor nimero medio de interacciones

activadoras KIR-HLA en aquellos pacientes que desarrollaron infeccion virica.

Debido a la dispersion existente en el numero de receptores KIR e interacciones, se
agruparon los pacientes siguiendo los mismos criterios que los descritos en el apartado 2.2.2.
(Influencia del namero de receptores KIR e interacciones KIR-HLA en el desarrollo del
evento clinico). Para los receptores KIR totales los pacientes se agruparon en funcion de la
presencia de 9 0 mas receptores totales y menos de 9, para los receptores aKIR en igual o
mayor de 3 y menos de 3, para los iKIR en igual o0 méas de 5 y menos de 5, y para las
interacciones aKIR-HLA los pacientes se clasificaron de acuerdo a la presencia de al menos 1
interaccion aKIR-HLA o ninguna. Para las interacciones de iKIR también se sigui6 el mismo
criterio dividiendo los pacientes segun presentaran 4 o mas y menos de 4, excepto en los
analisis de las curvas de supervivencia, en los que no se dispuso de suficiente representacion
de 4iKIR-HLA y se empled el punto de corte en 3 interacciones inhibidoras manteniéndose la
consecuencia bioldgica. Los resultados obtenidos en el andlisis de la influencia sobre el
desarrollo de infeccion global, bacteriana y virica de los distintos receptores KIR e
interacciones KIR-HLA agrupados segun los criterios previamente definidos se describen en
la Tabla 41.

Tabla 41. Porcentaje de pacientes que desarrollaron el evento infeccioso considerado en funcién de
los receptores KIR e interacciones KIR-HLA agrupadas

% p % p % p
<9 51.7 44 20
KIR Total 0.67 0.81 :
otales >9 56.8 40.7 38.5 015
<3 51.9 43.5 21.1
aKIR 0.83 0.25 .
>3 56.1 41.9 35.7 020
. <5 25 25 0
iKIR 0.06 0.21 :
>5 57.8 46.2 32.7 010
Ninguno | 40 35.7 5.3
aKIR-HLA 0.08 0.47 0.01
>1 60 46.9 38.1
] <4 50.7 41.3 22.9
IKIR-HLA 0.32 0.56 0.19
>4 65 42.9 46.2

La tabla muestra los porcentajes de aquellos pacientes que si desarrollaron el tipo de infeccion

considerada para cada una de las comparaciones realizadas. La casilla azul muestra que al menos una
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interaccién aKIR-HLA supuso mayor tasa de infeccién significativa (p= 0.01) en comparacion con la

ausencia de interacciones.

El analisis de receptores KIR agrupados para el desarrollo de infeccion global mostré que
la presencia de un numero mayor o igual de 5 iKIR suponia mayor incidencia de infeccion,
aunque esta relacion quedo en el limite de la significacion (p= 0.06). También se observo una
tendencia a una mayor incidencia de infeccion con la presencia de al menos 1 interaccion
positiva aKIR-HLA frente los pacientes sin interacciones (p= 0.08). El resto de variables
agrupadas no mostraron diferencias.

En los correspondientes analisis de los receptores e interacciones KIR, agrupados para
la infeccidn de tipo bacteriana, tampoco se observaron diferencias significativas en ninguno
de los grupos analizados.

Finalmente en el respectivo analisis de influencia de este repertorio en el desarrollo de la
primera infeccion virica, no se observaron diferencias para los receptores KIR totales,
receptores aKIR, receptores iKIR ni en las interacciones iKIR-HLA. Sin embargo de nuevo
para aKIR-HLA la presencia de al menos una interaccion, en comparacién con la ausencia de
las mismas, supuso mayor tasa de infeccion significativa (p= 0.01) confirmando el analisis en

numeros absolutos de interacciones aKIR-HLA.

3.2.1.c. Efecto de las moléculas HLA-B, HLA-C y haplotipos KIR en el desarrollo de

eventos infecciosos

Se evalud la influencia de las moléculas HLA-C y HLA-B y los haplotipos KIR en la
apariciéon de la totalidad de los eventos infecciosos descritos en el apartado 3.2.1
independientemente de su etiologia y analizando por separado todas las infecciones de cada
etiologia infecciosa (bacteriana, virica y fungica), independientemente de si fueron
infecciones primarias o de repeticion, con el fin de tratar de identificar una posible asociacion
entre los polimorfismos y las infecciones de forma genérica o a etiologias particulares de las
mismas. Los resultados de esta comparacion se encuentran resumidos en la Tabla 42.

La presencia del genotipo HLA-C1C2 supuso una incidencia significativamente

superior a la del resto de los grupos en el desarrollo de infeccion global (p= 0.04), a favor de
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una incidencia superior de infeccion bacteriana (p=0.03). Las restantes variables analizadas no

mostraron ningun efecto en el desarrollo de infeccidn general, bacteriana o virica.

Tabla 42. Incidencia de los eventos infecciosos considerados en funcién de las moléculas HLA-C,
HLA-B y los haplotipos KIR

% p % p % p
Cic1 55.6 42.9 20
HLA-C c2C2 56.5 0.04 50 0.03 8.7 0.45
cic2 77 70.8 19.7
Bw4- 68.1 62.5 12.8
- . . 0.34
HLAB Bw4+ 64.4 084 54 0.42 20.7
) AA 85.7 75 35.7
Haplotipo KIR 0.17 0.49 0.14
Bx 63.5 55.8 15.7

La tabla muestra la incidencia en % del tipo de infeccion considerada para cada una de las
comparaciones realizadas. La casilla sombreada en azul muestra el genotipo HLA-C1C2 como el de
mayor predisposicion significativa al desarrollo de infecciones generales (p=0.04) y bacterianas
(p=0.03).

3.2.1.d. Efecto del repertorio KIR e interacciones KIR-HLA en el desarrollo de eventos

La distribucion de pacientes de acuerdo al nimero de receptores KIR totales, de
receptores aKIR e iKIR y de las interacciones HLA-KIR activadoras e inhibidoras se muestra
en la figura 24. El estudio de la primera infeccion se realizd igual que en el apartado 3.2.1.c
para obviar otros factores influyentes como terapias antimicrobianas o infecciones
secundarias.

No se observaron diferencias en el nimero medio de receptores KIR e interacciones
KIR-HLA entre aquellos pacientes que desarrollaron las infecciones consideradas (global,

bacteriana y virica) y los pacientes que no desarrollaron ninguna infeccion (Tabla 43).
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Tabla 43. Numero medio de receptores KIR e interacciones KIR-HLA presentes en cada uno de los
eventos infecciosos analizados

Media Media Media Media Media

o (nl:IZ | 788 2.30 5.34 0.80 2.25
”gf:)ctf;‘l’” . 0.92 0.82 0.89 0.58 0.56

(g5 | 78 235 534 0.87 2.40
i (n'_\'z y| 789 2.33 5.36 0.84 2.30
niecclon _ 0.76 0.96 0.99 0.97 0.66
bacteriana Si
7.80 2.34 5.36 0.85 241
(n=59)

o (n_NZ | 779 2.29 5.35 0.81 2.33
neccion _ 0.44 0.46 0.84 0.16 0.74
virica Si 8.09 252 5.39 1.00 2.43

n=23)| © ' ' ' :

La tabla muestra el nimero medio (columna “media”) de receptores KIR totales, aKIR, i KIR e interacciones entre
los receptores aKIR e iKIR con sus respectivos ligandos HLA para cada evento estudiado. Entre corchetes se muestra

rango de receptores/interacciones posibles. Entre paréntesis se indica el nimero de pacientes incluidos.

Posteriormente se realiz6 este analisis agrupando los pacientes para limitar la
diversidad. Los resultados de esta comparacion se describen en la Tabla 44. No se observaron
diferencias en el porcentaje de pacientes que desarrollaron infeccion global y bacteriana para
ninguna de las agrupaciones de los receptores KIR e interacciones KIR-HLA. Igualmente no
se observaron diferencias en los receptores KIR totales, aKIR, iKIR e interacciones
inhibidoras, pero en el caso de las interacciones activadoras, se observo que la presencia de al
menos 1 interaccion aKIR-HLA implicaba significativamente (p=0.016) una mayor incidencia
de eventos infecciosos viricos. La infeccion de tipo virica méas frecuente identificada en la
cohorte resultd la infeccion por VHS y VVZ en el 16.57% de los pacientes, seguida de
sindrome viral por CMV en el 7.1% de los pacientes (los tipos de infeccion identificados en la

cohorte se encuentran descritos en la Tabla 20).
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Tabla 44. Incidencia de los eventos infecciosos considerados en funcion de los receptores KIR e
interacciones KIR-HLA agrupadas

% p % p % p
<9 66.7 59.4 30
KIR Total 0.84 0.67 :
orales >9 64.4 52.9 427 043
<3 66.7 59.4 29.7
KIR 0.85 0.68 :
2 >3 64.7 53.8 40 044
. <5 47.1 43.8 10
iKIR 0.10 0.28 .
>5 68.8 59.8 31.6 016
Ninguno | 60 55 14.3
aKIR-HLA 0.33 0.84 0.016
>1 69 58.7 43.5
. <4 63.4 54.3 315
iKIR-HLA 0.36 0.33 0.50
>4 75 68.2 46.2

La tabla muestra la incidencia en % del tipo de infeccidn considerada para cada una de las comparaciones
realizadas. La casilla sombreada en azul indica una mayor incidencia significativa de infecciones de tipo

virico para la presencia de al menos una interaccion akKIR-HLA.

3.2.2. Supervivencia libre de infeccion

Se compar6 el tiempo transcurrido desde el trasplante hasta la aparicion de la primera
infeccion (“tiempo libre de infeccion™) en funcién de las moléculas HLA-C (C1C1, C1C2 o
C2C2), HLA-B (presencia o ausencia del alelo serolégico Bw4) y los haplotipos KIR (AA o
Bx) de los pacientes, y el nimero de receptores KIR (totales, aKIR, iKIR) e interacciones
(aKIR-HLA e iKIR-HLA).

El tiempo medio de aparicion de infeccion global (n=51) resulto independiente de las
moléculas HLA-C, HLA-B y de los haplotipos KIR (Fig. 37). En la comparacion de
receptores KIR totales, aKIR, e KIR e interacciones tampoco se identificaron diferencias entre
los grupos debido, probablemente, a la gran diversidad de datos (datos no mostrados). No
obstante, el estudio de receptores agrupados tampoco mostrd diferencias para la infeccion

global entre los grupos establecidos (Fig. 38).

160



Resultados

Infeccion (n=51) Infeccion (n=51)
| HLAC il . . . 7

He Supervivencia media: i) o 10 Supervivencia media: Presga;la de
y 1C1: 0091 n s/ No: 1.08 meses
..: _— Cl1C meses 111C2 C2 (n=10) ¥ o8 A No (n=18)
I C2 C2: 0.95 meses HIC1C2 (n=26) & Si: 0.97 meses LMSi (n= 33
i1 ovd s b
=8 o6 C1 C2: 1.08 meses "-“:5 e p=043
g8 =0.99 -
i, AL° 5
E B 04 2 E 0,47
3 5
‘2 0,2 % 0,2

)
0,0 0,0

T I I I T I T T T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 800 10,00 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Tiempo (meses) Tiempo (meses)

Infeccion (n=51)

| . . . Haplotipo KIR
L9 Supervivencia media: _1'11;3 (p )
X (=43
< i Bx: 1.06 meses J1AA(11=48))
_g AA: 0.71 meses
2506l | p-0ss
- 9]
2.8 047
Z
S
0,27
3
0,0

| I I I | I
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Tiempo (meses)

Figura 37. Tiempo de aparicién de la primera infeccion en funcion de las moléculas HLA-C, HLA-B y

haplotipos KIR. En cada grafico se muestran los tiempos de aparicién de infeccion y el valor p obtenido en el test

logrank.
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Figura 38. Tiempo de aparicion de la primera infeccion en funcién de la agrupacion de los

receptores KIR totales, aKIR, iKIR e interacciones activadoras e inhibidoras. Los graficos
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rvivencia Libre de

Supe

Infeccién

muestran el tiempo de aparicion de la primera infeccion global y el valor p obtenido mediante en el test

logrank.

En el andlisis del tiempo medio de aparicion de infeccién bacteriana, se incluyeron
aquellos pacientes que desarrollaron este tipo de infeccién (n= 33). El tiempo medio de
aparicion de la primera infeccion bacteriana fue similar entre los grupos para las moléculas

HLA-C, HLA-B y los haplotipos KIR, cercanos al mes post-trasplante (Fig. 39).
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Figura 39. Comparacion del tiempo de aparicion de la primera infeccién bacteriana. Se muestra
en cada grafico el tiempo de aparicién de la primera infeccion bacteriana y el valor p obtenido en el

test logrank.

La comparacién del nimero total de los diferentes receptores e interacciones KIR
tampoco mostrd diferencias en el tiempo transcurrido hasta el desarrollo de la infeccién
bacteriana (receptores KIR totales p= 0.14; aKIR p= 0.22; iKIR p= 0.18; interacciones aKIR-
HLA p= 0.28; interacciones iKIR-HLA p= 0.15). Sin embargo, en la agrupacion posterior de

tipos de receptores e interacciones KIR, la presencia de tres o mas interacciones iKIR-HLA
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supuso la aparicion significativamente mas temprana (la mitad de tiempo) de la primera

infeccidn bacteriana comparado con la presencia de menos de tres (p= 0.04) (Fig. 40).
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Figura 40. Tiempo de aparicion de la primera infeccion bacteriana en funcion de la agrupacion de
los receptores KIR totales, aKIR, iKIR e interacciones activadoras e inhibidoras. Los gréficos
muestran los valores de aparicion de la primera infeccion bacteriana y el valor p obtenido en el test
logrank. Los pacientes con 3 0 mas de 3 interacciones iKIR-HLA presentaron su primera infeccion

bacteriana méas pronto respecto a la presencia de menos de 3 iKIR-HLA (p=0.04).

Para el andlisis del tiempo libre de infeccion virica se incluyeron los pacientes cuya
primera infeccion fue de esta etiologia (n= 17). Las curvas del tiempo libre de infeccion virica
no mostraron diferencias entre los haplotipos KIR AA y BXx, ni entre los grupos del alelo
serologico Bw4, sin embargo los pacientes con haplotipos HLA-C1C1 presentaron
significativamente su primera infeccién virica mas temprana que aquellos pacientes con

haplotipos HLA-C1C2 y HLA-C2C2 (p=0.04) (Fig. 41).
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Figura 41. Tiempo de aparicion de la primera infeccion virica en funcion de las moléculas HLA-
C y HLA-B, los haplotipos KIR y el nimero de interacciones iKIR-HLA. En cada grafico se
muestra el tiempo para el desarrollo de la primera infeccidn virica y el valor p obtenido en el test
logrank. Los pacientes con haplotipos HLA-C1C1 desarrollaron su primera infeccion virica en menos
tiempo que los homocigotos C2C2 y los heterocigotos C1C2 (p= 0.04). En presencia de una Unica
interacciéon iKIR-HLA, la primera infeccidn virica se desarroll6 mas pronto tras el trasplante (p=

0.002) que cuando se encuentra otro nimero de interacciones diferente.

No se observaron diferencias en el tiempo de aparicion de la primera infeccion virica
entre receptores totales KIR (p= 0.87), aKIR (p= 0.46), iKIR (p= 0.72) e interacciones aKIR-
HLA (p= 0.99), pero si se observé que la presencia de una Unica interaccion iKIR-HLA
suponia el desarrollo significativo (p= 0.002) mas temprano de esta primera infeccién (0.27
meses) en comparacién con ninguna interaccion (0.86 meses), 2 interacciones (0.56 meses), 3
interacciones (1.63 meses), 4 interacciones (1 meses) o 5 interacciones (0.84 meses) (Fig. 41).

La comparacion de los tipos de receptores KIR y sus interacciones agrupadas se
muestra en la Figura 42. Unicamente se identifico que los pacientes con menos de 3

interacciones iKIR-HLA presentaron tres veces menor tiempo libre de infeccion, en
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comparacion con los que presentaron 3 0 mas interacciones (p= 0.015). Para el resto de

agrupaciones no se observaron diferencias.
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Figura 42. Tiempo de aparicion de la primera infeccion virica en funcién de las agrupaciones del
namero total de receptores KIR, aKIR, iKIR e interacciones aKIR-HLA e iKIR-HLA. En cada

grafico se muestran los valores del tiempo transcurrido hasta la aparicion de la primera infeccidn, asi

como el valor p obtenido en el test logrank. En el caso del nimero de receptores inhibidores, s6lo gener6

un dnico grupo en el que todos los pacientes presentaron mas o 5 interacciones por lo tanto, no se pudo

realizar la comparacién. Cuando los pacientes presentaron menos de 3 interacciones iKIR-HLA el

tiempo medio libre de infeccion fue tres veces inferior al transcurrido para los pacientes con 3 0 méas de 3

interacciones (p=0.015).

3.2.3. Analisis univariable y multivariable

El analisis univariable y multivariable se realizd para infeccion global, infeccion

bacteriana, infeccion virica. En todos ellos las variables incluidas fueron sexo del paciente, los

grupos HLA-C (C1C1, C1C2 y C2C2), los haplotipos KIR AA o BX, la presencia o ausencia

del alelo seroldgico Bw4, la presencia de 9 0 méas de 9 KIR totales, 3 0 mas aKIR, 5 0 méas

iKIR, al menos 1 interaccion aKIR-HLA y 4 o mas interacciones iKIR-HLA, la edad del
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paciente en el momento del trasplante, la compatibilidad de seroestatus CMV donante-
receptor, donante vivo o cadaver, donante en muerte encefalica o asistolica, la administracion
de terapia profilactica frente a CMV vy el tratamiento inmunosupresor administrado. Aquellas
variables con un valor p < 0.20 en el andlisis univariable se incluyeron en el posterior analisis

multivariable

3.2.4.a. Infeccion global

El anélisis univariable mostré que los pacientes heterocigotos HLA-C1C2 presentaron
mayor riesgo de desarrollar infeccion global frente a los individuos homocigotos para uno u
otro haplotipo. La inmunosupresion tradicional triple (tacrolimus, esteroides y micofenolato)
supuso mayor riesgo de desarrollo de infeccidn respecto a la doble convencional (tacrélimus,
esteroides). Finalmente la presencia de 5 o mas receptores iKIR implic6 también un mayor

riesgo significativo de desarrollo de infecciones.

Se incluyeron en el andlisis multivariable las tres asociaciones significativas y las
siguientes cercanas a la significacion, haplotipo AA como factor de riesgo respecto al
haplotipo Bx y la presencia de al menos una interaccion aKIR-HLA como factores

desencadenantes de infeccion.

En el analisis multivariable s6lo se mantuvo la significacion estadistica en la
inmunosupresion con tacrolimus, esteroides y micofenolato como factor de riesgo para el
desarrollo de infeccion respecto a la doble terapia (OR: 3.66; IC 95%: 1.48-11.17; p= 0.004).

El resto de variables incluidas no presentaron asociaciones de riesgo significativas (Tabla 45).
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Tabla 45. Andlisis univariable y multivariable del desarrollo de infeccion global

Univariable Multivariable

p OR IC 95% p OR IC 95%
Varon vs Mujer 082 111 0.45-2,71
HLA C1C2vs C1Cly C2C2 0.05 229 0.98-6.36 0.16 199 0.76-5.19
Haplotipo KIR AA vs Bx 009 391 0.78-19.48 026 272 0.46-15.81
HLA Bw4+ 090 0.95 0,40-2.21
>9 KIR Totales 063 1.22 0.53-2.81
>3 aKIR 068 1.19 0.52-2.68
> 5 iKIR 0.044 411 1.04-16.31 0.15 291 0.67-12.67
> 1 aKIR-HLA 0.07 225 0.93-5.44 056 134 0.49-3.64
>4 iKIR-HLA 025 181 0.65-5.03
Edad Tx <18 afios vs >18 afios 0.65 1.75 0.15-20.4
Mismatch CMV (R-/D+) 0.99 - -
Dte Vivo vs Cadaver 0.60 1.48 0.33-6.04
Dte en Asistolia vs Encefélica 093 0.88 0.05-14.68
Profilaxis CMV 077 131 0.21-8.23
Triple terapia vs doble 0.001 5.03 1.99-12.73 001 366 1.37-9.77

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.20 que se incluyeron en el
posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. La triple terapia incluyé
T+E+MMF o CsA+E+MMF; La doble terapia consistio en T+E 0 CSA+E.

3.2.4.b. Infeccién bacteriana

Se identificdé como significativa la administracion de tacrélimus junto esteroides y
micofenolato como promotora de infeccion bacteriana frente a la doble inmunosupresién sin
la adicion de micofenolato. La triple inmunosupresion se mantuvo como factor de riesgo
independiente frente a la doble inmunosupresion (OR: 3.06; IC 95%: 1.25-7.49; p= 0.014)
(Tabla 46).
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Tabla 46. Andlisis univariable y multivariable del desarrollo de infeccion bacteriana

Univariable Multivariable

IC 95% OR IC 95%
Varon vs Mujer 051 1.38 0.53-3.61
HLA C1C2vs C1Cly C2C2 022 171 0.72-4.03
Haplotipo KIR AA vs Bx 071 1.29 0.33-4.93
HLA Bw4+ 0.25 0.60 0.25-1.44
>9 KIR Totales 041 0.69 0.29-1.67
>3 aKIR 059 0.79 0.33-1.86
>5iKIR 045 1.69 0.42-6.76
>1aKIR-HLA 084 1.09 0.44-2.73
>4 iKIR-HLA 098 1.01 0.36-2.86
Edad Tx <18 afios vs >18 afios 027 393 0.34-45.11
Mismatch CMV (R-/D+) 0.99 - -
Dte Vivo vs Cadaver 035 2.00 0.46-8.57
Dte en Asistolia vs Encefélica 0.99 - -
Profilaxis CMV 024 3.00 0.47-18.93
Triple terapia vs doble 0.014 3.06 1.25-7.49 0.014 3.06 1.25-7.49

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.20 que se incluyeron en el
posterior andlisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. La triple terapia incluyé
T+E+MMF o CsA+E+MMF; La doble terapia consistié en T+E 0 CSA+E.

3.2.4.c. Infeccion virica

El analisis univariable identific6 como significativa la presencia de al menos una
interaccion aKIR-HLA y la administracion de triple terapia inmunosupresora como factores
de predisposicién al desarrollo de infeccion virica. Ademas de éstas, se afiadieron al analisis
multivariable las asociaciones cercanas a la significacion: haplotipo AA como desencadenante
de infeccion frente al haplotipo Bx y la presencia de 9 o mas receptores KIR totales, 3 0 méas

aKIR y 4 0 més interacciones inhibidoras iKIR-HLA como promotores de infeccion virica.

Ninguna de las variables analizadas mantuvo su significacion como factor de riesgo

independiente en el analisis multivariable (Tabla 47).
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Tabla 47. Andlisis univariable y multivariable del desarrollo de infeccion virica

Univariable Multivariable
IC 95% OR IC 95%

Varon vs Mujer 092 1.06 0.33-3.36

HLA C1C2vs C1Cly C2C2 0.23 1.9 0.66-5.47

Haplotipo KIR AA vs Bx 0.067 3.69 0.91-14.92 0.16 4.08 0.52-31.08
HLA Bw4+ 029 192 0.57-6.46

>9 KIR Totales 0.07 2.69 0.92-7.88 055 1.73 0.28-10.54
>3 aKIR 0.15 2.16 0.74-6.29 050 162 0.39-6.68
>5iKIR 0.99 - -

> 1 aKIR-HLA 0.033 947 1.19-75.18 124 559 0.62-50.34
>4 iKIR-HLA 012 249 0.79-7.88 052 053 0.074-3.77
Edad Tx <18 afios vs >18 afios 0.99 - -

Mismatch CMV (R-/D+) 0.99 - -

Dte Vivo vs Cadaver 0.68 0.63 0.07-5.52

Dte en Asistolia vs Encefélica 029 466  0.27-78.87

Profilaxis CMV 0.99 - -

Triple terapia vs doble 0.008 254 0.87-7.44 037 170 0.53-5.46

Las casillas sombreadas en azul indican aquellas variables con p<0.20 que se incluyeron en el

posterior analisis multivariable.

R-/D+: receptor negativo y donante positivo en la serologia de CMV pre-Tx. La triple terapia incluyé
T+E+MMF o CsA+E+MMF; La doble terapia consistié en T+E 0 CSA+E.
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Discusion

El trasplante hepético se ha convertido con el paso de los afios en una de las opciones
terapéuticas mas relevantes para los pacientes con hepatopatia terminal. Mientras que la
mejora en las técnicas de preservacion orgénica, el procedimiento quirurgico y la terapia
Inmunosupresora permitieron que se instaurara como alternativa para estos pacientes, las
complicaciones derivadas de este proceso, tales como el rechazo del injerto o las
infecciones resultantes del adecuado balance en la inmunosupresion, contindan
constituyendo los mayores obstaculos en la evolucién del paciente trasplantado. A lo largo
de los afios, debido a la implicaciéon inmunoldgica en los mecanismos responsables de
desencadenar los eventos de rechazo e infecciones, muchos son los estudios que han
tratado de identificar moléculas y mecanismos implicados en estos procesos en el
trasplante de 6rgano sélido.

Bajo las condiciones de intensa inmunosupresion encaminada a limitar la inmunidad
adaptativa, como principal y potente desencadenante de las posteriores complicaciones en
estos pacientes, la inmunidad innata puede adquirir un papel fundamental como conjunto
de mecanismos determinantes de la evolucion del trasplante. En este sentido, el presente
trabajo de tesis doctoral, trata de identificar la implicacién de los polimorfismos genéticos
de tres de los mdaltiples componentes de las vias moleculares mas relevantes de la
inmunidad innata, mediante los cuales desempefia sus funciones: TLR4 como
representante de los receptores de reconocimiento de patron, el factor C3 del sistema del
complemento como principal proteina efectora de los mecanismos humorales y las células

NK como responsables de la inmunidad innata celular.

1. El alelo C3F en el receptor hepatico promueve la pérdida del injerto, protege del

rechazo y favorece las infecciones virales

En este trabajo se describe que en pacientes trasplantados de higado, las variantes de
C3 del receptor, independientemente de las variantes genéticas de C3 del higado donante,
modifican la evolucién de los injertos en el primer afio post-trasplante. Esta observacion
sugiere, en primer lugar, que el complemento producido y activado de manera local,

probablemente por las células del sistema inmune del receptor, e independientemente del
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complemento circulante derivado del higado donante, es un factor determinante en la
respuesta al aloinjerto hepético. En segundo lugar, los datos apoyan la existencia de
diferencias funcionales entre los alotipos C3F y C3S que, en el contexto del trasplante
hepéatico, modificarian de forma distinta la respuesta inmune frente al injerto actuando en
particular en el compartimento de la inmunidad celular adaptativa del receptor.

Los pacientes homocigotos para el alelo C3F presentaron una supervivencia del injerto
significativamente menor y mayor incidencia de pérdida del injerto, sin embargo, los
pacientes con este mismo genotipo presentaron una menor tasa de rechazo del injerto y una
supervivencia libre de rechazo prolongada en el tiempo, en ambas circunstancias
independientemente del resto de variables. Estas asociaciones también se identificaron para
el analisis sobre la presencia/ausencia del alelo C3F, no obstante la significacion
estadistica se vio reducida en relacién a la obtenida en el analisis por genotipos. Este hecho
sugiere por un lado, que el efecto observado es dependiente de "la dosis" de proteinas C3F
y por otro lado que el alelo C3S ejerce un efecto opuesto al de la variante C3F. Al mismo
tiempo observamos que C3F se presenté como factor de riesgo independiente para las
infecciones viricas. En nuestra cohorte, estas infecciones viricas estan representadas en la
mayoria por VHS, VVZ y CMV que requieren respuestas celulares mas potentes y robustas
para su control. En este sentido, reviste interés sefialar que en diferentes modelos de
infecciones virales por influenza y coriomeningitis linfocitaria se ha descrito una respuesta
impedida de las células T en ratones deficientes para C3 [258, 259] y ademaés, en pacientes
portadores de esta misma deficiencia también ha sido reportada una respuesta tipo Thl
defectiva [260]. Estos resultados sugieren que la respuesta inmune mediada por las células
T requiere de la participacién del factor C3 del complemento, por lo que las diferencias
funcionales entre las variantes alélicas C3S y C3F podrian influir en la potencia y amplitud
de las consiguientes repuestas inmunoldgicas celulares.

La respuesta dual del alelo C3F, actuando por un lado como promotor de las
infecciones virales y por otro lado protegiendo frente al rechazo del injerto que
observamos en nuestros resultados, sugiere que esta variante se encuentra asociada con

respuestas celulares reducidas y/o con un estado pro-tolerogénico de las mismas. De
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acuerdo con los datos provenientes de estudios recientes en los que se ha identificado que
la activacion local de C3 se desencadena gracias a la formacién de la convertasa de C3 a
través de la via alternativa de activacion del complemento [161] o debido a la actividad
intracelular de la catepsina L [160], es posible especular que existan diferencias en la
eficiencia de la activacidn proteolitica entre las variantes C3F y C3S. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo, apoyarian que la escision del alelo C3F es menos eficiente
y como consecuencia, se produciria una menor cantidad de los fragmentos C3a 'y C3b y
por lo tanto una sefial estimuladora mas débil proveniente de la activacion de los
correspondientes receptores del complemento C3aR y CD46 en las células T efectoras.
Ademas una menor generacion de C3a favoreceria la capacidad tolerogénica de las células
Treg. Otras posibles explicaciones a estos resultados incluirian que el fragmento C3b
proveniente del alelo C3F en comparacion con el generado desde el alelo C3S, activaria
con menor eficiencia el receptor CD46, o que el alelo C3F presentaria una capacidad
superior de la transformacion de células productoras de INF-y en células que secretaran IL-
10 con actividad supresora. Alternativamente a estas hip6tesis, el fragmento C3b originado
a partir del alelo C3F podria unirse con mayor eficiencia a la isoforma CYT-2 de CD46, la
cual limitaria la produccion de INF-y frente a la activacion de la isoforma CYT-1 de CD46
que promoveria la produccion de esta citoquina por parte de los linfocitos T CD4" [160].

En nuestra cohorte de pacientes s6lo un unico receptor perdio el injerto hepatico tras el
rechazo del mismo. Los eventos tromboticos o isquémicos fueron la principal causa de la
pérdida del injerto, el cual se vio favorecido por la presencia del alelo C3F. Asumiendo
que la activacion y el deposito intracelular de C3 pueden darse en las plaguetas o en células
endoteliales, es posible especular que las variantes alélicas C3F desencadenaran en estos
tipos celulares un estado pro-coagulatorio [160].

Hasta la fecha no se dispone de estudios en los que se analice de forma independiente
el significado del genotipo de C3 del receptor del trasplante en la evolucién del injerto,
sino que en todos ellos se ha llevado a cabo el analisis de la compatibilidad entre donante y
receptor. En este sentido, los resultados disponibles en previos estudios no han identificado

resultados concluyentes. EI grupo de Brown, asi como los posteriores estudios de
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Varagunam en trasplante renal [155, 156] y Dhillon en trasplante hepéatico [158], no
identificaron diferencias en las tasas de rechazo al realizar las comparaciones entre
diversas combinaciones de alelos de C3 de donantes y receptores. Debido a que esta
produccion y activacion local de C3 por parte de las células del sistema inmune ha sido
recientemente descrita, conviene profundizar y ampliar el estudio del efecto del genotipo
de C3 del receptor sobre la evolucion del trasplante. De confirmarse los resultados, la
determinacion de los alelos de C3 en el receptor del trasplante, previo a su ejecucion,
podria ser una herramienta Util para la clasificacion precoz de los pacientes de acuerdo a su

riesgo y facilitar un cuidado personalizado de los mismos.

2. Las variantes polimorficas de TLR4 Asp299Gly y Thr399lle no influyen en la

evolucidn del trasplante hepatico ni en el desarrollo de complicaciones infecciosas

Si bien es cierto que desconoce con exactitud el efecto de la presencia de los SNPs
Asp299Gly y Thr399lle sobre la funcionalidad del receptor TLR4, las diversas hipotesis
apuntan hacia una alteracion en el plegamiento de la proteina y su expresion en superficie,
y un impedimento en el reclutamiento de MyD88 y TRIF que conducirian a una sintesis
disminuida de citoquinas proinflamatorias IL-6, IL-8, TNF-a o INF-B [96-98]. En el
contexto del trasplante, esta situacion se traduciria por un lado, en una respuesta inmune
innata disminuida frente al dafio por isquemia-reperfusion, que reduciria los fendmenos de
necrosis que conducen a la pérdida del injerto, y por otro lado la consiguiente respuesta
adaptativa se presentaria atenuada, por lo que en principio, las variantes de TLR4-299 y -
399 podrian proteger frente al rechazo del injerto. Sin embargo simultaneamente se veria
favorecido el desarrollo de infecciones, particularmente las originadas por bacterias gram
negativas, ya que el principal ligando de TLR4 es el LPS de la membrana celular de las
mismas.

En este trabajo no identificamos ninguna influencia de los posibles genotipos de
ambos polimorfismos de TLR4 en la supervivencia del paciente, en la supervivencia del

injerto o rechazo del mismo, incluyendo el estudio independiente en pacientes
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trasplantados por cirrosis por VHC, o bien en el desarrollo de infecciones tanto generales
como especificamente bacterianas y viricas .

Los diversos estudios realizados sobre la influencia de los polimorfismos de TLR4 en
el trasplante de dérgano sélido, han sido abordados desde dos enfoques distintos. En el
primero, se analizan las consecuencias de los SNPs sobre la expresion de TLR4 en la
superficie celular y las consecuencias de los distintos niveles de expresion en la evolucion
del trasplante. En el segundo enfoque se analiza de forma directa la posible relacién entre
genotipos de TLR4 y evolucién del trasplante.

Los resultados obtenidos en trasplante renal [261] y trasplante hepéatico [113, 114] en
relacion a la expresion de TLR4 como consecuencia de la presencia de los polimorfismos,
describen una reduccion de la expresion del receptor TLR4 portador de los polimorfismos
en monocitos y neutrdfilos circulantes, y como consecuencia una menor incidencia de
rechazo del trasplante.

Sin embargo los trabajos focalizados en la influencia de los diversos genotipos de
TLR4 en la evolucion del trasplante, mas similares al presente trabajo de tesis doctoral,
presentan resultados mas dispares. EI grupo de Ducloux [116] describié en un estudio
sobre 238 receptores de trasplante renal, que aquellos pacientes portadores de ambos
polimorfismos presentaban un riesgo reducido de desarrollar eventos arterioscleréticos y
rechazo del injerto, aunque a costa de un mayor riesgo de desarrollar infecciones
bacterianas y oportunistas. Posteriormente el grupo de Palmer [262] dnicamente identificd
un menor riesgo en el desarrollo de rechazo del injerto renal cuando el donante era
portador de uno o los dos SNPs de TLR4 en una cohorte de 235 pacientes. Finalmente el
trabajo mas reciente del grupo de Nogueira y colaboradores, no identifico diferencias en
las tasas de rechazo del injerto para la presencia de los polimorfismos de TLR4 ni en
receptores ni en donantes de 201 parejas de trasplante renal [263]. En trasplante hepatico,
recientemente el grupo de Oetting analizo la influencia de 37 polimorfismos de TLR4 en
738 donantes del injerto hepéatico. No identificé ninguna asociacion entre la presencia de
los polimorfismos de TLR4 Asp299Gly y Thr399lle en la pérdida del injerto hepético a
largo plazo [264].
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La frecuencia descrita para poblacion caucasica de los polimorfismos Asp299Gly y
Thr399lle se estima en torno al 5-10% [91]. Estas frecuencias tan discretas implican la
necesidad de estudiar amplias cohortes de pacientes en las que el nimero de pacientes
portadores de los polimorfismos sea el adecuado y proporcione la suficiente potencia
estadistica. Por otro lado, estas bajas frecuencias han impedido el estudio del efecto de los
SNPs de TLR4 homocigotos para la variante. Tanto en nuestro trabajo en receptores, como
el de Oetting en donantes [264], probablemente el nimero de pacientes incluidos, 483 y
738 respectivamente, no fue suficiente para la obtencién de asociaciones significativas.
Para poder esclarecer el efecto de la presencia de estos SNPs en la evolucion del trasplante
se requiere incrementar el nimero de sujetos a estudio.

En relacion a las infecciones, la situacion es similar a la de la evolucion del injerto.
Aunque tradicionalmente se ha asociado la presencia de estos SNPs con una mayor
predisposicion a infecciones por bacterias gram negativas [94, 95], en un estudio reciente
sobre 706 receptores de trasplante hepéatico no se ha confirmado esta asociacion [265], del
mismo modo que nuestros resultados sobre 515 receptores de trasplante hepatico tampoco
ha mostrado ninguna relacién significativa en relacion a la aparicion de infecciones
bacterianas, viricas o fangicas. En este aspecto también se requeriria incrementar los
pacientes incluidos en los estudios para poder esclarecer la relacion entre los SNPs de

TLR4 y las complicaciones infecciosas.

3. Bw4 es el anico ligando HLA conocido para los receptores KIR protector frente al

rechazo del injerto

Identificamos un efecto protector e independiente de las restantes variables de Bw4
frente al rechazo del injerto. Los receptores de trasplante con alelos serolégicos Bw4
presentaron significativamente menor incidencia de rechazo del injerto y una mayor
supervivencia libre de rechazo desde el segundo mes post-trasplante, respecto a los
pacientes con el alelo serol6gico Bw6. Este hallazgo apunta hacia la existencia de un papel

de las células NK del receptor frente al trasplante hepético, en el que podrian ser
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importantes los procesos de educacion de las células NK, ya que mientras que Bw4 es un
ligando para KIR, Bw6 no lo es.

Existe escasa informacion acerca del efecto de Bw4 en el trasplante. En HSCT se ha
identificado que los receptores negativos para Bw4 y para sus receptores
KIR3DS1/KIR3DL1, que recibieron trasplantes positivos para estos receptores KIR
presentaron la peor supervivencia, lo que sugiere un papel perjudicial de las células NK del
donante KIR3DS1/3DL1 positivas en receptores Bw4-negativos en ausencia de un proceso
de educacion de células NK mediado por la interaccion KIR3DL1/Bw4 [266]. Aunque en
el presente trabajo no analizamos el efecto de las interacciones KIR/HLA individuales ni el
de las interacciones entre donante y receptor, nuestros resultados, y los del trabajo citado
sobre trasplante hematopoyeético, sugieren un papel protector de las moléculas Bw4 del
receptor para los trasplantes.

Como se ha mencionado, los determinantes Bw4 son ligandos para aKIR3DS1 y para
IKIR3DL1. Sin embargo, la afinidad de los ligandos por los receptores inhibidores es muy
superior a la de los activadores, y en caso de que se encontraran ambos receptores KIR, la
sefial inhibidora anularia la activadora [205, 206]. La presencia de Bw4 interaccionaria
preferencialmente con iKIR3DL1, inhibiendo la actividad citolitica de las células NK,
limitando asi la respuesta inmune desencadenada y protegiendo el injerto frente al rechazo.
En coherencia con esta explicacion, es preciso sefialar que, aunque de forma no
significativa, encontramos también que los pacientes con un mayor ndmero de
interacciones inhibitorias KIR/HLA (igual o superior a 4) presentaron menor tasa de
rechazo y supervivencias libres de rechazo méas prolongadas que los individuos con menos
de 4 interacciones. Estos mismos resultados (los efectos protectores de Bw4 y de un mayor
namero de interacciones inhibitorias KIR/HLA) se observaron al analizar de forma
individualizada el subgrupo de pacientes trasplantados por VHC. En nuestra cohorte, no se
cuantificaron sin embargo las interacciones 3DS1/Bw4 de carécter activador, lo que podria
suponer una limitacion para una completa comprensién del papel de estas moléculas y sus

interacciones sobre la evolucidn de los injertos hepaticos.
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Por Gltimo es importante sefialar que el efecto protector de Bw4 se observo en especial
tras el segundo mes post-trasplante, cuando predominan los efectos caracteristicamente

inmunoldgicos, y comienzan a disminuir los resultantes del proceso quirurgico.

4. Un repertorio KIR predominantemente activador potencia el rechazo del injerto

Para la identificacion de la influencia del repertorio KIR en la evolucion clinica del
trasplante hepatico, se realizaron diversos tipos de comparaciones: presencia de haplotipos
KIR AA o Bx, numero de receptores presentes (totales, aKIR, iKIR e interacciones de
ambos con sus ligandos presentes simultaneamente en el receptor de trasplante) tanto en
nimero absoluto como agrupados siguiendo criterios bioldgicos. De todas estas,
unicamente identificamos que aquellos pacientes que desarrollaron rechazo del injerto tras
el segundo mes post-trasplante, presentaron significativamente un ndmero medio de
receptores totales superior (9.11 receptores) al de los pacientes que no desarrollaron
rechazo (7.76 receptores).

Previamente ya se habian descrito asociaciones en esta linea. En HSCT se identifico
que los haplotipos B, con mayor numero de receptores activadores reducian la recaida de
Leucemia Mieloide Aguda [267, 268] y el grupo de Kunert describio que los perfiles
predominantemente inhibitorios reducian la incidencia de rechazo en pacientes de
trasplante renal [222]. Un mayor numero de receptores totales, equivale a la presencia de
mayor nimero de receptores activadores y corresponderia a haplotipos B ya que, mientras
los haplotipos A presentan Unicamente 4 iKIR y uno o ningun aKIR, los haplotipos B
pueden construirse por entre 2 y 6 de ambos tipos de receptores KIR [190]. A igualdad de
receptores inhibidores, los haplotipos KIR B, siempre presentarian mayor nimero de
receptores totales a costa de un mayor nimero de receptores aKIR, que potenciarian la
respuesta citolitica de las células NK sobre el injerto trasplantado desencadenando una
respuesta inmune frente al mismo y con esta, el rechazo del injerto.

Sin embargo, no observamos como cabria esperar, esta misma asociacion en el
analisis por haplotipos KIR, ni en el del nimero medio de receptores aKIR. En el primer

caso, comparamos haplotipos homocigotos AA frente a los homocigotos BB y
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heterocigotos AB (Bx). De esta forma al incluir en el grupo Bx los pacientes AB que
presentan un haplotipo A con 1 o ningun aKIR, se ve reducido el niumero de receptores
activadores en el computo global del grupo Bx, proporcionando una posible explicacion
sobre la ausencia de diferencias. En el segundo caso (ausencia de un efecto del nimero de
receptores aKIR sobre el rechazo del aloinjerto), podria deberse a las diferencias en el
contaje del receptor aKIR2DL4 entre los receptores totales y los receptores aKIR. El
receptor KIR2DL4 constituye una excepcion a los restantes receptores KIR. Puede
desencadenar una funcién tanto activadora como inhibidora, si bien es cierto, que es
predominante la activacion, aunque también de una forma particular, ya que su actividad
citolitica es minoritaria y promueve mayoritariamente la liberacion de citoquinas
proinflamatorias, por lo que se encuentra expresado principalmente en el subtipo de células
NK CD56™'y esta se reduce conforme la célula madura [269]. Cuando se determind el
naimero de receptores KIR2DL4, se incluyé en el contaje total pero no para los receptores
aKIR, ya que no esta claramente establecida su funcionalidad y esta es dependiente de la
expresion de su ligando HLA-G. La inclusion diferencial de este receptor promotor de una
respuesta proinflamatoria, que ha sido asociada recientemente con la modulacion del
rechazo del injerto [270, 271], explicaria por qué se identifico la asociacion significativa
unicamente en el andlisis en el que se incluyd el receptor KIR2DL4 (ndmero total de

receptores) y no en el de los receptores aKIR.

5. En pacientes trasplantados por cirrosis por VHC la presencia de haplotipos Bx

incrementa el desarrollo de recidiva por este virus

La cirrosis por infeccién por VHC es la causa mayoritaria del trasplante hepatico. Del
mismo modo, la recidiva por este virus, descrita practicamente en el 100% de estos
pacientes trasplantados a 5 afios post-trasplante [272], supone una de las principales causas
de la reduccion en la funcionalidad del injerto conduciendo a la pérdida del mismo o

incluso al fallecimiento del paciente [273].
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Los resultados obtenidos mostraron que todos aquellos pacientes trasplantados por
VHC, que durante el afio de seguimiento desarrollaron recidiva por VHC, eran portadores
de genotipos Bx. Estos resultados inicialmente podrian considerarse sorprendentes ya que
los haplotipos Bx se asociarian funcionalmente con células NK con mayor activacion y
deberian en teoria facilitar una respuesta antiviral mas potente y menores tasas de recidiva
por VHC por su capacidad de control mas eficiente en este tipo de infecciones. De hecho,
aungue los datos del efecto del genotipo KIR sobre la infeccion por VHC son todavia muy
escasos, Lopez-Vazquez A y colaboradores reportaron un efecto protector del receptor
activador KIR3DS1 sobre el desarrollo de carcinoma hepatocelular en pacientes con
infeccion por VHC [274], y el grupo de Espadas de Arias describid, en una serie de 151
trasplantes hepaticos, una correlaciéon positiva entre la presencia del receptor inhibidor
KIR2DL3 en los receptores y la progresion hacia fibrosis en los pacientes con recidiva por
VHC [229].

Sin embargo, también existen datos en la literatura en sentido opuesto. Asi, en el
reciente estudio de Umemura y colaboradores se describe que la interaccion inhibidora
KIR3DL1/HLA-Bw4, es un factor independiente que predice los individuos con respuesta
antiviral mantenida en pacientes infectados con VHC de genotipo 1b, que han sido tratados
con combinaciones de telaprevir/interferén pegilado/ribavirina o de éstos dos altimos
componentes [275]. De forma similar, el grupo de Vidal-Castifieira describe que en
pacientes infectados por VHC y tratados con la combinacion interferdn pegilado/ribavirina,
los genotipos centroméricos AA (tedricamente mas inhibitorios) fueron significativamente
mas frecuentes entre los pacientes que hicieron respuestas antivirales sostenidas mientras
que los genotipos centroméricos BB (tedricamente mas activadores) fueron mas frecuentes
entre los pacientes no respondedores [276].

Es importante recordar que en nuestro estudio, en el grupo de pacientes trasplantados
por VHC el genotipo Bx se present0 con una frecuencia muy superior al genotipo AA (41
pacientes Bx frente a 5 pacientes con haplotipos AA), lo que ayuda a comprender la
asociacion que encontramos. El enriquecimiento de genotipos BX, que en teoria

proporcionarian mayor proteccion antiviral, en pacientes que se han sometido a trasplante

182



Discusion

hepéatico por infeccion por VHC, podria reflejar que la infeccion fue mas severa en
pacientes con genotipos AA y por tanto, estos pacientes podrian haber fallecido antes de
poderse someter al trasplante. El disefio de estudios para comprobar esta hipotesis seria
muy oportuno y permitiria, de confirmarse, contar con una herramienta importante de
estratificacion del riesgo, priorizacion en el tratamiento y prediccién de respuesta en

pacientes con infeccion y trasplante por VHC.

6. El desarrollo de eventos infecciosos esta determinado por el repertorio genético del

sistema KIR-HLA

En el andlisis de la correlacion entre haplotipos KIR y de sus ligandos, receptores KIR
e interacciones activadoras e inhibidoras, con la susceptibilidad a infecciones post-
trasplante, no se encontré que ninguna de esas variables genotipicas fuera un factor de
riesgo independiente. Este resultado no es sorprendente y sugiere, por un lado, una posible
falta de potencia estadistica del tamafio muestral y frecuencia de eventos en nuestra
cohorte. Por otro lado, y de mayor importancia, revela que la susceptibilidad para sufrir
infecciones en un paciente trasplantado y sometido a inmunosupresion depende de una
constelacion muy compleja de factores. Considerando Unicamente el estudio del papel
defensivo de las células NK, nuestro estudio queda limitado, por ejemplo, por la falta de
informacién sobre las interacciones entre los KIR del receptor y las moléculas HLA
presentes en los higados trasplantados, o la falta de informacion sobre el impacto de la
expresion de distintos KIR en las células NK en la aparicion de la infeccion. No obstante
se discuten a continuacion las asociaciones y tendencias mas significativas que se han
encontrado.

En primer lugar se observd que en los pacientes cuya primera infeccion fue de
etiologia virica, el haplotipo KIR AA fue mayoritario, en comparacion con los pacientes
que no se infectaron. El haplotipo KIR AA se encontrd en una frecuencia superior al doble
que el haplotipo KIR Bx en los pacientes que sufrieron infecciones por virus, fueran estas

primarias o de repeticion. Ademas, los pacientes KIR AA que sufrieron una infeccion de

183



Discusion

cualquier tipo, una infeccion bacteriana o una infeccion virica, lo hicieron antes que los
pacientes con genotipo KIR Bx. Estas observaciones se explican facilmente si recordamos
que los haplotipos KIR AA tienen una composicion predominantemente inhibitoria. En la
escasa literatura existente al respecto, dos trabajos recientes, que reportan que los
haplotipos B protegen a los pacientes trasplantados de la infeccion por CMV [277, 278],
apoyan en cierto modo nuestros datos.

Cuando se evalué el significado de los ligandos HLA de KIR sobre la infeccion, no se
identificd efecto alguno para Bw4, pero se encontr6 una tasa superior de genotipos HLA-
C1C2 entre los pacientes que sufrieron cualquier tipo de infeccion en comparacion con los
que no se infectaron, y en particular entre los pacientes que sufrieron infecciones de
etiologia bacteriana. Se observé ademas, en los individuos cuya primera infeccion fue
viral, que ésta sucedi6 mucho antes en receptores HLA-C1C1 (0.56 meses de media), y
que el genotipo C2C2 triplicaba el tiempo de aparicion (1.61 meses de media), mientras
que el genotipo “intermedio” C1C2 mostrd una supervivencia libre de infeccion virica
intermedia entre las de ambos genotipos homocigotos (1.19 meses). Este aparente papel
protector de las moléculas C2 contrasta con los datos de un estudio previo que, en un
modelo in vitro de infeccion por virus influenza A, mostréo que las células NK de
individuos HLA-C1C1 respondian mas rapida y robustamente con secrecion de IFN-y y
degranulacion de CD107a que las de individuos HLA-C2C2 [279]. Las diferencias en el
disefio entre el trabajo citado y el que se presenta en esta tesis, pueden explicar los distintos
resultados obtenidos. Entre esas diferencias es importante subrayar, por ejemplo, que el
modelo de esos investigadores utiliza el virus influenza A, mientras que en nuestra cohorte
de pacientes trasplantados hepaticos las infecciones viricas mas frecuentes fueron causadas
por Herpesvirus, en particular VHS, VVZ y CMV. Por otro lado existen dos trabajos muy
recientes que proponen un papel de HLA-C en la defensa frente a infeccién por CMV en
individuos trasplantados. El primero de ellos estudio el significado de HLA-C en la
reactivacion de la infeccion por CMV tras el trasplante hematopoyético en pacientes HLA
idénticos [280]. En el segundo trabajo se demostro, en pacientes trasplantados con érganos

solidos, que los receptores positivos para KIR2DL3 y KIR2DS2 que s6lo expresaban
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antigenos HLA-C1 (tanto en el receptor como en el donante) tuvieron unas viremias por
CMV significativamente reducidas durante el primer afio post-trasplante, y este efecto
desaparecia si el receptor recibia un 6rgano que no fuera HLA-C1C1 [281]. Estos
resultados junto con los del presente trabajo sugieren que las moléculas HLA-C pueden
jugar un papel importante en la defensa principalmente antiviral en los pacientes
trasplantados. Seria necesario realizar mas estudios para profundizar en su comprension.

En el analisis del significado de las interacciones KIR-HLA inhibidoras o activadoras
sobre la aparicion de infecciones en trasplantados, se observd, en primer lugar, que en los
pacientes cuya primera infeccion fue virica, el nimero medio de interacciones aKIR-HLA
fue superior en comparacién con los pacientes que no se infectaron. Ademas, la presencia
de una o més interacciones activadoras en el receptor del trasplante, se asocié con una
frecuencia significativamente aumentada de infecciones de etiologia virica (primeras o de
repeticion) en comparacion con la ausencia de estas interacciones. Los sujetos que
sufrieron una primera infeccién virica lo hicieron mucho mas tarde si tenian 3 0 mas
interacciones iKIR-HLA que los que tenian menos de 3. Para entender la aparente
contradiccion de que individuos con celulas NK teGricamente méas capacitadas de forma
basal, tengan mayor tendencia a sufrir infecciones virales y que las interacciones
inhibitorias retrasen su aparicion, debe recordarse que los virus de la familia Herpes
modulan la expresion de las moléculas HLA de la superficie celular como mecanismo de
escape, lo que deriva en la pérdida de la sefializacion correspondiente en la poblacion
celular de NK. Por tanto las asociaciones descritas, de ser confirmadas en otros estudios,
no pueden explicarse atendiendo a la funcionalidad de las interacciones de forma directa.
La validez de las interacciones aKIR-HLA o iKIR-HLA, como marcadores de riesgo o
proteccion de infeccion viral, deberia confirmarse en estudios epidemioldgicos mas
amplios.

Por ultimo se observd que en los pacientes cuya primera infeccion fue bacteriana,
aquéllos con 3 0 mas interacciones KIR-HLA inhibitorias, se infectaron significativamente
antes que los pacientes con menos de tres. Este resultado resulta llamativo si atendemos a

que la principal capacidad defensiva de las células NK es de caracter antiviral. Sin

185



Discusion

embargo, hace ya algun tiempo se sabe que las células NK expresan en particular TLR3 y
TLR9, que tras reconocer sus ligandos microbianos poli 1:C y CpG ODN respectivamente,
favorecen la sintesis de citoquinas y aumentan de la citotoxicidad de las NK. En este
mecanismo, el receptor inhibidor KIR3DL2 es el responsable de la captacion y traslado de
CpG ODN hacia los compartimentos intracelulares donde se encuentra TLR9. Resulta
[lamativo que la interaccion entre KIR3DL2 y este PAMP deriven en la activacion de la
célula NK 'y no en su inhibicion, a pesar de ser el mencionado KIR un receptor de caracter
inhibidor tras el reconocimiento de su ligando HLA correspondiente. Aungue otros
receptores KIR pueden ligar CpG OND, KIR3DL2 es el Gnico con capacidad para dirigirlo
hacia los reservorios de TLR9 y generar una respuesta de IFN-y de forma eficiente.
Ademas, KIR3DL2 se encuentra en todos los haplotipos y por tener una capacidad
inhibitoria reducida tras el encuentro con sus ligandos HLA-A3 y -All, suele
acompariarse de otros receptores KIR inhibidores [282]. Todas las células NK cuentan por
tanto con un mecanismo para captar la amenaza bacteriana. La capacidad de modular la
respuesta inflamatoria y adaptativa por parte de las células NK podria depender,
posteriormente, de su grado de activacion o inhibicion de base, que permitiria mayor o
menor capacidad de produccion de citoquinas y quimioquinas y de amplificacion de la
respuesta antimicrobiana. Estos recientes conocimientos sobre la biologia de las células
NK resultarian coherentes con nuestra observacion de que los pacientes con mayor nimero
de interacciones KIR-HLA inhibitorias sufren infecciones bacterianas de manera maés
precoz, en un escenario de pacientes trasplantados y sometidos a inmunosupresion dirigida

sobre todo a la inmunidad adaptativa.
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Conclusiones

1. La identificacion de los alelos del factor C3 del sistema del complemento
mediante la metodologia RT-PCR-HRM es una alternativa de mayor sensibilidad y

capacidad resolutiva frente a la técnica tradicional de referencia t-ARMS.

2. Las variantes genéticas del factor C3 del complemento del receptor del injerto,

independientemente del genotipo del higado donado, modifican la evolucion del injerto:

2.a) Los genotipos homocigotos C3FF y la variante alélica C3F se asociaron a una
mayor pérdida del injerto, asi como a un desarrollo més temprano del mismo,

comportandose como variables de riesgo independientes.

2.b). La homocigosis C3FF y la presencia de la variante alélica C3F ejercieron un
efecto protector independiente frente al rechazo del injerto, reduciendo la incidencia del

mismo Yy prolongando el tiempo libre de este evento.

2.c) El genotipo C3FF del sistema del complemento es un factor de riesgo
independiente para la aparicion de infecciones viricas, representadas en la mayoria por

VHS, VVZy CMV.

Por tanto el genotipado de C3 del receptor del trasplante hepéatico podria ser Gtil para

estratificar el riesgo y personalizar las medidas terapéuticas y preventivas.

3. Las variantes genéticas de TLR4-299 y -399 no influyen en la supervivencia del

paciente o del injerto, ni en el rechazo del injerto o la aparicion de infecciones.
4. Los polimorfismos de TLR4 y C3 no influyen en la recidiva de la infeccion por

VHC en el primer afio en la cohorte de pacientes trasplantados por esta causa, ni en la

supervivencia de los pacientes, injertos y tasas de rechazo.
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5. En el estudio de los efectos del sistema KIR y sus ligandos HLA:

5.a) La presencia del alelo Bw4 en los receptores hepéaticos es un factor protector
independiente para la aparicion de rechazo y este efecto es especialmente visible a partir

del 2° mes post-trasplante.

5.b) No se encuentran otros factores en el sistema KIR-HLA de susceptibilidad o
proteccion para supervivencia, rechazo o infecciones que sean independientes. No
obstante las asociaciones estadisticas sugieren que los antigenos HLA-C y el nimero de
interacciones de caracter activador o inhibidor presentes en el genotipo del receptor,
podrian jugar un papel relevante en la aparicion de infecciones viricas y bacterianas

durante el primer afio tras el trasplante.
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Fernandez-Ruiz, JM Aguado, E Paz-Artal. Complement C3F allotype synthesized by
liver recipient modifies transplantation outcome independently from donor hepatic

C3. Liver Transplantation 2014.

Complement component 3 (C3) presents both slow (C3S) and fast (C3F) variants,
which can be locally-produced and activated by immune system cells. We studied C3
recipient variants in 483 liver transplant patients by RT-PCR-HRM to determine their
effect on graft outcome during the first year post-transplantation. Allograft survival was
significantly decreased in C3FF recipients (C3SS 95% vs. C3FS 91% vs. C3FF 83%;
p=0.01) or C3F allele carriers (C3F-absence 95% vs. C3F-presence 90%, p=0.02). C3FF
genotype or presence of C3F allele independently increased risk for allograft loss (OR:
2.38, p=0.005 and OR: 2.66, p=0.02 respectively). C3FF genotype was more frequent
among patients whose first infection was of viral etiology (C3SS 13% vs. C3FS 18% vs.
C3FF 32%; p=0.04) and independently increased risk for post-transplant viral infections
(OR: 3.60, p=0.008). On the other hand, C3FF and C3F protected from rejection events
(OR: 0.54, p=0.03 and OR: 0.63, p=0.047 respectively). Differences were not observed in
hepatitis C virus-recurrence or patient survival.

In conclusion, we show that, independently from C3 variants produced by donor
liver, C3F variant from recipient diminishes allograft survival, increases susceptibility to
viral infections and protects from rejection after transplantation. C3 genotyping of liver

recipients may be useful to stratify risk.
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“Slow” and “Fast” C3 complement variants (C3S and C3F) result from a g.304C>G polymor phism
that changes arginine to glycine at position 102. C3 variants are associated with complement-mediated
diseases and outcome in transplantation. In thiswork C3 genotyping is achieved by a Real Time PCR
— High Resolution Meting (RT-PCR-HRM) optimized method. In an analysis of 49 subjects, 10.2%
were C3FF, 36.7% were C3SF and 53.1% were C3SS. Alldlic frequencies (70% for C3S and 30% for
C3F) werein Hardy-Weinberg equilibrium and similar to those published previously. When comparing
RT-PCR-HRM with the currently used Tetraprimer-Amplification Refractory Mutation System PCR
(T-ARM S-PCR), coincidence was 93.8%. The procedure shown here includes a single primer pair and
low DNA amount per reaction. Detection of C3 variants by RT-PCR-HRM is accur ate, easy, fast and low

cost, and it may bethe method of choicefor C3 genotyping.

C3 is the centrd and most abundant component
in the complement system. All three activation
pathways of the complement cascade converge in
C3, and fragments of C3 generated after its cleavage
display critical biologic activities. These include
opsonization of microorganisms, chemoattraction,
activation of leukocytes and clearance of
immunocomplexes and apoptotic cells. In addition,
C3 activation products link innate and adaptive
immunity by enhancing antibody responses and B
cell memory (1, 2).

Human C3 adlotypes were first described at
the protein level by identifying two codominantly

inherited variants, C3 fast (C3F) and C3 dow
(C3S) in prolonged agarose gel electrophoresis
of fresh serum (3). The molecular basis of the F/S
polymorphism was assigned to a C to G nucleotide
change at genomic position 304 that results in the
subgtitution of arginine (positively charged) in C3S
for glycine (neutral) in C3F (4).

The association of C3 variants with immune-
mediated diseases has been demonstrated in a
considerable number of studies. Finn et al. showed
that C3F was associated with predisposition to
systemic vasculitis (5) and with the development
of nephritic factor in patients with type Il
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mesangiocapillary  glomerulonephritis  (6). In
rheumatoid arthritis patients, Bronnestam et al.
observed an increased frequency of C3F allele,
significantly higher in the seropositive group (7). C3F
frequency was found augmented also in patients on
hemodialysis (8), while in patients with membranous
nephritis, C3S allee was significantly increased (9).
More recently, a study on 439 age-related macular
degeneration patients confirmed the association
between the disease and the C3F alde (10), and this
variant was also shown to increase the probability
of neurocognitive dysfunction development after
carotid endarterectomy (11). In the transplant setting
the role of C3 variants remains controversial, as the
initial result of increased patient and graft survival
in SS homozygous kidney recipients who received
an FS or FF donor graft (12) could not be replicated
in larger rena transplant cohorts (13) or in liver
recipients (14).

The meaning of the C3 polymorphism and disease
association found in epidemiology studies has been
recently clarified by the demonstration that C3S and
C3F variants exhibit different functiona properties.
It has been reported that C3F binds the complement
regulator factor H with lessaffinity resultingin amore
potent amplification of the alternative pathway (15).
This observation provides an explanation about the
role of C3F in the etiology of complement-dependent
diseases, and reinforces the idea that C3 genotyping
could be of help in defining susceptibility or severity
in diseases involving complement dysregulation.

C3 genotyping for Sand F variantsis currently
performed by T-ARMS-PCR (16). In the present
work we aimed at achieving the definition of C3
variants by RT-PCR-HRM, a newer method with
improved capacity of polymorphism identification.

MATERIALSAND METHODS

Population

This study was carried out under informed consent
and approval of the institutional review board of Hospital
12 de Octubre. C3S and C3F variants were analyzed in a
cohort of 49 healthy subjects.

Analysis of genetic polymor phisms

DNA was obtained from whole blood by DNAzol
method and stored at -30°C until later use for T-ARMS-
PCR, C3 sequencing and RT-PCR-HRM.

Genotyping by T-ARMS-PCR was performed

as described in the literature (16). Briefly, two pairs
of primers were used to adlow the simultaneous
amplification of a C3 control and the specific F and/or
S alleles fragments. After amplification, the product was
electrophoretically separated on 2% agarose gel and
observed with an UV light source. PCR amplification for
C3 fragment sequencing was carried out with primers
C3 sense 5-AAGAATAATGGGCAGGCAAG-3’ and
C3 antisense 5’-CCAGGGGTGTAGATGCTCTT-3".
Cycling conditionsincluded an initial denaturalization of
5 minutes at 95°C, 40 cycles of 95°C 15 seconds, 60°C
15 seconds and 72°C 30 seconds and a final extension
at 72°C during 10 minutes. Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit was used for sequencing reaction
and the final product was analyzed on an AbiPrism-3100
Avant Genetic Analyzer capillary instrument (Applied
Biosystems, Foster City, California).

RT-PCR-HRM was carried out by amplifying
a 93 bp C3 fragment that contains the SF
polymorphism. Primers used were C3 Forward (C3-F)
5-TGGAACAGACCCCTGACAAT-3" and C3 Reverse
(C3-R) 5’- CACCACCTTCTCCACCACTT-3. PCR was
conducted using the LightCycler®480 High Resolution
Melting Master protocol. For each 20 pl reaction, MgCl ,
concentration was optimized at 2.5 mM, and 10 ng of
each DNA was added. The cycling protocol included
steps described in Table I. After amplification, HRM
analysis was performed by the Gene Scanning application
of LightCycler®480 Instrument (Roche, Mannheim,
Germany).

Satistics

Margina homogeneity of frequencies obtained
by T-ARMS-PCR and RT-PCR-HRM techniques was
compared by the non-parametric McNemar’s test for
symmetry.

RESULTS

C3S and C3F variants were first analyzed in the
whole cohort (n=49) by T-ARMS-PCR. Twenty-
seven subjects were C3SS (55.1%), four subjects
were C3FF (8.2 %) and- eighteen subjects were
C3SF (36.7%) (Fig. 1). We next aimed at analyzing
C3S and C3F variants in the same individuas by
RT-PCR-HRM. In order to obtain unambiguous,
control DNA samples to guide the assignation of
C3 genotypes by this method, C3 polymorphic
fragment was sequenced in six subjects (two C3S
homozygous, two C3F homozygous and two C3SF
heterozygous), included in the 49 individuads
previoudy analyzed by T-ARMS-PCR. Sequencing
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Fig. 1. Representative T"ARMS-PCR for C3F and S polymorphisms. C3 control amplification band appears at 429 bp,
C3F allele band at 278 bp and C3S at 185 bp. Molecular weight marker (mw) employed was 100 bp ladder (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Lane 1 represents an FF homozygous sample, lanes 2-4 correspond to SS homozygous samples and
lanes 5-7 to FSheterozygousindividuals. Negative control ran in channel 8.
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Fig. 2. Forward and reverse sequences for C3SS (a), C3FS (b) and C3FF (c). Black arrow indicates the shift position
with Cytosinein C3Sallele (a) while Guanine in C3F allele (c). Heterozygote allele (b) appears as a double peak and an
undetermined nucleotide in the shift position.

MNormalized and Temp-Shitted Difference Plot

C3S Homozygote

C3F Homozygote
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855 & 865 & #75 ] 885 E] &5 0
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Fig. 3. Normalized RT-PCR-HRM curves and temperature-shifted difference plot for C3 polymor phism. Samples (n = 49)
are automatically grouped depending on their melting temperature and the fluorescence signal. The asterisk indicates the
curve corresponding to the incorrectly genotyped individual.
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Tablel. Real Time PCR-HRM cycling conditions.

Program

Ramp Rate (° C/s)

Acquisition Mode Analysis Mode

Preincubation: 1 cycle.

NONE

- 95°C 10 minutes 4.40 NONE
Amplification: 45 cycles. QUANTIFICATION
- 95°C 10 seconds 4.40 NONE
- 62°C 10 seconds 2.20 NONE
- 72°C 10 seconds 4.40 SINGLE
Amplification: 45 cycles. MELTING CURVE
- 95°C 1 minute 4.40 NONE
- 50°C 1 minute 2.20 NONE
- 68°C 1 second 4.40 NONE
- 95°C 0.02 CONTINOUS *
Cooling: 1cycle NONE
- 40°C 30 seconds 2.20 NONE

125 acquisitions per °C

results confirmed the genotypes aobtained by
T-ARMS-PCR. Representative electropherograms
are depicted in Fig. 2.

Next, the 6 control together with theremaining 43
DNA samples were subjected to RT-PCR-HRM for
analysis of C3 polymorphism. The Gene Scanning
software analyzed the melting curves fluorescence
and generated a normalized plot grouping samples
by genotypes (Fig. 3). C3 genotyping by HRM

resulted into 5 (10.2%) C3FF homozygotes, 18
(36.7%) C3SF heterozygotes and 26 (53.1%) C3SS
homozygotes.

C3 typing by T-ARMS-PCR and RT-PCR-HRM
was discordant in 3 samples. To elucidate the rea
genotype these samples were sequenced following
the procedure previoudy described. Sequences
confirmed C3 HRM typing in 2 samples (C3FF and
C3FS, which had been assigned C3SS by ARMS)



Tablell. C3 genotypes and alleles frequencies.

T-ARMS-PCR RT-PCR-HRM  p*
C3ss (27/49)55.1%  (26/49) 53.1%
C3FS (18/49) 36.7%  (18/49) 36.7%  0.89
C3FF (4/49)82%  (5/49) 10.2%
C3Salde  (72/98)73%  (69/98) 70%
051
C3Falde (26/98) 27%  (29/98) 30%

*The p value was obtained comparing by 2 test genotypes
and alleles frequencies obtained from both T-ARMS-PCR
and RT-PCR-HRM techniques. No differences between
ARMS and HRM were observed.

and T-ARMS-PCR typing in the third sample
(C3FS, assigned C3SS by HRM). Resolution of C3
genotyping was 98% for RT-PCR-HRM and 96%
for T-ARMS-PCR. When comparing T-ARMS-PCR
and RT-PCR-HRM by McNemar test (symmetry
analysis), results coincidence was 93.8% and there
were no significant statistical differences between
either techniques (p = 0.41). Alldic frequencies
obtained by RT-PCR-HRM, 70% for Sallele and 30%
for F allele, were distributed according to Hardy-
Weinberg equilibrium (p=0.006) and were consi stent
with data published in the literature for the Spanish
population (p = 0.83) (8). Table Il shows genotype
and alele frequencies abtained by the two methods,
the differences are not statistically significant.

DISCUSSION

In the present work, we have used a saturating
double-stranded DNA binding dye for the red time
amplification of the C3 fragment containing the SNP
of interest. In this method, PCR design and set up
is smple as only one pair of primersis needed. The
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technique has been optimized to give unique melting
profiles and precise resolution of homo- (C3SS and
C3FF) and heterozygous (C3SF) samples by the
LightCycler® 480 instrument and Gene Scanning®
software, and accurate C3 genotyping is achieved
by the incluson of control DNA samples with
known genotypes in the experiment. RT-PCR-HRM
C3 genotyping uses only 10 ng of DNA per test
and results are obtained in 100 minutes. In contrast
T-ARMS-PCR include a more complex PCR mixture
as two pairs of primers are needed and a bigger
amount of DNA (30 ng per reaction) is used. After
amplification, T-ARMS-PCR C3 typing interpretation
requires 2% agarose electrophoresis during time
enough to adequatdly separate fragments with smilar
sizes. Preparation of gel, eectrophoresis run and
find interpretation take approximately an extra hour,
whereas obtaining C3 genotypes after RT-PCT-HRM
is straightforward. Detection of C3 S/F polymorphism
by RT-PCR-HRM is an easy, fast and low cost
procedure with good sengtivity and specificity. These
features make it an excelent aternative to T-ARMS-
PCR for complement C3 genotyping.
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