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Organ transplantation is an approach for various end-stage heart, kidney and lung diseases.
However, a mayor pitfall of transplantation is the requirement of immunosuppressive
therapy necessary for organ rejection prevention, whereas it can also pose a risk for
infection and tumor development. Specifically, infectious complications are the main cause

of death during the first-year post-transplant.

Until now, CD3+ cells were the focus of transplantation studies with scarce research of the
role of B cells, mostly limited to their role in antibody production. However, B cells also
poses regulatory functions that they exert through production of different cytokines, such
as interleukin 10 (IL-10), IL-35 or TGF- B. Depletion of B cells and their mediators may alter
cellular homeostasis and cause a deleterious shift in the delicate inflammatory/regulatory

balance.

Post-transplant monitoring of immune response is of crucial importance, given the fact that
early detection and treatment of infection or transplant rejection leads to significant
decrease in morbidity and mortality. However, reliable markers to detect patients at risk
for development of these complications are lacking. One molecule with this capacity could
be B-cell activating factor (BAFF). BAFF is a cytokine belonging to the tumor necrosis factor
family and it has an important role in survival, proliferation and differentiation of B-cells.
The absence of BAFF or its receptor causes profound lymphopenia, whereas increased
levels of BAFF are associated with generation of autoreactive B lymphocytes. Several studies
have already demonstrated a correlation between elevated BAFF levels and chronic graft
versus host disease, as well as BAFF and autoimmune disease. Due to the complexity of

immune response, different markers should be evaluated in conjunction.

Hypothesis: Patients undergoing solid organ transplantation present with both pre- and
post-transplant immunological alterations. Monitoring of subsets of B cells and cytokines
associated with B cell activation and survival could be an important strategy to identify

patients at risk of infection or rejection and predict allograft outcome.
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Objectives: Assessment of B cell immunophenotypic profile pre- and post-transplant,
dynamics of alteration in B cells and associated soluble factors and relationship between

these parameters and transplant-related complications.

Materials and Methods: We studied the kinetics of B lymphocyte subsets in whole blood
of 217 heart transplant (HT) recipients pre- and post-transplantation, with 7 days, 30 days,
90 days, 180 days and one-year follow-up. Pre- and post-transplantation BAFF serum levels
were also evaluated at various time points up to one year in HT (N= 131) patients and up to
six months in lung and kidney transplant (KT, N=56) patients and lung transplant (LT, N=82),
establishing a dynamic and comparison with the healthy control group (HC, N =51). In
addition, Interleukin 10 (IL-10) serum levels were measured before transplantation in all
three types of transplanted patients studied. Regulatory B cell phenotype was determined
in whole blood of HC (N =23), HT (N =41) and KT recipients (N =17) within the established
follow-up period, as well as in patients diagnosed with cardiac allograft vasculopathy (CAV,
N =10). For CAV patient’s intracellular adenosine triphosphate (ATP) levels in CD4+ cells
were also quantified using commercial kit (N = 35). Fixation of complement factors C3d and
C4d was determined in 78 cardiac biopsies in a group of transplant patients with rejection

(N =59) by immunohistochemical analysis.

Results: During the pre-transplantation period, patients demonstrated to be
immunocompromised, either by the ethology of the underlying disease requiring
transplantation or by use of mechanical devices. HT recipients with mechanical circulatory
assistance had lower levels of all humoral and hematologic markers compared to non-
carriers, including BAFF, but demonstrated higher percentages of B lymphocytes compared
to non-carriers. Higher numbers of IgG (1123.62 + 386.92 mg/dl), 1gG2 (4.21 + 1.94 g/L) and
lgG3 (0.69 +0.43 g/L) were found in patients with dilated cardiomyopathy (DCM) compared
to the ischemic cardiomyopathy group (IC), (1gG: 992.53 + 332.55 mg/dl; p = 0.03; 1gG2:3.25
+1.63 g/L; p=0.01; 1gG3:0.48 £ 0.24 g/L; P = 0.00). The IC group presented higher values of
complement C3 factors (123.00 + 39.59 mg/dl; 113.76 + 28.06 mg/dl; p =0.03) and C4 (26.17
+ 11.08 mg/dl; 22.99 + 14.25 mg/dl; p = 0.01), as well as platelet values (232.28 *
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96.04*103/ul; 218.40 + 90.63*103/ul; p = 0.03) compared to DCM group. LT recipients with
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) had lower levels of IgG (908,52 + 309,23
mg/dl) compared to idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) (1480.34 + 707.02 mg/dl; p = 0.00)
and cystic fibrosis (CF), (1562.50 + 378.06 mg/dl; p = 0.00). Furthermore, IL-10 was
significantly decreased in patients with COPD (26.38 * 27.64 pg/ml) compared with CF
patients (64.65 + 56.62 pg/ml; p = 0.00).

All B cell subsets in HT recipients were at lower percentages compared to HC during pre-
transplantation period, reaching highest numbers at day 7 post-transplant, with a further
progressive decline during one year of follow-up, ultimately remaining below pre-
transplantation values than HC. The only subset demonstrating different dynamics were the
B exhausted (CD19 + CD27-1gD-1gM-) cells, that measured higher numbers and percentages
compared to HC, with further increment during post-transplant period. Regarding
regulatory B cells, their values in HT and KT were also lower than the values obtained from

healthy population.

BAFF levels have been found elevated during pre-transplantation period in HT, LH and KT,
proving to be a risk factor for the development of infections and rejection post-transplant.
Patients with CAV also had higher BAFF serum levels compared to baseline levels. Another
cytokine being found associated to infection is IL-10. KT patients with pre-transplant IL-10
levels higher than 29 pg/ml were found to have an increased risk of infection during post-

transplant period.

HT recipients who had pre-transplant class- switched memory B cell (SW) percentages
below 39%, and CD19+CD27- higher than >75% and memory B cells lower than 25% at six

months, had a greater risk of developing infectious events in the post- transplant period.

Patients with cardiac transplant rejection had significantly lower levels of naive CD19+
CD27- lymphocytes (R: 61.58 + 16.46% vs. NR: 74.03 + 12.80%; p = 0.02) and higher memory
B cell levels (R: 36.49+ 16.16 % vs. NR: 24.73 + 12.28%,; p = 0.02) at six months in comparison

to non-rejectors. Regulatory B cells were found diminished in patients with rejection
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compared to non-rejectors. On the other hand, patients with CAV had higher percentages
of regulatory B cells compared to patients without rejection, but lower than HC. In addition,
CAV patients had significantly higher basal ATP levels compared to surgical controls (CAV:
8.59 + 6.72 ng/ml vs. Control: 4.02 + 3.99 ng/ml; p = 0.02). Infection induced ATP levels in
HT recipients measured significantly lower values compared to those without infectious
complications (I: 180.89 + 109.86 ng/ml vs. NI: 272.96 + 111.52 ng/ml; p =0.02), while in HT
recipients with rejection basal ATP levels were higher than in those without rejection (R:
9.22 + 6.80 ng/ml vs. NR: 4.40 + 4.44 ng/ml; p = 0.03). Patients with rejection and positive
C4d biopsies had higher SW percentages (53.69 + 24.20% vs. 35.22 + 18.47%; p = 0.04) and
lower non-class- switched memory B cell (NSW) percentages (NSW: 22.09 + 15.28% vs.
39.41 + 27.66%; p = 0.03) and higher levels of BAFF.

Conclusions: This study analysed pre- and post-transplantation immunological profiles of
heart, kidney and lung transplant recipients through measurement of B cell subsets and
their associated soluble factors. Immunophenotypic alterations were found both in the pre-
and post-transplantation period, therefore proposing certain immunophenotypic profiles
as novel biomarker candidates for infection and rejection, highlighting decreased memory
B cell (SW) levels during pre-HT period as a risk factor for infection. Furthermore, alterations
regarding different soluble factors, mainly BAFF were demonstrated. Additional multicentre
studies are needed to confirm these findings, to position them as useful biomarkers in

clinical practice.
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El trasplante de 6rganos es la opcion terapéutica de eleccidn cuando se han agotado el resto
de alternativas. Tras la intervencidn, el sistema inmunitario del receptor puede reaccionar
frente a antigenos del donante causando rechazo. Para evitarlo, se recurre al uso de
inmunosupresores que acaban provocando un mayor riesgo de desarrollo de infecciones y
neoplasias de novo. En concreto, las complicaciones infecciosas son la principal causa de

muerte durante el primer afio post trasplante.

Hasta ahora el principal foco de estudio en medicina del trasplante se ha centrado en la
rama efectora CD3+, hay pocos estudios sobre linfocitos B y se centran en su papel como
célula productora de anticuerpos. La célula B, en trasplante de 6rganos, no se limita a célula
plasmdtica sino que posee funciones reguladoras mediante produccion de diversas
citoquinas, como IL-10, IL-35 o TGF-B. La deplecién de estas poblaciones podria tener un
efecto negativo en los pacientes, ya que se producen alteraciones en la homeostasis celular.
El restablecimiento del compartimento B podria favorecer un perfil inmunorregulador que

facilitaria el control del eje regulador/ inflamatorio en trasplante de érganos.

La monitorizacién inmunoldgica postrasplante es de vital importancia para reducir la
morbimortalidad, evaluando el estado del paciente durante el periodo de seguimiento para
la deteccidon temprana de eventos de rechazo o infeccidn. El objetivo es conseguir una
terapia individualizada, pero la falta de biomarcadores predictivos nos hace seguir
investigando para su identificacién y validacion. Una de las moléculas que ha emergido con
fuerza es el factor activador de linfocito B, BAFF, encargado de mantener la homeostasis de
los linfocitos B. BAFF es requerido para la proliferacién y supervivencia de los linfocitos By
su ausencia, o la de su receptor, se traduce en una profunda linfopenia. Por el contrario,
niveles excesivos de BAFF se han asociado a la generacion de linfocitos B autorreactivos,
autoanticuerpos y apariciéon de desérdenes autoinmunes. Dada la complejidad de la

respuesta del sistema inmunitario, varios marcadores deben evaluarse en conjunto.

21



Hipétesis: Los pacientes sometidos a trasplante de érgano solido muestran alteraciones
inmunoldgicas tanto pre como postrasplante. Las anormalidades en la distribucién de
subpoblaciones B y de factores solubles asociados pueden ser Utiles para identificar a

pacientes en riesgo de desarrollo de episodios de rechazo e infeccidn.

Objetivos: Evaluar el estado de inmunocompetencia del paciente pre y postrasplante
cardiaco (TC), pulmonar (TP) y renal (TR) mediante la cinética de células B y factores solubles

asociados y relacionarlos con las posibles complicaciones postrasplante.

Materiales y Métodos: Se llevaron a cabo varios estudios prospectivos. En el primero
evaluamos la cinética de subpoblaciones de linfocitos B en sangre periférica en 217 TC pre
y postrasplante con seguimiento a los 7 dias, 30 dias, 90 dias, 180 dias y un afio. También
se evalud BAFF en suero pre y post-TC hasta el afio, en TP y TR hasta los seis meses,
estableciéndose una cinética y comparativa con el grupo control sano (CS, N=51). Ademas,
se cuantificaron los niveles de interleucina 10 (IL-10) pretrasplante en suero en los tres tipos
de trasplante estudiados. El fenotipo B regulador se determiné en un estudio trasversal para
CS (N=23), TC (N=41) y TC (N=17) dentro del periodo de seguimiento establecido y en
pacientes con diagndstico de enfermedad vascular del injerto (EVI, N=10). Para este ultimo
grupo también se cuantificaron los niveles de ATP intracelular de linfocitos CD4+ mediante
kit Immuknow (N=35). Detectamos la fijacion de factores de complemento C3d y C4d en un

grupo de pacientes TC con rechazo (N=59) mediante inmunohistoquimica.

Resultados: El estado del paciente durante el pretrasplante se encuentra
inmunocomprometido, ya sea por la etiologia del trasplante o el uso de dispositivos
mecdnicos. Los pacientes de TC con asistencia circulatoria mecanica (ACM) tuvieron niveles
inferiores de todos los marcadores humorales y hematoldgicos respecto a los no
portadores, incluido BAFF. Por el contrario mostraron mayores porcentajes de linfocitos B
respecto a los no portadores (ACM: 15,97 + 2,02 vs No: 8,95 + 0,55%; p<0.05). Los pacientes
con miocardiopatia dilatada (MIDI) mostraron cifras superiores de 1gG (1123,62 + 386,92
mg/dl), 1gG2 (4,21 + 1,94 g/L) e 1gG3 (0,69 + 0,43 g/L) respecto al grupo miocardiopatia
isquémica (MIIS), (1gG: 992,53 + 332,55 mg/dl; p= 0,03; IgG2: 3,25 + 1,63 g/L; p= 0,01; IgG3:
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0,48 + 0,24 g/L; p=0,00). El grupo MIIS presentd valores significativamente elevados de los
factores de complemento C3 (123,00 + 39,59 mg/dl; 113,76 + 28,06 mg/dl; p= 0,03) y C4
(26,17 + 11,08 mg/dl; 22,99 + 14,25 mg/dl; p= 0,01) y plaquetas (232,28 + 96,04*103/ul;
218,40 + 90,63*103/ul; p= 0,03) comparados con el grupo MIDI. En cuanto al TP, los
pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) tuvieron niveles inferiores
de I1gG (908,52+309,23 mg/dl) comparados con los pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI) (1480,34 + 707,02 mg/dl; p= 0,00) y fibrosis quistica (FQ), (1562,50 + 378,06
mg/dl; p=0,00). Asi mismo, la IL-10 se encontro significativamente disminuida en pacientes

con EPOC (26,38 * 27,64 ng/ml) comparados con FQ (64,65 + 56,62 ng/ml; p= 0,00).

Todas las poblaciones B en TC poseen cifras inferiores respecto a los CS en el punto pre-TC,
que pasan por un maximo a los 7 dias para disminuir progresivamente al afio, quedando
por debajo de los valores pre-TC y de CS. La Unica poblacidén con cinética contraria es la B
exhausted (CD19+CD27-1gD-IgM-), con valores elevados respecto a los CS y aumentando
con el tiempo postrasplante. Respecto a las poblaciones B reguladoras sus valores en TC y
TR también se encuentran por debajo de los valores de la poblacién sana sin observarse

diferencias entre trasplante.

BAFF se ha encontrado elevado en el periodo pretrasplante en TC, TP y TR, resultando ser
factor de riesgo para el desarrollo tanto de infecciones como de rechazo postrasplante. Los
pacientes estudiados con diagndstico de EVI también tuvieron niveles superiores de BAFF
comparados con los niveles basales. Otra citocina que ha resultado tener asociacion con
infeccion es IL-10. Los pacientes de TP con niveles de IL-10 pretrasplante superiores a

29pg/ml poseen mayor riesgo de desarrollo de infecciones postrasplante.

Los pacientes de TC que muestran porcentajes de células B de memoria con cambio de
isotipo (CCl) pre-TC por debajo de 39% y porcentajes de CD19+ CD27- superiores al 75% e
inferiores al 25% en células B de memoria a los 6 meses, tienen un mayor riesgo de

desarrollo de eventos infecciosos postrasplante.
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Los pacientes de TC con rechazo tuvieron niveles significativamente inferiores de linfocitos
naive CD19+CD27- (R: 61,58 + 16,46 % vs. NR: 74,03 + 12,80%; p= 0,02) y superiores de
célula B de memoria (R: 36,49 + 16,16% vs. NR: 24,73 + 12,28%; p= 0,02) a los seis meses
comparados con los no rechazadores. La poblacién B reguladora se encontré disminuida en
pacientes con rechazo respecto a no rechazadores. Por el contrario, en pacientes con EVI
los niveles de células B reguladoras fueron superiores a los pacientes con TC sin rechazo,
pero inferiores respecto a los CS. Ademas, los pacientes con EVI tuvieron niveles
significativamente superiores de ATP basal respecto a los controles quirurgicos (EVI: 8,59 +
6,72 ng/ml vs. CQ: 4,02 + 3,99 ng/ml; p=0,02). Los niveles de ATP estimulado en el grupo TC
con infecciones mostré valores significativamente inferiores respecto a los que no tuvieron
complicacién infecciosa (I: 180,89 + 109,86 ng/ml vs. NI: 272,96 + 111,52 ng/ml; p=0,02),
mientras que en aquellos TC con rechazo los niveles de ATP basal fueron superiores
respecto a los que no tuvieron episodios de rechazo (R: 9,22 + 6,80 ng/ml vs. NR: 4,40 + 4,44
ng/ml; p=0,03). Los pacientes TC con rechazo y biopsias C4d positivas tuvieron mayores
porcentajes de célula B de memoria CCl (53,69 + 24,20% vs. 35,22 + 18,47%; p=0,04) y
menores de B memoria sin cambio de isotipo (SCl: 22,09 + 15,28% vs. 39,41 + 27,66%;

p=0,03) y mayores niveles de BAFF.

Conclusiones: En este trabajo se ha evaluado el estado inmunolégico del paciente pre y
postrasplante mediante la caracterizacion de linfocitos B y factores solubles asociados. Se
han encontrado alteraciones inmunofenotipicas tanto en el periodo pretrasplante como en
el postrasplante y se proponen varios inmunofenotipos como candidatos a biomarcador de
infeccion y rechazo destacando un menor nivel de células B de memoria CCl en el
pretrasplante como factor de riesgo de infeccién. Ademas, se han encontrado alteraciones
asociadas a factores solubles destacando el rol de BAFF. Si estas alteraciones se validan en

un estudio multicéntrico tienen posibilidades de ser utilizadas en la practica clinica.
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AC: Adenilato ciclasa

ACM: Asistencia circulatoria mecanica
AcMo: Anticuerpo monoclonal

ACV: Accidente cerebro vascular
ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosin difosfato

AMF: Acido micofendlico

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico
ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato

BAFF: “B cell activating factor”. Factor activador de célula B

BAFFR: Receptor de BAFF

Bcl-2: “B cell ymphoma 2”. Linfoma de células B2

BCMA: “B cell maturation antigen”. Antigeno de maduracion de célula B
BCR: “B cell receptor”. Receptor de célula B.

BEM: Biopsia endomiocardica

BHE: Barrera hematoencefdlica

BLyS: “B Lymphocyte Stimulator”. Estimulador de linfocito B

BO: Bronquiolitis obliterante

Breg: Célula B con fenotipo regulador

BSA: Suero de albUmina bovina

CaN: Calcineurina

CC. AA: Comunidades auténomas

CCl: Con cambio de isotipo

CEIC: Comité ético de investigaciones cientificas
CMF: Citometria de flujo

CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad
CMV: Citomegalovirus

CPA: Célula presentadora de antigeno

CPH: Complejo principal de histocompatibilidad
CsA: Ciclosporina

c¢.s.p: Cantidad suficiente para (completar volumen)
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CTL: Linfocito T citotoxico

DA: Donacidn en asistolia

DAAT: Déficit de alfa-1 anti-tripsina
DC: Célula dendritica

DM: Diabetes mellitus

DMSO: Dimetil sulféxido

DNI: Documento nacional de identidad
DP: Didlisis peritoneal

DSA: Anticuerpos especificos de donante

EAE: Encefalomielitis autoinmune experimental
ECG: Ecocardiograma

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ENAC: Entidad nacional de acreditacion

EPID: Enfermedad pulmonar intersticial difusa
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
EE. UU: Estados Unidos

EVI: Enfermedad vascular del injerto

FPI: Fibrosis pulmonar idiopatica
FQ: Fibrosis quistica

FSC: “Forward Scatter”. Detector de dispersion frontal

GAL: Globulina anti linfocitaria

GC: Glucocorticoides

GCR: Receptor de glucocorticoides

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos- macréfagos

GMP: Guanina monofosfato

HBV: Virus de la hepatitis B

HC: Hipocomplementemia

28



HCV: Virus de la hepatitis C

HD: Hemodialisis

HGUGM: Hospital general universitario Gregorio Marafién
HGG: Hipogammaglobulinemia

HLA: Antigeno leucocitario humano

HSV: Virus Herpes Simplex

HTA: Hipertension arterial

HTP: Hipertension arterial pulmonar o idiopatica

IC: Insuficiencia cardiaca

IDVC: Inmunodeficiencia variable comun
IFN-y: interferéon gamma

IGIV: Inmunoglobulina intravenosa

Igs: Inmunoglobulinas

IL: Interleucina

IMP: Inosina monofosfato

IMPDH: Inosina monofosfato deshidrogenasa
IR: Insuficiencia renal

IRC: Insuficiencia renal crénica

ISHLT: “International Society of Heart and Lung Transplantation”. Sociedad internacional de trasplante de

pulmon y corazén

ITU: Infeccion del tracto urinario

KIR: “Killer Inhibitory Receptor”. Receptor inhibidor de NK

LES: Lupus Eritematoso sistémico

MAP: Mitogen-activated protein

MFI: Intensidad media de fluorescencia
MIDI: Miocardiopatia Dilatada

MIHT: Miocardiopatia Hipertrofica
MIIS: Miocardiopatia Isquémica

MIRE: Miocardiopatia Restrictiva

MMEF: Micofenolato mofetilo

MO: Médula dsea
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MPS: Micofenolato sddico

NCI: Nefropatia crénica del injerto
NTA: Necrosis tubular aguda

NK: “Natural Killer” o célula asesina natural

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

ONT: Organizacién Nacional de Trasplantes

PBS: Buffer o tampdn fosfato salino
PCP: Pneumococo

Pmp: Por millén de poblacién

RA: Rechazo agudo

RC: Rechazo crénico

RETP: Registro espafiol de trasplante pulmonar
RH: Rechazo humoral o mediado por anticuerpos

RHA: Rechazo hiperagudo

SCI: Sin cambio de isotipo

SEC: Sociedad Espafiola de Cardiologia

SET: Sociedad Espafiola de Trasplantes

SI: Sistema Inmunitario

SLP- EB: Sindrome linfoproliferativos asociado a Epstein Barr
SPSS: “Statistical Package for Social Sciences”

SSC: “Side Scatter”. Detector de dispersion lateral

Tac: Tacrolimus

TACI: “Transmembrane activator and CAML interactor”. Activador transmembrana y conector del ligando
CAM

TALL-1: “TNF- and APOL-related leukocyte expressed ligand”. Factor activador de célula B
TC: Trasplante cardiaco

Tc: Linfocito T citotdxico
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TCP: Trasplante cardiopulmonar

TCR: Receptor de célula T

TGF-B: Transforming growth factor beta
TH: Trasplante hepatico

Th: Linfocito T colaborador o helper
TLR: Receptor tipo Toll o Toll- like receptor
TNF: Factor de necrosis tumoral

TNFR: Receptor de TNF

TNFRSF: Superfamilia de receptores TNF
TO: Tolerancia operacional

TOS: Trasplante de 6rgano sélido

TP: Trasplante pulmonar

Treg: Linfocito T regulador

TR: Trasplante renal

VEB: Virus Epstein Barr

VHS: Virus herpes simplex

VIH: Virus inmunodeficiencia Humana
VRS: Virus respiratorio sincitial

VVZ: Virus Varicela- Zoster

XMP: Xantosina monofosfato
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I. Introduccion

Actualmente el trasplante de érganos sélidos (TOS) constituye una técnica médica muy
desarrollada que consigue resultados magnificos en sus receptores, pero no siempre fue
asi. Han hecho falta afios de investigacidn y desarrollo en nuevas terapias, técnicas de
laboratorio y tecnologia para conseguir estos resultados. El primer trasplante pulmonar
(TP) data de junio de 1963 y fue realizado por el Dr. Hardy y su equipo en Mississippi. El
receptor fallecia 16 dias después debido a una insuficiencia renal®. Hubo que esperar 4
afios para que se efectuase el primer trasplante cardiaco (TC) realizado de humano a
humano. Fue en Ciudad del Cabo un 3 de diciembre de 1967 y ejecutado por el equipo
del Dr. Barnard. Lograron mantenerlo con latido 18 dias, pero el paciente fallecié por
neumonia. Respecto al trasplante renal (TR), no hay datos fiables sobre su realizacién,
ni lugar, ni técnica utilizada, pero una de las primeras fechas histéricas es 1954, cuando
el Dr. Murray, quien recibiria el premio Nobel de Medicina en 1990, trasplanté a unos
gemelos idénticos para evitar la incompatibilidad del sistema inmunitario (SI). El

receptor falleceria 8 afios después.

El TOS es la opcidn terapéutica de eleccién cuando se han agotado las alternativas
restantes y no se presentan contraindicaciones. El avance en los métodos de
inmunosupresién, el adecuado control de las infecciones y la minuciosa eleccion de
donantes y receptores, han hecho que esta practica sea un éxito. Una vez elegida esta
opciodn, el mayor reto es prevenir el rechazo del injerto por parte del Sl del receptor. No
obstante, los pacientes sometidos a TOS siguen sufriendo un exceso de morbimortalidad
a largo plazo respecto al resto de poblacién derivado de los efectos deletéreos del
tratamiento, que provoca un mayor riesgo de infecciones y neoplasias de novo?. En
concreto, las complicaciones infecciosas son la principal causa de muerte durante el

primer afio postrasplante.

Segun datos del registro mundial de trasplantes que gestiona la organizacidon nacional
de trasplantes (ONT) junto con la organizacién mundial de la salud (OMS) desde hace 13
afos, Espafa es lider mundial en donacidn y trasplante 26 aifos consecutivos, batiendo
su propio récord con 46,9 donantes por millén de poblacién (pmp), superando el umbral

de los 100 trasplantes pmp y con un aumento del 8.1% respecto al afio anterior?
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|. Introduccién

(Figural). Asimismo, se han alcanzado maximos de actividad en TR, hepatico (TH) y TP.
Segln la ONT, estos datos suponen 6 donantes y 14 trasplantes diarios. Durante el afio
2017 se alcanzaron maximos historicos con 2183 donantes y 5261 drganos
trasplantados, superando por primera vez en su historia los 5000 trasplantes. De estos,
3269 son renales (+9,1% mas que en 2016), 1247 hepaticos (+7,6%), 363 pulmonares
(+18,2%), 304 cardiacos (+ 8,2%), 70 pancreaticos (-4,1%) y 8 intestinales (+100%)3.

Figura 1. Numero de drganos trasplantados por millon de poblacion (pmp) durante el afio 2017,
actividad mundial global
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Una de las claves que explica este aumento progresivo en el nimero de TOS, sumada a
la colaboracién de los médicos de urgencia en la deteccidn de posibles donantes, es la
donacién en asistolia (DA). La terminologia asociada a la DA en el mundo anglosajén ha
ido evolucionando a lo largo de los anos, siendo actualmente reconocida como la mas
apropiada “Donation after the Circulatory Determination of Death”*. Se entiende que el
fallecimiento del donante viene determinado por la pérdida irreversible de la funcién
circulatoria y respiratoria y no por la pérdida irreversible de la funcién cardiaca y es una
de las medidas aprobadas por el sistema espanol de trasplantes recogidas en la
Estrategia del 2015. La DA se afianza como la opcidn mas clara de expansion del nimero
de TOS, con un total de 573 donantes (+16%) y un 12.3 pmp, lo que representa un 26%

del total de donantes fallecidos (figura 2)°. 91 hospitales de todo el pais, 16 comunidades

36
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auténomas (CC. AA), ya estan acreditados para este tipo de donacién. En numeros
absolutos, Espafia es el tercer pais del mundo en actividad de DA, tras EE. UU y Reino
Unido. La donacion en muerte encefalica también ha sufrido un aumento (+5.6%) tras

llevar afios estabilizada.

Figura 2. Evolucion de los donantes en asistolia en Espafia. Numero absoluto y por millon de
poblacion
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Fuente: Organizacion nacional de trasplantes (ONT). Datos 2017

Las donaciones por accidente de trafico se sitian en un 4,2%, el porcentaje mas bajo
hasta la fecha y las negativas familiares consiguen minimo histdrico con un 12,9%. Cabe
destacar el envejecimiento de los donantes, mas de la mitad supera los 60 afios, el 30%
supera los 70 y un 9% supera los 80. El maximo se situa en 91 afios, logrando efectuar

un TH con éxito.

1.1. CONSIDERACIONES GENERALES DEL TRASPLANTE CARDIACO

Se recurre al TC en casos de cardiopatias irreversibles en fase terminal, insuficiencia
cardiaca grave (IC) o enfermedad de las arterias coronarias, que no presenten
contraindicaciones. Se cumplen 50 afios del primer TC y continla siendo una terapia
consolidada, de uso rutinario en muchos de nuestros hospitales y con ligero aumento

afio tras afo. Esto podria deberse a factores como el aumento de la esperanza de
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|. Introduccién

vida de la poblacién y el mejor seguimiento y control de pacientes con cardiopatias
crénicas que llegan a etapa terminal®. El nimero de TC durante el 2017 es el mejor
dato desde el afio 2002, pero sigue alejado de su maximo histérico del 2000. Segun
el ultimo informe de la Sociedad Espafiola de Cardiologia (SEC), durante el 2016 se

realizaron 281 TC, lo que supone una tasa de 6.0 pmp (Figura 3).

Figura 3. Actividad de trasplante cardiaco en Espafia. 1989- 2016. Numeros absolutos y
procedimientos por millon de poblacidn (pmp)
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Fuente: Organizacion nacional de trasplantes (ONT). Datos 2016

Esta variacion de cifras puede deberse al cambio en el perfil del donante de 6rganos en
nuestro pais, que ha experimentado una flexibilizacién en los criterios de aceptacién de
corazones para TC, como ha ocurrido en el resto de TOS. Respecto a las caracteristicas
de los donantes, también han ido modificAndose a lo largo de los afos, la edad ha
experimentado un ligero ascenso, situandose en 46.0 (+12.6) afios en donantes adultos,

siendo masculinos un 58% del total.

Segun informes de la ONT del afio 2016, el numero de pacientes en lista de espera fue
de 11.3 pmp, 493 pacientes adultos, con variaciones significativas entre diferentes
CC.AA. Del mismo modo que en 2015, la lista de espera durante el 2016 aumentd
ligeramente, 71 pacientes se excluyeron de la lista, 281 se trasplantaron y 23 pacientes

fallecieron. El porcentaje de pacientes fallecidos esperando el érgano ideal se ha
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mantenido estable durante los ultimos 7 afios. Las principales causas del abandono de
la lista de TC fueron, en primer lugar, el empeoramiento del paciente (38%), seguido de
contraindicacién médica (36.6%) y de la exclusién voluntaria del paciente (1.4%). El
tiempo de permanencia en lista de espera también ha ido aumentando en los ultimos

afos, pasando de 123 dias de media en 2012, a un valor actual de 162 dias.

La patologia principal de indicacion de TC de pacientes en lista de espera es la
miocardiopatia dilatada (MIDI, 39.5%), seguida de la miocardiopatia isquémica (MIIS,

29.8%) (Figura 4).

Figura 4. Diagndstico de los pacientes en lista de espera y de trasplante cardiaco. Espafia 2016
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Un dato positivo es que el 43.8% de los pacientes TC a lo largo del 2016 recibieron el
injerto en los dos primeros meses de espera, siendo un porcentaje inferior al de afios

previos.

Debido a los largos tiempos de espera y el aumento de pacientes con IC de mal
prondstico, se han desarrollado dispositivos de asistencia circulatoria mecanica (ACM).
La ACM es un conjunto de dispositivos que pueden sustituir, de manera parcial o total,
la funcidn cardiaca. En ciertos casos van acompafiados de un soporte de oxigeno para
alimentar también el sistema respiratorio’. En pacientes con inestabilidad
hemodinamica suele efectuarse un TC de urgencia, precedido o no de ACM. Los hay de
tipo continuo y pulsatil, intra o extracorpdreos. Estos sistemas le afiaden complejidad a

la intervencion, ya que, desde el punto de vista quirldrgico es una técnica de alto riesgo
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y se debe vigilar, monitorizar y tratar de forma inmediata cualquier tipo de complicacion.
Las complicaciones suelen ser infecciones en primer lugar, 40-50% de los casos, llegando
al 94% en un afio, seguidas de posibles hemorragias (20-35%), tromboembolias, etc.?
Pese a esto, la ACM es eficaz a corto plazo como puente al TC y como soporte cardiaco

permanente.

La supervivencia actual durante el primer afo postrasplante se situa en un 76%
disminuyendo de manera progresiva, lo que supone una mortalidad promedio de
apenas un 2- 3% durante el primer afo, dando lugar a una mediana de supervivencia del
injerto de 11,2 anos. Tras el TC y superado el primer mes, las principales causas de
muerte durante el primer aio son el rechazo e infeccién, mientras que a largo plazo son
mas relevantes las neoplasias de novo y la enfermedad vascular del injerto (EVI), (Figura
5). La vasculopatia del injerto durante mucho tiempo se denominé rechazo crénico (RC),
representa junto con las neoplasias la principal causa de mortalidad en los pacientes a
partir del tercer afio de trasplante. Puede aparecer tras varios meses o afios y su

incidencia seguin la ISHLT es del 9% a 1 afio, 34% a 5 afios y 48% a 8 afios 2.

Figura 5: Incidencia de las principales causas de muerte postrasplante cardiaco por tiempo
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I. Introduccion

1.2. CONSIDERACIONES GENERALES DEL TRASPLANTE PULMONAR

Las principales patologias subsidiarias de un TP son, por orden, la enfermedad pulmonar
intersticial difusa (EPID), enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), fibrosis
quistica (FQ), hipertension pulmonar arterial o idiopatica (HTP) y déficit de alfa-1 anti-
tripsina (DAAT)%1°, EI TP consiste en la sustitucion de unos pulmones que fracasan por
uno (unilateral), dos pulmones (bilateral) o el conjunto de corazén y pulmones
(cardiopulmonar, TCP). El TP unilateral es el mas sencillo y el elegido en mayores de 55
afos con EPOC. EI TP bilateral es la opcién principal cuando existen bronquiectasias que
puedan actuar como reservorio de futuras infecciones, como en la FQ, aunque también
en casos de patologia obstructiva en pacientes jovenes y con HTP!!. El TCP queda
restringido a enfermos con patologia pulmonar y grave disfuncién del ventriculo

izquierdo por sobrecarga debido a HTP.

El pulmdn es un érgano muy vascularizado, de gran tamafio, con un aparato inmunitario
propio y que esta expuesto a multiples agentes infecciosos procedentes del medio
externo que entran en cada fase de inspiracion respiratoria®?. Esta exposicion hace que
se produzca un aumento en la expresion de aloantigenos en el epitelio bronquial y
activacion de linfocitos T. Debido a esto, hacen falta dosis de inmunosupresidon mayores
gue en otros TOS vy llevar unos cuidados postrasplante muy estrictos, quizas por todo
esto es el tipo de TOS con menor pmp'% 3, La tasa de TP se ha ido incrementando
notablemente desde que se realizé la primera intervencién en 1963, pero fue en los
afos 80 donde esta practica se popularizd gracias a tratamientos como la ciclosporina
(CsA), llegando a alcanzar los 4000 TP anuales mundiales, cifra dada por la ISHLT en el
2016%. A pesar de estos datos, el TP estd lejos de otros como el TR o el TC. El motivo
podria ser la falta de donantes o las modestas cifras de supervivencia de los pacientes,

siendo ésta de 6 afios?°.

Desde que se ejecutd el primer TP en Espafia en el aino 1990 se han realizado un total
de 4088. En el ultimo afio se han realizado 307 TP, siendo 109 unipulmonares y 194
bipulmonares (Figura 6). Los hospitales que disponen de unidad de TP en Espafia son
siete y la media de TP realizados en estos 7 centros durante el 2016 ha sido de 43.8,

consiguiendo una tasa de 6.6 pmp, superior a datos de afios previos, incluyendo Europa
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(3.6 pmp) y EE. UU (6.4 pmp)?*e. Aun asi, los datos de TP siguen siendo significativamente

menores al resto de TOS.

Figura 6. Numero de trasplantes pulmonares en Espafia por afio y tipo de procedimiento
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Una de las causas es la escasez en el nimero de donantes y el nimero de injertos. La

primera se ha solucionado abriendo la opcién del uso de donantes de mayor edad. La

segunda, la falta de injerto, se esta resolviendo gracias a la DA y manejo del drgano

donante exvivo, representando un 11.1% del total de trasplantes realizados (Figura 7).

Figura 7. Numero y porcentaje de trasplantes pulmonares en Espafia a partir de donantes en
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Durante el ultimo ano se extrajeron 340 pulmones de 427 donantes ofertados. Tanto los
donantes como los receptores son en su mayoria masculinos, siendo un 54% en
donantes y un 64% del total de trasplantados. La edad media de los donantes ha ido
aumentando con los afios situandose en la actualidad en 52.1 afos, siendo el accidente

cerebrovascular (ACV) la principal causa de muerte (62%).

En TP la tasa de pmp varia significativamente en las distintas CC. AA, con Cantabria a la
cabeza, con una media de 14.4 pmp. La lista de espera ha descendido durante el ultimo
afo, cambiando la tendencia seguida durante afios previos debido a una menor
indicacion de trasplante unilateral. Por el contrario, el tiempo que un paciente
permanece en lista sigue aumentando afio tras afo. En 2016 se ha calculado una media
de 227 dias, casi un mes y medio mas que en el aino 2012. El tiempo de los pacientes
fallecidos en lista es menor al medio, lo que indicaria que el fallecimiento es

independiente del tiempo que permanece un paciente en lista de espera.

Segun la ISHLT se describe un promedio de supervivencia al TP entre los afios 2001 y
2013 de 5,8 afios con diferencias en los rangos de supervivencia dependiendo del tipo
de TP, siendo de 7,1 afios del bilateral frente a un 4.4 en TP unilateral. El porcentaje de

supervivencia ha ido aumentando progresivamente con el paso del tiempo (Figura 8)*4.

Figura 8. Tabla de supervivencia (N a riesgo) Kaplan- Meier de los pacientes trasplantados
pulmonares por afios (enero 2001- diciembre 2016) y por tipo de intervencion

1 afio 5 afios
2001- 2005 (N=681) 66.5 (N=450) 44.4 (N=289)
2006- 2010 (N= 951) 70.5 (N= 664) 48.5 (N= 442)
2011- 2016 (N=1503) 81.4 (N=1033) 62.2 (N=104)
3 meses 1 aiio 5 afos 10 aiios
Unilateral (N=417) 86.2 (N=350) 79.5(N=303) 51.9(N=104) 23.8(N=12)
Bilateral (N=737) 84.8 (N=608) 74.5(N=508) 51.6(N=198) 32.2(N=61)

Segun el registro espafiol de trasplante de pulmdn (RETP), los datos de supervivencia de
los pacientes adultos trasplantados no muestran diferencias significativas respecto a los

datos de la ISHLT®. La principal causa de mortalidad durante el primer afio postrasplante
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son las infecciones, seguida de bronquiolitis obliterante (BO) a partir del primer afio
(figura 9). La BO es una enfermedad pulmonar obstructiva crénica y grave que puede
aparecer tras el TP o tras un proceso infeccioso y se caracteriza por la oclusién parcial o
total del lumen de los bronquiolos respiratorios y terminales por tejido inflamatorio y

fibrosis. Es la expresion clinica del RC en TPY/,

Las infecciones son la causa mas comun de fallecimiento durante el primer afio
postrasplante, siendo las bacterianas las causantes de hasta la mitad de las muertes y
con el injerto como localizacion mas frecuente. A ello contribuye la denervacién
pulmonar, con la inhibicién del reflejo de la tos, la alteracidn del sistema mucociliar y la

interrupcion del linaje linfatico, ademds de la terapia inmunosupresora administrada.

Figura 9: Incidencia de las principales causas de muerte en trasplante de pulmon en funcion del
tiempo postrasplante
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Los resultados del TP pueden optimizarse si seguimos unas pautas estrictas, como elegir
el receptor apropiado, informar de forma correcta sobre los cuidados pre y

postrasplante y realizar la intervencién en el momento idéneo*®.
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1.3. CONSIDERACIONES GENERALES DEL TRASPLANTE RENAL

Para la mayoria de los enfermos con insuficiencia renal (IR) terminal en didlisis el TR es
el tratamiento de eleccion, que consiste en la implantacién de un rifidn, o en ocasiones,
los dos. El rifldn injertado puede comenzar la diuresis en el mismo acto quirurgico o tras
dias o semanas, cuando se recupera de la necrosis tubular aguda (NTA), alteracion que
requiere un tratamiento de didlisis durante los primeros dias postrasplante'®. Sélo hay
dos casos donde se contraindica el TR, cuando el enfermo padece enfermedad tumoral
maligna o padece arteriosclerosis generalizada y siendo también recomendables

diferencias minimas en la edad y el peso entre donante y receptor?.

Segln datos de la ONT, durante el 2016 en Espafia se realizaron 2997 TR, de los cuales
53 fueron pediatricos. Este dato se ha incrementado en un 3% respecto al afio anterior,
situdndose como el primer pais del mundo con una tasa de 64.4 pmp en TR.
Prioritariamente, la actividad de TR en Espafia es a partir de donante fallecido,
perteneciendo solamente un 11,4% del total de la actividad renal a donante vivo. Las
donaciones a partir de donante vivo han experimentado un descenso en los ultimos afios

debido a la aplicacién de DA, que ya supone el 22.6% (Figura 10)°.

Figura 10. Actividad de trasplante renal de donante fallecido y donante vivo en Espaiia, 1991-2016
343
3
3000 a2 =
2800 312 361 382 ‘
2600 235240

2400 87 102137154
2200 19 17 193 34 60 61°

1600 |16 o, .
800 I 2074

1400 | &

2170
333“5 |||I||||||IIII'iH
||| II

2000 5 2 8l llg
1200

| I PO RRCRUICIN & 2 ©

&&&@@&@&& AN ~@@&p¢@

1800 s 2 0a
1977 1998
2 - 11919 | 1998 |
mmmmmmmmmm@ S

H Donante fallecido LiDonante vivo

Fuente: Memoria de actividad renal. ONT 2016

45



|. Introduccién

Durante el 2016 hubo 495 trasplantes en DA, obteniéndose 964 rifiones de los que
llegaron a implantarse 677, el resto fueron desechados. La lista de espera durante este
afio también ha efectuado un ligero descenso, con un balance de -18. Al igual que en el
resto de paises de nuestro entorno y siguiendo la tendencia de aios previos, el mayor
porcentaje es masculino, siendo un 61% los receptores y un 59.5% los donantes
fallecidos. Por el contrario, un 65% de los donantes vivos son mujeres. La edad media
de los donantes es de 53.4 afios versus los 44.7 de los receptores, que ha ido
aumentando con los afios, siendo de 76 afios el receptor de maxima edad y de 75 afios
el donante. La relacion mas habitual entre donante y receptor es la conyugal (32%)
seguida de cerca de la fraternal (22%). la tasa de mortalidad global de pacientes con IR
se sitla en un 8.2 %, correspondiendo un 2.3 % al TR y manteniéndose de forma estable
y en minimos. Un 15.2% de los fallecidos se encontraria en situacién de hemodialisis

(HD) y un 9.5% en dialisis peritoneal (DP).

En conjunto, el motivo mds comun de fallecimiento se debe a accidente
cardiovasculares, seguido de las infecciones como causa mas frecuente. Si hablamos de
pacientes trasplantados, la causa de muerte mas frecuente es el cancer, siendo ésta del

19.9% (Figura 11).

Figura 11. Causas de mortalidad postrasplante renal en funcion del tratamiento
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La mortalidad global se mantiene en torno a un 8% anual, siendo un 15.2% en HD, 9.5%
en DP y un estable 2.3% en TR. Esta mortalidad en TR es menor en todos los grupos de

edad estudiados20.

46



I. Introduccion

Desde el punto de vista de la inmunologia, el término trasplante se entiende como el
acto de transferir células, tejidos u érganos de un sitio a otro?. Los avances en medicina
lo han hecho factible, pero todavia queda un obstaculo que superar, el Sl del receptor.
El SI se compone de dos ramas: una innata y otra adaptativa?2*. El sistema innato es la
primera linea de defensa de nuestro organismo, de respuesta rdpida e inespecifica,
capaz de diferenciar lo propio de lo ajeno por reconocimiento de patrones a través de
los receptores tipo Toll (del inglés Toll like receptor, TLR). Lo hace posible mediante
barreras (piel, mucosas, etc.), proteinas que forman parte del sistema del complemento
y células fagociticas (neutrdéfilos, monocitos, etc.). Su activacién desencadena una
respuesta inflamatoria con aumento de flujo sanguineo local, aumento de la
permeabilidad vascular y liberacidon de moléculas que contribuyen a eliminar los agentes
extrafios. Si esto no fuese suficiente, se activara la respuesta inmunitaria adaptativa,
especifica contra el agente invasor y compuesta por la rama celular (linfocitos Ty B) y

humoral (anticuerpos).

En el TOS, se desencadena una respuesta inmunitaria muy especifica frente a los
antigenos expresados por las células injertadas??*. Después del TOS o tejido alogénico,
la puesta en contacto del paciente con el injerto activara su Sl. Esta activacion serd mas
intensa cuanto mayor sea la disparidad donante/ receptor. La sensibilizacién previa
especifica del receptor contra las células del donante puede dar lugar a una destruccién

casi inmediata del injerto, lo que se conoce como rechazo hiperagudo (RHA).

2.1. ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y ALOANTIGENOS

El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) es un conjunto de genes muy
polimdrficos que poseen una gran variabilidad y que actian como una especie de DNI
personal de cada célula, debido a la baja probabilidad de encontrar dos iguales?>%®. Los
genes que codifican las proteinas que forman este Sl en el ser humano (HLA, human
leukocyte antigen) se encuentran en el cromosoma 6. Dos son los de mayor importancia
y poseen diferentes funciones: clase | (locus A, By C) y clase Il (locus DP, DQ y DR). Los

de clase | estan presentes en todas las células nucleadas del organismo, mientras que
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los de clase Il se limitan a células cuya funcién es la presentacion antigénica (CPA):
linfocitos B, células dendriticas (DC) y monocitos- macréfagos, principalmente. La base
de la alorreactividad es el reconocimiento de estas moléculas por parte de los linfocitos

T CD4+, convirtiéndose asi en antigenos.

Las moléculas MHC pueden ser reconocidas por el receptor mediante dos mecanismos
distintos. Se habla de presentacion directa cuando se reconocen las moléculas HLA del
donante presentadas por sus propias CPA. Posee una respuesta precoz y muy intensa,
ya que entre el 1 y 10% de los linfocitos T del receptor son capaces de reconocer
moléculas HLA alogénicas, pero es breve debido a la sustitucion de las CPA del donante
por las del receptor al cabo de poco tiempo?” 28, Si la célula CPA reconocida es la del
propio receptor se habla de presentacion indirecta. Es una respuesta menos intensa y
precoz que la presentacién directa pues sélo uno de cada 1000- 10000 linfocitos T

reconocen péptido extrafio?’ 28,

Existen otros aloantigenos diferentes a los MHC, son los sistemas ABO y Rh del grupo
sanguineo??. Son capaces de provocar rechazo en pocas horas debido a la presencia de
anticuerpos preformados. Los aloanticuerpos anti ABO son naturales, existen antes del
primer contacto con el injerto. En cambio, en el sistema Rh son inducidos para personas
Rh- en caso de trasfusiéon sanguinea o embarazos previos. Son peligrosos para tejidos
que expresan este tipo de aloantigenos. Por ejemplo, los aloanticuerpos anti-A y/o anti-
B son importantes en el TR y las trasfusiones, ya que tanto los endotelios como los
hematies expresan dichos antigenos. Los anticuerpos anti-Rh, en cambio, sélo son

perjudiciales para las trasfusiones, ya que el rifidn no expresa Rh?’.

2.2. PAPEL DEL LINFOCITO T EN TRASPLANTE

El linfocito T ejerce un papel fundamental en el rechazo de TOS. Existen dos subtipos de
células T, las que expresan CD8 en superficie, denominadas linfocitos T citotdxicos (T. o
CTL) que reconocen MHC-I y cuya misién es destruir células patoldgicas3® 3'. El otro
subgrupo expresa CD4 y se denominan linfocitos T colaboradores (Tu), que a su vez
pueden ocasionar dos tipos celulares: Twi, los primeros en ser activados y productores
mayoritariamente de interleucina 2 (IL-2) e interferon gamma (IFN-y), y los Tuz, de

activacidon mas tardia y cuya secrecion es mayoritariamente IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 y
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colaboran con los linfocitos B32. Estos linfocitos Th1y T2 son capaces de reconocer MHC-
Il a través de la molécula CD4. La activacién del linfocito T es un proceso complejo que

requiere, al menos, de tres sefiales:

- Sefial 1: El reconocimiento del antigeno mediante el complejo TCR/CD3 + MHC,
proceso conocido como sinapsis inmunoldgica.

- Sefial 2: La unién de moléculas complementarias como son CD80-CD86/CD28, que
inducen la activacion celular.

- Sefial 3: Interaccion mediada por IL-2/IL-2R (CD25) encargada de la proliferacién
celular y desencadenada por 3 vias de activacién intracelular como son la via Ca?*-
Calcineurina (CaN), MAPs quinasas y la via C-factor nuclear k3 (NF- kB). La activacion
de estas vias intracelulares induce la expresién de genes de citocinas como la IL-2,

CD154 (CD40L) o CD25 (IL-2R).

Las células T efectoras tienen varias funciones, la primera es la induccion de muerte por
parte de los CTL y la activacion de macrdéfagos por las Twi, que juntas forman la
inmunidad mediada por células. Las Thz son las encargadas de activar a los linfocitos B
para la produccion de anticuerpos, lo que se conoce como respuesta humoral3 34, Existe
otro fenotipo de célula T CD4+ que no es eliminada por seleccidén negativa cuando entra
en contacto con antigenos propios, sino que evoluciona a un fenotipo regulador (Treg)
caracterizado por la expresion de CD25 en superficie. Su funcién es mantener la
homeostasis del Sl con caracter inmunosupresor, de ahi el interés en la terapia para

TOS®.

2.3. PAPEL DEL LINFOCITO B EN TRASPLANTE

En el contexto de TOS, las células B son principalmente conocidas por su habilidad para
madurar y diferenciarse a células plasmaticas capaces de producir anticuerpos con
cambio de isotipo?°. Las células B foliculares o inmaduras B Naive sufren el proceso de
hipermutaciéon somatica, un paso critico en la generacidon de anticuerpos especificos de
donante de alta afinidad (DSA), cuya presencia puede utilizarse para medir la actividad
de la via indirecta de alorreconocimiento3® 37, Estas células también sufren cambio de

isotipo y pasan a formar células B memoria y células plasmaticas, productoras de
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anticuerpos3®. Este proceso sélo ocurre cuando las sefiales que recibe el receptor de
célula B (BCR) son suficientemente fuertes (Figural2).

La activacion puede darse de forma independiente o dependiente de los linfocitos T. La
via dependiente la efectian los Tw; liberando citoquinas que activan al linfocito B hacia
la produccién de 1gG, IgA e IgE por cambio de isotipo (CCl), perdiendo las moléculas de
superficie IgD e IgM. Aunque se acepta que para evaluar los linfocitos B de memoria que
han hecho cambio de isotipo no se requiere el uso concomitante de IgM e IgD, y que la
expresion de IgD es suficiente, en este estudio se sugiere incluir la evaluacién de ambos
marcadores. La via T- independiente la desencadenan microorganismos a través de
epitopos mediante el reconocimiento de TLR, que desvian la respuesta hacia la
produccién de IgM sin provocar maduracidn de afinidad, ni memoria, ni cambio de clase
(SCI). Normalmente, el desarrollo de la respuesta adaptativa inmune humoral requiere

al menos una semana y resulta en la produccion de anticuerpos especificos de alta

afinidad como IgM y posteriormente 1gG?3.

Figura 12. Fases del desarrollo del linfocito B
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Hasta el momento se ha asociado la célula B en el rechazo crénico como productora de

anticuerpos®?, lo que se conoce como teoria humoral del trasplante, pero en los dltimos
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afos ha ganado fuerza la teoria que implica al linfocito B de otras muchas formas,
pudiendo actuar como CPA y productora de factores linfoangiogénicos, dirigiendo asi la
expansion del tejido y vasos linfaticos requeridos para soportar una respuesta
inmunitaria. Ademas, la célula B puede ser activadora de otros linajes celulares como
son los linfocitos T, DC y macréfagos a través de la produccion de citoquinas y
anticuerpos reguladores (Figura 13). Podemos hablar entonces de una interaccién
reciproca entre linfocitos T y B y de la implicacién del linfocito B tanto en la respuesta

innata como en la apatativa®®4:,

De manera reciente en la historia de la inmunologia ha emergido una nueva funcién B
denominada reguladora®. Las células B reguladoras (Breg) representan una pequefia
poblacién dentro del linaje B y numerosos estudios muestran sus propiedades como
capaces de controlar la autoinmunidad e inflamaciéon**->. El mecanismo que ha hecho
posible la identificacion del fenotipo regulador ha sido la produccién de citoquinas

antiinflamatorias, como son la interleucina 10 (IL-10), IL-35 o TGF-B4647,

Figura 13. Diferentes implicaciones de los linfocitos B en el sistema inmunitario
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La primera vez que se hablé de una reaccién inmunosupresora independiente de

anticuerpos fue en la década de los setenta. El tema se retomd a finales de los noventa
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cuando se observé inmunomodulacidén en un modelo experimental de encefalomielitis
autoinmune (EAE)*, y un afio después se repetian resultados similares en un modelo de
colitis cronica®. A partir de este momento se comenzé a estudiar la funcion de la célula
B como reguladora del Sl y fue denominada linfocito Breg. Todavia se desconoce si estas
células provienen de un progenitor concreto o se desarrollan a partir de un subconjunto
de células B, debido a que comparten gran parte de sus marcadores de superficie. En
humanos se han descrito dos subpoblaciones principales, B Reguladoras que expresan
CD24" y CD38Men superficie y células B10, CD24" CD27+*5051, Estas células efectian su
accién a través de la produccion de IL-10, inhibiendo o suprimiendo asi la respuesta
efectuada por los linfocitos T, especialmente sobre la respuesta Twi1 /T17 y favoreciendo

la maduracion de linfocitos T CD4+ a Treg.

Otro de los mecanismos en estudio es la produccién de factor de crecimiento
transformante beta (TGF- B), citoquina antiinflamatoria que participa en diversas
funciones en la célula como el control del crecimiento celular, proliferacion,
diferenciacién y apoptosis. Dentro del Sl juega un papel importante como inhibidor de
otras citoquinas como interferon gamma (IFN- y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) y varias interleucinas (Figura 14). Uno de los mecanismos esenciales es la disminucion
de los niveles de expresién del receptor de IL-2 (CD-25), presente principalmente en la

membrana de linfocitos T y B activadas®?.

La primera vez que se estudiaron estas células en el TOS fue tras asociarlas a
inmunodeficiencias, ya que el TOS no deja de ser una inmunodeficiencia secundaria®3.
Se trasladaron estudios al campo del TOS obteniendo resultados en lo que se denomina
tolerancia operacional (TO)>*>>, que se conoce como la aceptacién del injerto alogénico
en ausencia de tratamiento inmunosupresor. Es reciente la implicacién del linfocito B en
este terreno, ganando fuerza con el descubrimiento de las Breg y con la investigacién

basica centrada en este hito.

De manera concreta, ensayos clinicos demuestran que el uso de anticuerpos
monoclonales (AcMo) anti- CD20 para eliminar el linaje B provoca efectos perjudiciales

en las tasas de rechazo celular agudo>®.
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Figura 14. Efectos pleiotrdpicos de los linfocitos B requladores en células del sistema inmunitario

innato y adaptativo
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Entender los mecanismos de la regulacién de la alorespuesta es clave si queremos

conseguir TO después de un trasplante®’.

2.4. ESTUDIO INMUNOLOGICO DE DONANTE Y RECEPTOR

El TOS no habria sido posible de no identificar los factores inmunolégicos que ponen en
marcha la maquinaria del Sl de reconocimiento celular para diferenciar lo propio de lo
ajeno y su posterior destruccion. Es necesario realizar una determinacién inmunoldgica

previa a la intervencion para obtener unos resultados éptimos. Estos estudios tienen en
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cuenta la compatibilidad entre donante y receptor tipificando genéticamente las
moléculas HLA y el grupo sanguineo ABO/Rh. Esta prueba se denomina Cross- match o
prueba cruzada, y consiste en enfrentar células vivas del donante con suero del receptor.
Si las células mueren, prueba positiva, el TOS estard contraindicado. No se aplica al TH,
drgano poco susceptible a la accion de los anticuerpos y una prueba cruzada positiva no
contraindica la intervencién. Ademds de esto, se comprueba la presencia de anticuerpos
citotdxicos anti-HLA, que una vez realizado el trasplante se sabra si son DSA o0 no°%%0, La
presencia de anticuerpos puede deberse a varias causas, como embarazos o abortos,
transfusiones sanguineas o la existencia de trasplantes previos. Con la puesta en marcha
de esta prueba, la optimacién de su deteccién cada vez mas sensible y con la posibilidad

de desensibilizar al paciente se ha logrado reducir la frecuencia del rechazo hiperagudo.

2.4.1. Tipos de rechazo

En el rechazo, ademas de la respuesta inmunitaria local, existe una sistémica en la que
intervienen células B, T, asesinas naturales (NK), macréfagos y multiples citoquinas.

Basandonos en esto se clasifican en?’:

e Rechazo Hiperagudo (RHA):

Esta causado por la presencia de anticuerpos preformados capaces de reaccionar contra
el érgano donado en el momento del trasplante. Se produce de forma rdpida, minutos
u horas, e intensa que provoca microtrombosis masiva del injerto y el deterioro de la
funcion del 6rgano, lo que puede llevar al explante del injerto. En la actualidad aunque
es poco frecuente sigue siendo un problema de gran relevancia, requiriendo la

realizacion de pruebas previas al TOS.

e Rechazo Agudo (RA):

También conocido como rechazo celular debido a la accidn de las células T del receptor
frente a antigenos alogénicos del donante, HLA, provocando la liberacién de IL-1 e IL-2,

causantes de la activacion y proliferacion de linfocitos Tui y CTL. Habitualmente estos
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episodios de rechazo se producen en los primeros meses postrasplante. Se detecta ante
la sospecha de alteracién funcional del érgano, como aumento en los niveles de
creatinina plasmatica, elevacion de enzimas pancredticos o alteracion en el
ecocardiograma cardiaco (ECG). Se confirma el diagndstico mediante biopsia del 6rgano
trasplantado en la que se observa un infiltrado intersticial con presencia de
polimorfonucleares y eosinéfilos, monocitos y macréfagos. Todos los rechazos se
clasifican de manera anatomopatoldgica segin su severidad, lo que permite su
gradacién y la aplicaciéon de un tratamiento adecuado. Estas lesiones suelen ser

reversibles, pero si se mantienen, pueden evolucionar a formas de rechazo crénico.

e Rechazo mediado por anticuerpos o humoral (RH):

Basado en la produccién de anticuerpos DSA dirigidos contra antigenos HLA o
endoteliales del donante. Este tipo de rechazo se puso de manifiesto al observarse la
presencia de episodios de rechazo con compromiso hemodinamico importante, pero sin
evidencia de infiltracidon en la biopsia. Mediante inmunofluorescencia se observd la
presencia de depdsitos de inmunoglobulinas (Igs), complemento y fibrindgeno a nivel
de la pared vascular®®. Estos DSA se unen a los antigenos dando lugar a la activacion de
la cascada del complemento, responsable del dafio tisular. El RH implica otras vias
independientes de complemento, como son células endoteliales que expresan
molecular de adhesién que determinan la liberacidon de citoquinas y la aparicidon de
infiltrados celulares de leucocitos y plaquetas. Este tipo de rechazo aparece en fases
precoces del TOS, aunque también puede aparecer tras varios afios®2. En tratamiento
consiste en la eliminacién de los DSA mediante técnicas de plasmaféresis o
inmunoadsorcidn y en la reduccidn de la produccién de dichos anticuerpos con diversos

farmacos como inmunoglobulinas endovenosas (IGIV) o AcMo.

e Rechazo Crénico (RC):

El tipo de rechazo mas desconocido hasta el momento se considera cuando la funcién

del érgano trasplantado esta cronicamente deteriorada y pudiese perderse el injerto. El
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término RC se introdujo por primera vez en 1960 en un modelo animal de rechazo de
injerto de piel. Se denomind asi porque ocurria tardiamente y se caracterizaba por
atrofia y fibrosis. Caracterizado por la aparicion de cambios clinicos y funcionales en el
organo trasplantado, acompainado de alteraciones histopatoldgicas especificas en el
mismo. Se trata de un rechazo lento, progresivo y gradual que tiene lugar meses o afios
postrasplante, cuyo inicio suele ser asintomatico en la mayoria de los casos.
Dependiendo del érgano trasplantado adopta nombres especificos, siendo EVI en
cardiaco, nefropatia crénica del injerto (NCI) en rifidn o BO en TP®3%>, Este tipo de
rechazo esta ganando importancia con los afios debido a que problemas como el RAy
las infecciones, graves hasta ahora, se van controlando. Emerge como la causa principal
de pérdida del injerto a largo plazo. Se han encontrado una serie de factores de riesgo
que favorecen la aparicion del RC, como infeccion por CMV, nefrotoxicidad crénica por
el uso de drogas inmunosupresoras, alteraciones lipidicas, hipertension arterial (HTA),
etc. Actualmente no existe un tratamiento especifico para este tipo de rechazo, por
tanto, es de vital importancia prevenir y controlar estos factores con el objetivo de

disminuir el fracaso del érgano trasplantado®:¢’.
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3.1. MECANISMOS MOLECULARES

El objetivo de la terapia inmunosupresora es garantizar la supervivencia del injerto el
maximo tiempo posible. Este tratamiento consiste en modular la respuesta del SI,
disminuyendo asi la capacidad de respuesta frente a las células del érgano trasplantado,
sirviendo como prevencién y también como terapia, puesto que se tomaran de por
vida®®®° Algunas terapias pueden también contribuir a generar un entorno de tolerancia
inmunolégica. La inmunosupresion ideal no se ha alcanzado todavia y existen
variaciones respecto al tiempo de administracion, la dosis de corticoides y los fdrmacos
utilizados. El principio basico de los farmacos inmunosupresores es la capacidad de
suprimir el reconocimiento alogénico, inhibiendo generalmente los mecanismos de
activacion de linfocitos T en cualquiera de las tres sefiales (Apartado 2.2). De este modo

podemos agrupar los fdrmacos en 7 grupos’®:

I.  Glucocorticoides
[I.  Anticalcineurinicos: inhiben la sintesis de IL-2
lll.  Inhibidores de la sintesis de nucledtidos: Antimetabolitos
IV. Inhibidores de la sefial de proliferacién: mTOR
V.  Anticuerpos bloqueantes de IL-2 Receptor (CD-25)
VI.  Anticuerpos anti CD3: dificultan el reconocimiento antigénico

VIl.  Agentes que destruyen los linfocitos circulantes y los existentes en érganos

linfoides: AcMo y preparaciones anti linfocitarias policlonales.

3.1.1. Glucocorticoides

Ademads de su participacion como reguladores del metabolismo de los carbohidratos, los
glucocorticoides poseen actividad inmunosupresora. Son capaces de reducir de manera
drastica la inflamacién provocando un descenso en la concentracién de linfocitos y

monocitos en sangre’!. Se administran en las fases de induccién y mantenimiento,
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también en casos de RA. Estos agentes bloquean la produccién de citocinas y sustancias
vasoactivas, entre las que se incluyen la IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, quimiocinas,
prostaglandinas, MHC- Il y proteasas’?. Actlan como agonistas del receptor de
glucocorticoides, pero, a altas dosis, tienen efectos de forma independiente. Los
receptores se encuentran en el citoplasma de forma inactiva formando un complejo. La
unién de los glucocorticoides al receptor provoca la activacion de éstos y la formacién
de un dimero que migrard al nicleo, donde se unird a las secuencias promotoras del
DNA de ciertos genes induciendo o inhibiendo la transcripcién’374, Los corticoides mas
utilizados en trasplante son la prednisolona o prednisona oral y la metilprednisolona
intravenosa. Los efectos secundarios mds habituales son osteoporosis, necrosis
avascular, cataratas, intolerancia a la glucosa, infecciones, HTA, pancreatitis, etc. Estos
farmacos son metabolizados por el higado y excretados como forma inactiva por el
rifidn. El pico de absorcién es a las 6 horas posteriores a la toma, desapareciendo en

sangre 24 horas después de la ingesta’ 76,

3.1.2. Inhibidores de la Calcineurina: Ciclosporina y Tacrolimus

En esta seccion se encuentran la CsA y el tacrolimus (Tac). Son moléculas muy
liposolubles que inhiben la actividad de la enzima fosfatasa de la CaN, interfiriendo en
la transcripcion génica de citocinas como IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IFN-y, GM-CSF, TNF-q, e
inhibiendo la proliferacion de linfocitos T CD4+777%, De esta manera se reduce la
respuesta celular suprimiendo o reduciendo el rechazo de injertos o trasplantes. Tac es
entre 10 a 100 veces mas potente que CsA, explicando la diferencia entre dosis de ambos
farmacos. CsA se absorbe en el tramo proximal del intestino delgado mientras que Tac
lo hace a lo largo del tracto gastrointestinal. CsA se une principalmente a lipoproteinas

mientras que Tac lo hace a albumina y a al-glucoproteina.

Al ser liposolubles se distribuyen por todo el organismo, pero se concentran en tejidos
grasos como higado, riiidn, ciertas glandulas endocrinas, nddulos linfaticos, pulmon,
bazo, pancreas y médula 6sea (MO). También atraviesan la barrera hematoencefilica
(BHE) y la placentaria. Entre sus efectos adversos se destaca la nefrotoxicidad, que

guarda relacién con la dosis, y se contraindica la administracién de los dos farmacos al
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mismo tiempo. Los casos mas graves se asocian a CsA. También pueden aparecer
sintomas neurolégicos (mareos, desorientacidn, coma, ataxia, psicosis...), disminuyen la
secrecién de insulina provocando cuadros de diabetes mellitus (DM) postrasplante que

requiere tratamiento, mas frecuente en el uso de Tac’® %,

El metabolismo lipidico también se ve modificado, causando un aumento de colesterol
y triglicéridos y, aunque se han descrito casos de linfomas y alteraciones
linfoproliferativas, no son mutagénicos, sino que se asocia a la propia inmunosupresion
del SI, igual que el riesgo de presentar infecciones. Tampoco son teratogénicos, pero su
uso durante el embarazo conlleva riesgo para el feto, como prematuridad, bajo peso,
retraso en el crecimiento intrauterino, y en la madre, HTA y riesgo de diabetes

gestacional &1,

3.1.3. Inhibidores de la sintesis de nucleétidos. Antimetabolitos

3.1.3.1. Azatioprina

Se trata de un derivado imidazdlico de la 6- mercaptopurina que actua inhibiendo la
sintesis de purinas (adenina y guanina) y, por tanto, la proliferacién de los linfocitos T.
Se administra via oral en dosis Unica de 1.5 -2 mg/kg cada 24 horas, aunque también es
posible por via endovenosa. Es metabolizada por el higado y tras las primeras semanas
postrasplante se recomienda bajar la dosis a 1- 1.5 mg/Kg/dia para evitar toxicidad
hepatica®” 8. Actualmente en desuso aunque en ocasiones se sigue utilizando cuando

otros farmacos de este grupo no se pueden utilizar.
3.1.3.2. Acido micofenélico/ mofetil micofenolato

El farmaco mas utilizado de los antimetabolitos en TOS es el acido micofendlico. Su
mecanismo de accion es la inhibicién de la proliferacion de los linfocitos T y B activados
mediante la inhibicién selectiva, reversible y no competitiva de la enzima inosina-
monofosfato deshidrogenasa (IMPDH)&8>, La funcidn de la IMPDH es la hidrogenacidén
del nucledtido inosina monofosfato (IMP) para dar lugar a xantosina monofosfato
(XMP) gue posteriormente formard guanina monofosfato (GMP), precursor de la

sintesis de nucleédtidos (Figura 15)8°.
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Figura 15. Mecanismo de accion del micofenolato de mofetilo (MMEF)
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Se administra en forma de sales: micofenolato de mofetilo (MMF) y micofenolato sédico
(MPS) que se prepara en comprimidos de liberacion retardada con cubierta
entérica®”®, El MMF es un profdrmaco que, al ser hidrolizado por las esterasas de las
paredes gastrica e intestinal, la sangre, el higado y otros tejidos, libera el producto
activo. En sangre, el acido micofendlico, se encuentra unido a la albimina en un 97%.
Cuando hay una situacion de hipoalbuminemia, insuficiencia hepatica e IR grave
aumenta la fraccion libre. Su excrecion es fundamentalmente renal en forma de
metabolitos, por procesos de secrecidon tubular activa. El MMF no se elimina mediante
hemodidlisis. La fraccidn de excrecién biliar experimenta circulacidon enterohepatica por
accién de las glucosidasas intestinales y se aprecia un segundo pico en la concentracion
plasmatica a las 6- 12 horas desde su administracion. La inmunosupresion varia en
funcién del tipo de TOS, lo que hace que haya diferentes protocolos de actuacién. La
utilizacidon de CsA o Tac incluidas en el régimen de doble (corticoides), triple (corticoides
y micofenolato) o cuadruple (corticoides, micofenolato y globulina anti linfocitaria

(GAL)) terapia constituye la clave de la inmunosupresién8>-92,

3.1.4. Anticuerpos Monoclonales

Las ventajas frente a los anticuerpos policlonales es que son especificos de un antigeno
concreto. Estos actuan especificamente frente a linfocitos T sin causar una linfopenia

generalizada, lo que conlleva un menor riesgo de desarrollo de infecciones o tumores.
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Si se obtienen como quimeras ratén- humano se denominan con el sufijo “-ximab”, si

son humanizados, con el sufijo “-zumab” °2°3,
Atendiendo a su mecanismo de accidn se agrupan en:

- Inmunomoduladores: inhiben la célula blanco de forma temporal.
- Inmunodepresores: elimina una poblacién especifica de linfocitos que tardara en
recuperarse tras el tratamiento.

- Bloqueantes: actuan sobre los linfocitos T reguladores.

3.1.4.1. Daclizumab

Es uno de los AcMo humanizados, bloquea especifica y antagénicamente CD25,
subunidad a del receptor de IL-2, impidiendo la unién de IL-2 e impidiendo su accién
bioldgica. Su uso en la fase inductora en TOS se basa en la capacidad de inhibir la
expansion clonal de los linfocitos T alorreactivos que median el RA** Una dosis de 1
mg/Kg cada 15 dias, con un maximo de cinco dosis, mantiene los niveles séricos de IL-
2R saturados durante mas de 3 meses posteriores al TOS. Se recomienda aplicar la
primera dosis en las 24 horas previas al TOS. El tiempo de vida medio del Daclizumab en
el organismo es de 270 a 919 horas, parecido a la IgG humana®>°®. Estd contraindicado
en casos de embarazo y lactancia por traspasar la BHE. Algunos estudios evidencian que
el uso prolongado de Daclizumab podria tener efectos negativos en la induccién de
tolerancia, ya que CD25 caracteriza a las Treg cuya funcién principal es el mantenimiento
de ésta’’®®. Ademads, el sistema IL-2/IL-2R media la muerte celular inducida por
activacion, uno de los mecanismos encargados de eliminar células autorreactivas®. En
nuestro hospital, Gregorio Marafién (HGUGM), se retird el uso de este anticuerpo en

2011 sustituyéndose por Basiliximab ante la falta de comercializacién de este producto.

3.1.4.2. Basiliximab

AcMo IgG1 quimérico murino- humano indicado como terapia de induccién en TOS y
combinado con otros inmunosupresores para la prevencién del RA. Su mecanismo de
accion es igual a Daclizumab, actuando contra la cadena a del IL-2R (CD25). Su

administracion es por via parenteral o como perfusién intravenosa durante 20 - 30
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minutos. Puede producir reacciones de hipersensibilidad severas y agudas tanto en
exposicidn inicial como reexposicion a tratamiento. También puede causar desérdenes
linfoproliferativos e infecciones oportunistas como CMV. Su uso esta contraindicado en
embarazo y lactancia por poseer efectos potencialmente peligrosos para los

lactantes®.

3.1.5. Anticuerpos policlonales: ATG

Actula contra timocitos provocando una deplecion casi total de los linfocitos T. Provoca
la lisis de esta poblacion por activacién del sistema del complemento y posterior
fagocitacion de las células T opsonizadas. Una pequeiia porcidn de estos linfocitos puede
sobrevivir mediante una adaptacién y son capaces de regular negativamente la
expresion del CD3 de membrana??l. La dosis suele variar entre 1.5 -5 mg/Kg/dia con una
duracién oscilante entre 7 y 14 dias postrasplante. Se administra a través de un catéter
venoso central diluido en suero salino o glucosado de forma lenta, unas 6-8 horas.
Actualmente el uso de ATG estd generalizado en TC, se reserva para situaciones

especificas en TRy es excepcional en TH2,

3.1.6. Inhibidores de la sefial de proliferacion: mTOR. Everolimus

Everolimus actia como inhibidor de la sefial de proliferacién mTOR provocando la
alteracion en la traduccion de ciertos RNA mensajeros que codifican proteinas
importantes del ciclo celular, glucélisis y en la adaptacién a la hipoxia. Produce una
redistribucidn de los linfocitos T y B disminuyendo en sangre periférica y se acumulan
en los nddulos linfaticos y placas de Peyer’%’!, De este modo se reduce la infiltracion
linfocitaria del injerto mediante la modificacidn de los receptores de las quimiocinas de

los linfocitos.

En la actualidad normalmente se usa la terapia combinada, generalmente triple terapia,
en la que habrd un corticoide, un inhibidor de la CaN y un tercer farmaco de otro grupo,
lo que permite actuar a tres niveles diferentes y reducir la dosis de cada uno de ellos
debido a un efecto sinérgico'®. En la Figura 16 se muestra un esquema en la que se

puede observar en punto en el que interviene cada inmunosupresor.
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Figura 16. Representacion esquemdtica de los diferentes inmunosupresores utilizados en

trasplante de drgano sdlido
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3.2. REGIMENES DE INMUNOSUPRESION EN TRASPLANTE: INDUCCION Y
MANTENIMIENTO

Existen varios regimenes en el uso de inmunosupresores, el primero es el de induccién.
Consiste en la aplicacién del tratamiento en los primeros momentos del TOS, con el
objetivo de evitar el RA. Durante este periodo se emplean dosis mas altas de farmacos,
su duracioén no estd establecida y se administran varias drogas, lo que ha dado lugar a la
realizacion de varios protocolos que dependen del centro, de las caracteristicas del
enfermo y del tipo de trasplante, logrando una terapia individualizada. Estas dosis de
inmunosupresores se van disminuyendo con el tiempo, lo que da lugar a un nuevo
periodo, llamado de mantenimiento. En esta nueva fase lo mas importante es evitar el
rechazo sin poner en riesgo la vida del paciente!?3, La individualizacion de la fase de

induccion consiste en conseguir el equilibrio entre eficacia y baja nefrotoxicidad. La fase
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de rescate se aplica cuando ha habido fallo del injerto, rechazo o ha fracasado el
tratamiento inmunosupresor que se le estaba aplicando. Si esto ocurre, se modifica la
dosis o el tipo de terapia. Lo éptimo es lograr una inmunosupresiéon que reduzca al

maximo el RA y no genere infeccidn ni lleve a una neoplasia®.
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Al debilitar el SI del receptor por el uso de inmunosupresores se produce un aumento
del riesgo de padecer infecciones y favorecer la aparicion de procesos neopldsicos al

quedar bloqueada la respuesta inmunitaria (Figura 17).

Figura 17. Balance del efecto del uso de terapia inmunosupresora en trasplante de drganos
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Las infecciones presentes durante el primer mes postrasplante son las habituales que
podrian darse en cualquier intervencidn quirdrgica: neumonia, infeccion del catéter
intravenoso o herida quirurgica e infecciones del tracto urinario (ITU). Exceptuando
posibles reactivaciones del virus de herpes simple (VHS), durante este mes no se
observan infecciones relacionadas con la deplecidn de los linfocitos T. Es a partir del
primer mes cuando aparecen infecciones oportunistas relacionadas con la célula T1%. A
partir de los 6 meses postrasplante pueden aparecer reactivaciones virales o infecciones
virales crdnicas. Las infecciones causadas por el virus varicela zoster (VVZ) pueden darse
en cualquier momento. También pueden aparecer sindromes linfoproliferativos
asociados al virus de Epstein Barr (SLP-EB) a mas largo plazo. Los SLP son alteraciones
gue pueden variar desde una expansién policlonal benigna de células B hasta diversas
neoplasias originadas en células linfoides en diferentes estados madurativos

(gammapatias monoclonales, linfomas, leucemias)'®. Las infecciones mas frecuentes
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son las bacterianas, seguidas de las viricas y en menor proporcién las causadas por
hongos y protozoos. Estas infecciones aparecen principalmente en los 3 meses

posteriores al trasplante.

a. INFECCIONES BACTERIANAS

Las infecciones ocasionadas por bacterias son las mds comunes y las que provocan una
mayor mortalidad. La incidencia de éstas en TC es entre un 21- 30%, aumentando a un
47% en TRy a un 54% en TP. El diagndstico se torna complicado debido a la atenuacién

de las manifestaciones clinicas causado por la inmunosupresion.

I Infecciones bacterianas en trasplante cardiaco

Después del TC, la infeccién es la primera causa de mortalidad durante el primer ano,
siendo la bacteriana la etiologia mas comun con la mitad de los pacientes trasplantados
afectados. La neumonia es la infeccién con mayor prevalencia (28% de los casos). En la
mitad de los casos, la neumonia estd ocasionada por organismos nosocomiales96:108,
Una de las complicaciones propias de este tipo de trasplante es la mediastinitis o
complicacién de la herida, un hecho grave y de dificil diagndstico que pone en riesgo la

vida de los pacientes y que es agravado por el estado de inmunosupresiéoni®,

. Infecciones bacterianas en trasplante pulmonar

Los pulmones son érganos con contacto directo con el medio exterior, por lo que las
complicaciones infecciosas son frecuentes en pacientes trasplantados, siendo una de las
causas mas importantes de mortalidad temprana y tardia. Ademds del pulmdn, la
cavidad toracica también se ve afectada ya que, durante el postrasplante, la integridad
de la pleura se ve afectada, no se recupera y el mediastino deja de existir al perderse el
espacio pleural*'®, En la actualidad, y gracias a la profilaxis, se ha reducido la incidencia
y han disminuido los periodos de apariciéon de infecciones causadas por diferentes
organismos, principalmente virus y hongos*!. La transmisién de bacterias a través del
injerto es muy alta en este tipo de trasplante debido a la colonizaciéon bronquial,
llegando a darse en un 50% de los casos. Para evitarlo se recomienda hacer cultivos de
secreciones respiratorias del donante para poder establecer un tratamiento antibiético

profilactico. Este fenémeno es raro en el resto de TOS!*2,
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Il Infecciones bacterianas en trasplante renal

La infeccién bacteriana es la primera causa de infeccion durante el primer mes
postrasplante, y la segunda tras la virica pasados los 60 dias. Las ITU son las infecciones
mas habituales, con una etiologia similar a pacientes no trasplantados, causadas por E.

coli, pseudomonas y levaduras®’

. Si llegan a ser recidivantes, hay que buscar la causa
como estenosis y reflujo uretral o vejiga neurégena. La neumonia bacteriana es mas
tipica de otros TOS y menor que la causada por CMV. Las infecciones cuyo foco es la
herida quirdrgica son poco probables, pero si ocurren son un problema grave, todavia

mayor si se ve afectado el espacio perinéfrico!3-11>,

b. INFECCIONES VIRICAS

Las infecciones viricas en TOS tienen diversas consecuencias. En primer lugar, esta el
hecho en si de la infeccion, pero por otra parte, poseen un efecto inmunomodulador
que favorece la aparicion de episodios de rechazo o infecciones recurrentes con el
posible desarrollo de neoplasias. La seronegatividad especifica del paciente frente a
virus antes del trasplante es un factor de riesgo para contraer primoinfeccion
postrasplante, siendo la mayoria reactivaciones de virus latentes. Este riesgo todavia es
mayor si el donante presenta seropositividad. El uso de anticuerpos antilifocitarios
facilita las infecciones virales oportunistas. El virus mas frecuente en TOS es VHS, pero
también existe una gran susceptibilidad a CMV, adenovirus, virus respiratorio sincitial

(VRS) o influenza.

I Infeccion por CMV

Es la complicacidn virica mas frecuente en TOS. Se ha observado que entre un 60 y un
90% de los trasplantados sufren infeccion por CMV en torno al segundo o tercer mes
postrasplante®, Cuando se aisla CMV en una muestra no implica que haya enfermedad
activa ya que, al igual que el resto de los virus tipo herpes, puede permanecer latente
en los tejidos durante largos periodos de tiempo y reactivarse cuando la
inmunocompetencia se ve comprometida. Cuando el receptor es seronegativo y el
donante seropositivo la infeccién puede adquirirse a través del drgano trasplantado o

por contaminacion con los productos sanguineos durante el proceso quirlrgico, lo que
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provoca en el paciente un alto riesgo de desarrollo de enfermedad®'”18, La infeccidon
por este virus es infrecuente a partir del 6 mes y puede causar enfermedad directa
provocando fiebres, mialgia y mal estado general, o puede progresar y hacerse drgano-
especifica. Si ocurre esta progresion los sintomas son de mayor gravedad y dependen

del érgano trasplantado: hepatitis, nefritis, carditis, etc.

Il. Infeccién por VHS

La infeccién por VHS es el resultado de una reactivacion latente. Su clinica es leve y
aparece en las primeras semanas postrasplante. Suele manifestarse como herpes labial,
pero debido al estado inmunoldgico del paciente puede complicarse y cursar con clinica
mas severa pudiendo ocasionar Ulceras graves en piel y mucosas, o viscerales

(neumonitis, hepatitis...)**8.
M. Infeccién por VVZ

Cursa con dos clinicas diferentes, primoinfeccion como varicela y reactivacion como
herpes zoster. La mayoria de los pacientes trasplantados, adultos, son seropositivos y
no se han observado evidencias de que este tipo de infeccion llegue a través del injerto
trasplantado. La varicela es una infeccion diseminada que cursa con neumonia
hemorragica, hepatitis o encefalitis. El TOS mas afectado por este tipo de infeccidn es el
TP, que cursa con una clinica de neumonia de 3 a 7 dias postrasplante tras lesiones
cutaneas. En cambio, la infeccion por Herpes Zoster aparece a partir del sexto mes con

una incidencia entre 5 - 13%1°.

V. Infeccién por VEB

Cursa con mononucleosis infecciosa similar a la de personas inmunocompetentes. Se
asocia directamente al desarrollo de SLP-EB, con una incidencia del 1- 14% 196118 posee
una clinica muy variada y multifocal que incluye afectacion visceral y del érgano
trasplantado. Se han identificado factores de riesgo en el desarrollo de SLP-EB como la

seronegatividad del paciente, el uso de Tac o enfermedad por CMV.
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En la practica clinica se han implementado estrategias de monitorizacion inmunoldgica
durante el periodo de seguimiento postrasplante cuyo objetivo es el ajuste del

tratamiento con arreglo al estado global de inmunosupresién de cada paciente!?°,

Hasta la fecha, la estrategia con un grado significativo de implantacién asistencial se
limita a la monitorizacién de los niveles plasmaticos de farmacos inmunosupresores. La
busqueda de biomarcadores sensibles y especificos cuya determinacion sea sencilla y
reproducible desde un punto de vista técnico es de vital importancia para poder tomar
decisiones terapéuticas'®>1?%122, |os esfuerzos se han centrado en la bldsqueda de
marcadores de rechazo, pero en los ultimos afios han aumentado el nimero de trabajos
dedicados a la busqueda de marcadores capaces de identificar el riesgo de desarrollo de
infecciones en pacientes trasplantados. El objetivo es la elaboracion de un score o escala
multidimensional que incorpore varios biomarcadores que permitan asociar un riesgo

concreto de infeccidon y rechazo a cada paciente!?*,

5.1. MARCADORES ASOCIADOS A INFECCION POSTRASPLANTE

Las estrategias de monitorizacidn inmunoldgica actuales se centran en la naturaleza no
patdégeno especifica, es decir, que no estd centrada en un determinado

microorganismo?8,

e Niveles séricos de inmunoglobulinas

Numerosos estudios relacionan los niveles bajos de Igs con un mayor riesgo de infeccién.
En concreto, la hipogammaglobulinemia (HGG) asociada a 1gG ha sido evaluada y
recientemente ha sido publicado un meta- analisis donde la coloca como factor de riesgo
en TOS'%3. La HGG se define como leve (500- 700 mg/dl), moderada (350- 500 mg/dl) o
severa (<350 mg/dl)1?4125, Estos resultados coinciden con los obtenidos por nuestro
grupo en el HGUGM en un estudio prospectivo multicéntrico realizado en 170 pacientes

TC donde un 31,2% de ellos desarrollaba al menos una infeccion severa. Aquellos
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pacientes con valores de IgG< 600 mg/dl en la semana post- trasplante tenian un mayor
riesgo de desarrollo de infecciones en general, bacterianas en particular y enfermedad
por CMV?'?6, Estos resultados también se han observado en TP, donde un estudio
multicéntrico prospectivo de 82 pacientes trasplantados asocia niveles bajos de IgG
(<600 mg/dl) a la semana post- trasplante a un riesgo mayor de infeccién por CMV e
infecciones fungicas'?’. En un metaanlisis realizado a partir de 579 TR la prevalencia de
HGG IgG a lo largo del primer afio postrasplante fue del 40%, siendo grave hasta en el
8% de los casos'?®, Otro estudio demuestra que los receptores de TR con HGG de
cualquier clase (IgG, IgA, 1gM) en el primer mes postrasplante presentan una mayor

incidencia de infeccion bacteriana a lo largo de los meses siguientes!?8,

e Niveles séricos de componentes de factores del complemento

En TC se ha observado que los niveles disminuyen tras el trasplante. Debido a la posicién
clave que ocupa C3 en la cascada del complemento se ha revelado como marcador mas
util que C4. En concreto, en un estudio de 270 TR la hipocomplementemia C3 (HCC3< 80
mg/dl) en el primer mes estuvo presente en el 20% de los pacientes y fue identificada
como factor de riesgo independiente de infeccién global o bacteriana en el periodo
postrasplante!?®131, Esta tendencia también se ha demostrado en TC y trasplante

hepatico.

e Cuantificacion de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica

El recuento de linfocitos CD4+ se realiza desde hace décadas para detectar el riesgo de
infecciones oportunistas en pacientes infectados por el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) y ajustar la profilaxis'32. También se ha descrito que niveles de células T
CD4+ menores a 350 células/pL son factor de riesgo de infecciones en TC'?4, En este
trabajo la presencia de linfopenia CD4 a la semana combinada con otras deficiencias
como hipogammaglobulinemia, hipocomplementemia y/o nivel bajo de células NK

configuraban un score inmunoldgico de riesgo de infeccidn!?*
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5.2. MARCADORES ASOCIADOS A RECHAZO

El diagndstico de rechazo ha sido, y es, un tema controvertido por lo complicado de la
deteccion de signos de rechazo incluso antes de que se produzcan manifestaciones
clinicas debido al uso de terapia inmunosupresora. La monitorizacion clasica de rechazo
consiste en la realizacién de biopsias seriadas y establecidas en el tiempo por
protocolo!®3. Una biopsia no deja de ser un método invasivo que conlleva sus riesgos y
gue ademads, no sirve para predecir el rechazo, sino para confirmarlo. Dos marcadores
establecidos desde los afios noventa por P. Terasaki3*'3> para la deteccion de RH o
mediado por anticuerpos es el depdsito de C4d y C3d en tejido. Los depdsitos en biopsias
de estos marcadores sirvieron para que se establecieran los criterios de RH!%. La
deteccidon de anticuerpos DSA postrasplante en sangre, marcadores bioquimicos como
creatinina o el contaje de linfocitos totales también han permitido conocer el estado del
paciente. La busqueda actual estd centrada en la identificacion de marcadores de

tolerancia en pacientes que han desarrollado TO>.

5.3. POSIBLES MARCADORES ESTUDIADOS EN ESTA TESIS DOCTORAL

5.3.1. Adenosina 5 -trifosfato (ATP)

El adenosin 5°- trifosfato, adenosina trifosfato o ATP se considera una molécula esencial
en procesos energéticos y metabdlicos de las células y precursora de una serie de
enzimas esenciales como el NAD+ o la coenzima A3’ El ATP esta formado por una base
de adenina, una ribosa y tres grupos fosfato. Su férmula molecular es CioH16Ns013P3,
posee una masa molecular de 507.18 g/mol y tiene caracter ligeramente acido (pH=6.5).
Las células son capaces de mantener una proporcién ATP a ADP miles de veces superior,

garantizando asi la obtencidn de energia.

Actla de este modo como sefalizador extra e intracelular, papel importante tanto en el
sistema nervioso central como el periférico ademas, estd involucrada en una de las vias
de activacidon mds importantes a través del aumento de AMPc y de calcio intracelular a
través del adenilato ciclasa (AC), (Figura 18)'*. El ATP es liberado por las células de

forma basal y aumenta por estimulos como inflamacion o hipoxia. La cuantificacién de
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ATP en las células del Sl en TOS nos permitira conocer el estado inmunocompetente del

paciente, como recientemente ha demostrado un ensayo clinico.

Figura 18. Esquema de activacion de la Adenilato ciclasa y transmision de sefiales a través de
AMPc
O (ligando
Adenifato

ciclasa

Inactiva Aectiva

Fuente: Khan Academy; Vias de transmision de sefial

5.3.2. Factor activador de célula B. BAFF

BAFF (B cell activating factor), también conocido como BLyS, TALL-1 and TANK, es un
miembro de la superfamilia TNF conocido por su papel en la supervivencia y maduracién
de las células B*3% Su gen codifica una proteina de membrana tipo Il de 185 aminodcidos.
Una forma de 152 aminoacidos puede ser procesada de la membrana y encontrarse en
suero humano de forma soluble!3%142 Existe una isoforma alternativa conservada capaz
de formar hetero-multimeros con BAFF y actuar como regulador negativo de su
cesecrecién!®3. BAFF es producido por numerosos tipos de células y tejidos, incluyendo

monocitos, macrofagos, neutréfilos, DC, linfocitos T, bazo, nédulo linfatico y MO44-147,

BAFF es ligando de los ultimos tres receptores TNF de los miembros de la superfamilia
(TNFRSF): Antigeno de maduracion B (BCMA/TNFRSF17), activador de membrana,
modulador de Calcio y ligando de la Ciclofilinas (TACI/TNFRSF13B) y receptor de BAFF
(BAFFR) 148154 TACl y BCMA son receptores de BAFF y APRIL, mientras que BAFFR es
especifico de BAFF'>4, (Figura 19).
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Estudios en ratones genéticamente modificados evidencian que BAFF juega un papel
importante en la maduracién y supervivencia de los linfocitos B. Ratones Knockout
exhiben una pérdida de células B foliculares y marginal zone en bazo y nddulos linfaticos,
mientras que las células de la MO y las B1 del peritoneo generalmente no se ven
afectadas'®>. BAFF es necesario para la transicion 6ptima de las fases T1 a T2 y puede
incluir procesos de sobrerregulacion o infra regulaciéon de miembros anti o pro-

apoptoticos de la familia Bcl-2, respectivamente®?®,

La sobreexpresion de BAFF en ratones transgénicos conlleva un aumento en el nimero
de células B en bazo y nddulo linfoide acompafiado de expansion folicular e incremento
del nimero y tamafio de los centros germinales'®’. Estos ratones exhiben un fenotipo
similar a trastornos autoinmunes, incluyendo elevado numero de autoanticuerpos,
depdsito de Igs en rifiones y glomerulonefritis acompafiada de disfuncién renal,

similares a las encontradas en lupus eritematoso sistémico (LES)*8.

Figura 19. Efectos del exceso del factor activador de célula B, BAFF
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Fuente: Role of B cells in the pathogenesis of systemic sclerosis.

ps.//doi.org/10.1016/j.revmed.2016.02.016

BAFF se encuentra elevado en el suero de pacientes con LES y sindrome de Sjogreny en

pacientes con artritis reumatoide los niveles de BAFF en suero se correlacionan con el
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titulo de anticuerpos'3®1#2, En la inmunodeficiencia variable comun (IDVC) en donde
existe una deficiencia en la produccién de anticuerpos se han encontrado niveles de
BAFF superiores a las concentraciones normales?>°. Consecuentemente, BAFF podria
actuar como diana potencial en terapia autoinmune. Estos estudios indican que valores
anormales de BAFF pueden, no sélo estar implicados en desérdenes autoinmunes, sino
también involucrados en el curso inmupatoldgico de RA y RC en TOS. Recientemente se
han encontrado niveles de BAFF pretrasplante renal significativamente superiores en

pacientes sensibilizados!,

5.3.3. Factores de complemento: C3d y C4d

El RH se caracteriza por la presencia de depdsito de complemento C4d y C3d en biopsias
endomiocardicas (BEM) y el hallazgo de anticuerpos citotéxicos anti HLA circulantes. Se
ha introducido el término de rechazo mixto basandose en la identificacion de
componentes celulares y humorales simultdneamente. Se propone el estudio de estos
componentes en biopsias para ampliar el perfil de evaluacion del paciente
trasplantado162. C3d y C4d son moléculas producto de la lisis de los factores de
complemento C3 y C4 que se unen de manera covalente a los tejidos y actian como
opsoninas implicadas en rechazo del injerto. C4d suele indiciar activacion por la via
clasica y es mas duradero en el tejido. Su utilidad ha sido demostrada en biopsias
renales, pero en cardiacas suele dar falsos positivos, resultando no ser util en
seguimiento. Por ello, algunas instituciones utilizan habitualmente CD68 o C3d como
parte de su investigacion de rechazo mediado por anticuerpos. El componente C3 del
complemento juega un papel esencial en la activacion del sistema de complemento,
necesario para las vias clasica y alternatival63. La detecciéon de C3d en biopsias es

indicativo de RA con alta probabilidad de posterior pérdida del injerto por RC164.

5.3.4. Interleucina-10

IL-10 es una citocina pleiotrépica de tipo Il que juega un papel importante como
reguladora de la funcion de las células mieloides y linfoides. La IL-10 es producida por

distintos tipos de células del Sl y ha ganado importancia al asociarse a la poblacién
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celular B10/ Breg (Figura 20), pero también se observa en queranocitos de la piel,

ciertas células tumorales y epiteliales.

La proteina cuenta con 160 aminoacidos que le confieren una masa de 18.5 kDa'%>172 y
se encuentra como homodimero en solucién, con una masa molecular de 39 kDa'’!. El
gen de la IL-10 en humanos se encuentra en el cromosoma 1y presenta una Unica copia

en el genomal’3,

Su principal funcién es disminuir y regular la respuesta inflamatoria producida por DCy
macréfagos, actuando como potente supresor de las funciones efectoras y reduciendo
las respuestas adaptativas de los linfocitos CD4+74. Su produccidn estd perjudicada por
citocinas como IL-4, IL-13 e IFN- y, y también por su propia autorregulacion. Se considera
un potente inhibidor de la presentacién antigénica, pues reduce la expresién del MHC-
Il'y de las moléculas accesorias de coestimulacién CD80 y CD86 en DC. Esta inhibicion en
la maduracion de las DC provoca la disminucién de citocinas inflamatorias como IFN-y,
IL-4 e IL-5 producidas por las células T, o TNF-a e IL-1 producidas por macréfagos.
Ademas, IL-10 participa regulando la proliferacién y diferenciacién de los linfocitos B,

mastocitos y timocitos'®®, por lo que su accidn no es siempre inhibitoria.

Figura 20. Interleucina-10 (IL-10), Receptor de IL-10y células del sistema inmunitario relacionadas

con esta citocina.
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Fuente: Interleukin-10: new perspectives on an old cytokine. Immunol Rev. 226: 205-218
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IL-10 es secretada en grandes cantidades por tejidos mucosos como el intestino o los
pulmones, lugares donde las respuestas inmunoldgicas indeseadas o incontroladas
pueden llegar a causar dafios grandes. Su capacidad inmunosupresora sobre las células
Th1 la hace posible candidata a uso clinico en TOS como prevencion del rechazo!’4.
Datos publicados en Journal Immunology y en Transplantation, demuestran que es
posible prolongar la sobrevida del corazén trasplantado, en ratas, si se usa un vector
retroviral que codifica para IL-10. IL-10 también se ha mostrado elevada en infecciones

176

parasitarias como Schistosoma mansonil’>, Leishmanial’®, Toxoplasma gondiil®® y

Trypanosoma’®y, ademads, en infecciones por micobacterias y VIH?’,
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II. Hipdtesis y Objetivos

Desde el punto de vista de la inmunologia del trasplante no existe un protocolo definido
para la monitorizacidn del paciente, con la excepcion de los estudios de aloinmunidad.
Nuestra experiencia en inmunologia clinica nos demuestra que el estado de
inmunocompetencia de los pacientes se puede evaluar y que ademds, muestra rasgos

caracteristicos e individuales de susceptibilidad a complicaciones postrasplante.

Considerar el estado de inmunocompetencia del paciente normal es un error, puesto
que vienen con patologias de base que afectan al estado de salud de su sistema

inmunolégico.

Tras el trasplante se asumen alteraciones inmunoldgicas que comprometen su estado
inmunocompetente aumentando el riesgo de episodios de infeccién y rechazo, pero
rutinariamente no se cuantifican mas alld de un hemograma, pruebas de tuberculina o

de serologias a virus.

La ausencia de biomarcadores validados que permitan realizar una intervencién
oportuna que permita anticiparnos al evento y disminuir la morbimortalidad en estos

pacientes es una de las principales razones de este estudio.

En base a estas consideraciones sugerimos que:

- Eneltrasplante de 6rgano sdlido la terapia inmunosupresora causa alteraciones
cuantitativas y funcionales tanto en la inmunidad celular como en la humoral, y

gue éstas comprometen el estado inmunocompetente del paciente.

- La identificacién de alteraciones inmunoldgicas en el periodo pretrasplante y

postrasplante en distintos tiempos podria indicarnos mayor o menos riesgo de

desarrollo de complicaciones postrasplante, como las infecciones y/o el rechazo.
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2.1. OBJETIVOS GENERALES

2.1.1. Evaluar el estado de inmunocompetencia del paciente pre y postrasplante
mediante el estudio de distintos biomarcadores inmunolégicos relacionados con el

linfocito B, como factores solubles y subpoblaciones linfocitarias.

2.1.2. Identificar marcadores inmunoldgicos relacionados con el linfocito B como

factores de riesgo de desarrollo de infecciones y rechazo en TOS.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Descripcion de poblaciones linfocitarias y de los niveles de parametros de

inmunidad humoral pre y postrasplante en los diferentes tiempos de estudio.

2.2.2. Establecer la asociacion existente entre las alteraciones fenotipicas de
subpoblaciones linfocitarias en distintos tiempos y el desarrollo de eventos infecciosos

y de rechazo en el periodo postrasplante.

2.2.5. Establecer la asociacidn existente entre las alteraciones de inmunidad humoral en

distintos tiempos pre y postrasplante y el desarrollo de eventos infecciosos y rechazo.

2.2.6. Cuantificar los niveles de ATP en un grupo de trasplantados cardiacos y su

asociacién con el desarrollo de enfermedad vascular del injerto
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I1l. Materiales y Métodos

1.1. MATERIAL DE LABORATORIO

. Material estéril
- Puntas blancas, amarillas y azules
- Pipetasde5, 10,20y 50 ml
- Eppendorfs de plastico
- Tubos de plastico para centrifuga de 10 ml
- Placas de 96 pocillos de plastico de fondo plano (Deltalab)
e  Material no estéril
- Puntas blancas, amarillas y azules
- Frascos de vidrio para almacenar disoluciones/ tampones
- Eppendorfs de plastico
- Tubos de plastico para citometria de flujo
- Erlenmeyer de vidrio
- Probeta de vidrio
- Tubos de plastico de centrifuga
- Tubos de suero de plastico
- Pipeta Pasteur 3 ml
- Tubos de polipropileno
e Maquinaria empleada
- Centrifuga
- Campana de flujo laminar
- Citédmetro de flujo Gallios (Beckman Coulter, BC)
- Estufade COzal 5%y 37°C
- Lector de placas (Labtech LT 4000, Labtech, Inc., Massachusetts, EE. UU)
- Agitador de placas horizontal
- Aspirador de placas (Lavador automatico)
- Pipetas automaticas

- Inmunohistoquimica (BenchMark Ultra de Roche)
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1.2. MATERIAL BIOLOGICO

o Pacientes y controles

El presente trabajo ha sido realizado bajo la aprobacién del comité de ética e
investigacion clinica (CEIC) del HGUGM. Todos los pacientes que han formado parte de
este estudio han sido informados y se les solicitd un consentimiento informado para la
publicacién de los datos, siempre y cuando éstos sean de forma andnima. El proyecto

plantea varios estudios independientes que se detallardan mds adelante.

Para establecer valores de referencia de los estudios sobre suero y plasma se contdé con
58 controles sanos (Tabla 1) y un grupo de 95 para el estudio de poblaciones celulares,

con una distribucidn de sexo y edad similar y comparable con el grupo de estudio.

Para el estudio se analizaron muestras de 217 pacientes trasplantados cardiacos, con
fechas desde el 2006 hasta el 2015; 97 trasplantados renales desde el afio 2014 al 2016
y 82 trasplantados pulmonares desde 2009 a 2012 (Tabla 2).

También contamos con un estudio trasversal en el que se incluye un grupo de pacientes
TC de larga duracién con diagnodstico de EVI (N= 21) en diferentes grados y otro grupo
de pacientes sin complicaciones postrasplante cardiaco denominados controles

quirargicos con tiempos postrasplante similares (CQ, N= 10).

Tabla 1. Caracteristicas demogrdficas del grupo control sano

CS Células CS Solubles
N 95 58
Edad (rango) 54.68 (25-67) 49.68 (28-63)
Hombre/Mujer (%) 63.8/36.2 46.2/53.8

CS. Controles Sanos.
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Tabla 2: Caracteristicas demogrdficas de los pacientes de estudio de trasplante de drgano solido

TC TP TR
N 217 1236 97
Edad (rango) 54.65 (20-73) 52.71 (16-69) 54.59 (20-81)
Hombre/ Mujer (%) 73.3/26.7 64.7/35.3 67/33
TOS Urgente (%) 25.7 9.8 5.4
Infeccién previa al TOS V) (%) 10.8 40.2 20.6
Infecciones seguimiento @ (%) 49.1 50.0 40.0
Infecciones CMV @ (%)
Sistémica 9.5 9.8 14.9
Especifica 6rgano 4.7 SD SD
Infeccion CMV asintomatica 34.8 SD SD
Serologia CMV receptor- positiva 87.6 83.5 87.9
Serologia CMV donante- positiva 85.5 77.1 86.5
Otras infecciones (%)
Bacteriana 61.8 67.3 54.1
Virica 249 9.4 25.7
Fungica 10.3 10.9 19.5
Parasitaria 2.8 1.9 0.0
Rechazo (%)
Rechazos primer afio 18.6 39.0 21.5
Rechazos en seguimiento 21.6 36.6 SD
Rechazo humoral 3.2 SD 8.1
Rechazo crénico 11.2 14.7 9.0

(1) Infeccion en la semana previa al TOS o bien con tratamiento antibidtico intravenoso por fiebre.

(2) Infecciones durante los primeros 6 meses en trasplante pulmonar y renal y primer afio en
cardiaco. (3) Al menos dos antigenemias positivas. (4) Episodio clinico, ecocardiogrdfico o
anatomopatoldgico tratado con corticoides. (5) Estudio pre trasplante de pulmon, 82 de los cuales
se trasplantaron. SD: Sin datos.

Los tiempos de seguimiento son pretrasplante, obteniéndose la muestra cuando el
paciente entro en lista de espera, semana, mes, tres meses, 6 meses y afio postrasplante
para TC. Para TR y TP el seguimiento se detiene a los 6 meses. En el caso del grupo CS

fue suficiente una Unica determinacidn para establecer los valores basales.
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e Muestras sanguineas

De cada paciente se recogieron 5 ml de sangre periférica, por punto de estudio, en tubos
tratados con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) de Vacuette. Las muestras para el
estudio de citometria de flujo (CMF) deben mantenerse a temperatura ambiente y

manipularse el mismo dia de la extraccion.
. Suero

Las muestras para la construccion de la seroteca se obtuvieron al mismo tiempo que las
extraidas por protocolo clinico, evitando asi nuevas extracciones. La sangre periférica se
extrajo en tubo seco de 5 ml (ZSerum Sep Clot Activator, Vacuette) por parte de distintas
unidades de enfermeria del hospital. El suero se obtuvo mediante centrifugaciéon a 1600
x g durante 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se recolectaron dos
alicuotas de 500 pl del mismo almacenadas a -80°C hasta su utilizacion. Las muestras de
TP de los centros participantes en el estudio multicéntrico fueron enviadas al centro
coordinador, el HGUGM, donde se testaron todos los parametros inmunoldgicos
incluidos en esta tesis. El laboratorio estd acreditado por norma 15189 de ENAC,

responsable de controlar los procesos analiticos y la calidad de los resultados.

° Plasma

Ciertos ELISAS (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) utilizados en esta tesis admitian
un uso indiferenciado entre muestras de plasma o suero. En estos casos preferimos
extraer el plasma mediante centrifugacion a 1000 x g durante 30 minutos de las
muestras sanguineas, evitando asi una nueva extraccidn. Estas muestras fueron tratadas
de igual manera que los sueros, quedando almacenadas en alicuotas a -80°C hasta su
utilizacion.
. Biopsias cardiacas

El estudio incluye 78 BEM procedentes de pacientes trasplantados cardiacos que
sufrieron rechazo celular agudo segun la ISHLT (Tabla 3). El grupo control incluyé 24
biopsias obtenidas de 24 pacientes sin signos de rechazo durante el primer afio

postrasplante. Las muestras histolédgicas fueron recogidas del archivo del departamento

de anatomia patoldgica del servicio del hospital Gregorio Marafién.
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Tabla 3. Nueva clasificacidn del rechazo celular por la ISHLT*

GRADO ISHLT CARACTERISTICAS

0 0 Ausencia de rechazo

Rechazo celular agudo. Infiltrado perivascular o intersticial focal de grandes

1A . . ) .
linfocitos sin necrosis
1 1B Rechazo agudo leve con infiltrado linfocitario difuso sin necrosis
) Rechazo celular agudo con infiltrado linfocitario focal. Puede existir dafo
miocitico
3A Infiltrado agresivo multifocal con o sin dafio miocitico
2
3B Proceso inflamatorio difuso severo con necrosis miocitica
3 4 Infiltrado inflamatorio polimorfo difuso, con edema, hemorragia, vasculitis.

Existe necrosis miocitica

1.3.SOLUCIONES, TAMPONES Y REACTIVOS PARA ELISA

° 1x PBS (Buffer de reconstitucion)

1 sobre de tampdn fosfato salino (PBS) P3813, Sigma, St. Louis. MO. EE. UU.
(Almacenar a temperatura ambiente). Agua destilada cantidad suficiente para (c.s.p)
1000 ml.

Ajustar pH a 7,2- 7,4. Conservar a 42C

o PBS1X/ Tween20,0.05% (Buffer de lavado)
Tween 20: 125 pul
PBS1X: c.s.p. 250 ml
Conservar a 42C en nevera
° PBS1X/ BSA ,1% (Buffer de dilucion de anticuerpos)
Albumina bovina (BSA): 2 g
PBS1X: c.s.p. 200 ml

Conservar a 42C en nevera.
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PBS1X/ BSA ,5% (Buffer de bloqueo)
BSA: 5 g
PBS1X: c.s.p. 100 ml
Conservar a 42C en nevera.
e PBS1X/ Azida ,0.09% (Buffer de reconstitucion)

Azida sddico (10%): 0.5 ul
PBS1X c.s.p. 55 ml

Conservar en nevera a 42C
e BS1X/BSA,1%/ Tween20,0.1%. (Buffer diluyente de HRP)
BSA:1g
Tween 20: 0.1 ml
PBS1X c.s.p. 100 ml
Conservar en nevera a 42C
e Reactivo de frenado para ELISA (H2SO4, 1M)
H2S04(98%, d= 1.84 g/ml): 54 ml

Agua destilada: c.s.p. 1000 ml|

1.4.SOLUCIONES, TAMPONES Y REACTIVOS PARA CITOMETRIA DE FLUO
° PBS1X

1 sobre de PBS P3813, Sigma, St. Louis. MO. EE. UU. (Almacenar a temperatura
ambiente)

Agua destilada c.s.p. 1000 ml.

Ajustar pH a 7,2- 7,4. Conservar a 42C

° Reactivo de lisis (Facslysing solution, Becton Dickinson, San José, CA).
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1.5.PROGRAMAS ESTADISTICOS E INFORMATICOS
o Andlisis y adquisicion de Datos en Citometria de Flujo
Los archivos LMD se adquieren y analizan empleando:
e Kaluza Flow Cytometry Analysis Software (Beckman Coulter)

Se empled para el analisis de los todos los datos obtenidos por CMF de esta tesis
doctoral, determinacién de porcentajes de células positivas y negativas para cada
marcador estudiado, asi como la intensidad media de fluorescencia (MFI). También se

empled para la construccién de Dot- Plots e Histogramas presentados en esta tesis.
e Infinicyt™ Flow Cytometry Software (Cytognos)

Se trata de otro programa de analisis de datos obtenidos mediante CMF. Esta dotado de
todas las caracteristicas para el analisis de datos y creacidon de Dot-Plots e histogramas,
pero tiene un uso mas orientado a la clinica y el analisis de enfermedades

hematoldgicas.
e Flowing Software

Flowing Software es un programa de libre acceso para el analisis de datos obtenidos
mediante CMF. Surge como resultado de un proyecto de investigacion llevado a cabo
por Perttu Terho en el Departamento de Biotecnologia de la Universidad de Turku

(Finlandia).

o Programas estadisticos

e SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU)

SPSS es un programa estadistico utilizado y reconocido a nivel mundial. Permite el
analisis y manejo de grandes bases de datos y posee una interfaz de facil manejo.

Incorpora la herramienta de construccién de graficos y tablas.
e GloRunner™ DXL Software (Turner Biosystems, CA, EE. UU)

Programa especifico del lumindmetro con exportacién directa de datos a Excel.

Disefiado para la obtencidn, almacenamiento e interpretacién de datos. Permite crear
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protocolos distintos para multiples ensayos. Mide la cantidad de luz emitida de una
reaccion quimica con una sensibilidad de 5x107* moles luciferasa, ajustando la recta de

calibrado y estableciendo la concentracién exacta de ATP en las muestras de estudio.
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Los métodos y técnicas empleadas en esta tesis doctoral fueron:

e CMF. Empleada sobre células sanguineas humanas.
e ELISA para la deteccién de BAFF e IL-10 en suero y/o plasma.
e Immuknow (Kit comercial para la deteccion de ATP en T CD4+).

¢ Inmunohistoquimica para la deteccion de C3d y C4d en biopsias cardiacas.

A continuacién, procedemos a su descripcion mas detallada.

2.1. METODOS EMPLEADOS SOBRE CELULAS

2.1.1. Pacientes y controles

e Estudio de maduracion B

Se llevé a cabo un analisis prospectivo longitudinal en 217 pacientes trasplantados
cardiacos estudiados entre el afio 2006 y el 2015 (Tabla 2). Durante ese tiempo también
se recluté una poblacién de controles sanos (N=95) para establecer los valores basales

de todas las variables de estudio.

Se analizaron las distintas subpoblaciones B en porcentaje relativo a los linfocitos totales
y en numeros absolutos, siendo posible gracias a la determinacion del recuento

linfocitario por el servicio de hematologia del HGUGM el mismo dia de estudio.

Los resultados incluyen la media, el error tipico de la media, mediana, desviacidn tipica,

valores minimo y maximo y percentil 5y 95.

e Estudio de fenotipo B regulador

Estudio transversal realizado durante los meses de julio y agosto del 2016. En este
tiempo se pudieron reclutar pacientes TC, TR y CS cuyas caracteristicas se muestran en

la siguiente tabla 4.
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Tabla 4. Variables demogrdficas de los pacientes incluidos en el estudio del fenotipo de células B

reqguladoras

(&) Pre_TC TC EVI TR
N 23 13 28 10 17
Edad 45.23 (32-66) 47.92(29-67) 55.89(29-73) 70.00(40-79) 54.12(26-72)
Dias post-TOS _ _ 306.00 6081.89 442.29
Sexo % (H/M) 34/66 65/35 88.9/11.1 70/30 70.6/29.4

CS: Controles sanos,; Pre-TC: Pacientes en estudio pretrasplante; TC: Trasplantados cardiacos; EVI:
Pacientes con enfermedad vascular del injerto; TR: Trasplantados renales.

Como en el caso anterior, los datos de las distintas subpoblaciones se expresan en
frecuencias relativas y valores absolutos en referencia al recuento linfocitario absoluto

obtenido en la analitica de la visita del mismo dia de estudio.

2.1.2. Caracterizacion de subpoblaciones de linfocitos B en sangre periférica humana

mediante citometria de flujo

Las células B se caracterizaron mediante CMF evaluando la presencia o ausencia de
marcadores de superficie que se muestran con detalle en la tabla 5. Se establecieron
dos tubos de estudio con distintos marcadores, uno denominado tubo de maduracion B
(tubo 1) y tubo B regulador (tubo 2). Las muestras se marcaron mediante fluorescencia

directa en combinaciones de hasta cinco colores.

Tabla 5. Marcadores y fluorocromos en el disefio fenotipico de las poblaciones de linfocitos

FITC PE PerCP APC PC7 PC5
Tubo 1
Maduracién B CD27 gD CD19 IgM _ _
Tubo 2
B reguladoras CD38 IgD _ CD19 CD27 CD24
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@
\
CD24 ‘ o
. CD38 ® ©
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Tubo maduracion Tubo B Regulador

A. Anticuerpos monoclonales empleados

En el estudio se emplearon los siguientes AcMo:

FITC Mouse anti- Human CD27 (BD Pharmigen) / PC7 Mouse anti- Human CD27
(Beckman Coulter). Se une especificamente a la molécula CD27, una proteina
transmembrana tipo | de 110 KDa. Esta presente en timocitos y linfocitos, en su
mayoria linfocitos T maduros, células B activadas y células NK. Se expresa en alta
concentracion en linfocitos T que han sido estimulados a través del TCR. CD27 se
une a CD70, también conocido como CD27 ligando (CD27L), y puede estar
implicado en la interaccidn de linfocitos Ty B.

PE Mouse anti- Human IgD (BD Pharmigen). Se une especificamente a la cadena
pesada de lainmunoglobulina D (IgD). IgD pertenece a la familia de las Igs y existe
como glucoproteina soluble o proteina transmembrana tipo | (mlgD). migD se
expresa en linfocitos maduros B naive, junto con IgM, y sirve como BCR. En
asociacién con otras moléculas sefalizadoras puede traducir sefales
intracelulares al linfocito B.

PerCP Mouse anti- Human CD19 (BD)/ APC Mouse anti- Human CD19 (BD). Este
anticuerpo se une de forma especifica a la proteina transmembrana CD19.
Perteneciente a la familia de las Igs se expresa de forma especifica en células B.
Su funcién bioldgica es unirse a moléculas como CD21 y CD81 y actuar como
correceptor de las células B (BCR).

APC Mouse anti- Human IgM (BD Pharmigen). Se une de manera especifica a la

cadena pesada de la inmunoglobulina humana M (IgM). Es expresada por la
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mayoria de linfocitos B maduros. Este anticuerpo no reacciona con otros isotipos

de cadena pesada de las Igs.

e FITC Mouse anti- Human CD38 (BD Pharmigen). Se une de modo especifico a
CD38. El antigeno CD38 es una glicoproteina de membrana tipo Il de 45KDa
presente en timocitos, células T activadas y células B diferenciadas (Células
Plasmaticas). CD38 se expresa también en otras células como monocitos,
macréfagos, DC, NK, precursores eritrociticos y algunas células epiteliales. Actua
como enzima que cataliza la sintesis e hidrdlisis del ion Calcio (Ca2+). Este
promoviendo el crecimiento celular, apoptosis y diferenciacion. Se une a CD31
actuando como molécula de adhesion a células endoteliales.

e PC5 Mouse anti- Human CD24 (Beckman Coulter). Este AcMo se une a la
molécula CD24, una sialoglicoproteina expresada en granulocitos maduros y

células B. Modula el crecimiento y diferenciacion de estas células.

B. Tincion de marcadores de superficie

La muestra sanguinea para el tubo de maduracion debe ser lavada en un paso previo a
la tincidn. Este proceso se realiza para eliminar la IgM presente en suero, ya que puede
interferir en el marcaje de la IgM de membrana por inhibicion competitiva del AcMo

anti-IgM.

Se lava 1 ml de sangre total con 9 ml de PBS1X, se vortea y centrifugaa 1700 rpm durante
5 minutos. Se elimina el sobrenadante por decantacién y se repite el lavado en las
mismas condiciones. Una vez la sangre total esta lavada, queda lista para el marcaje con

los AcMo.
El protocolo utilizado se describié por Feery et al. en 200577, De forma resumida:

e 100 ul de sangre se incuban con 5 ul de cada uno de los monoclonales presentes
en el tubo, en concentracion saturante.

e Seincuba la mezcla durante 20 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.

e Se afiaden 2 ml de solucién de lisis para eliminar los eritrocitos, células no
nucleadas de la sangre. Esta solucién lleva parafolmaldehido que tiene la funcidn

de fijar las muestras a la vez que las lisa.
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e Seincuba 15 minutos de nuevo, en oscuridad y a temperatura ambiente.

e Se centrifuga (1600 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente).

e Se elimina el sobrenadante y lava el sedimento con 2 ml de PBS1X para eliminar
el exceso de AcMo sin fijar. Centrifugar y lavar en las mismas condiciones.

e Se decanta el sobrenadante y resuspende las células fijadas y marcadas en 200
ul de PBS1X.

e Se lleva al citémetro de flujo para su adquisicion.

C. Adquisicion de datos

La calibracion, compensacion y adquisicidon de los datos se realizé en la unidad de CMF
del pabellén experimental de la fundacion biomédica Gregorio Maraiidn. El citémetro
de flujo Gallios estd dotado de tres ldseres con el que se pueden medir hasta 12

pardmetros.

e Laser Azul (488 nm, 22 mW): 5 fotomultiplicadores, capaz de medir también los
parametros dispersion de luz lateral (SSC) y frontal (FSC).
e Laser Rojo (638 nm, 25 mW): 3 fotomultiplicadores

e Laser Violeta (405 nm, 40 mW): 2 fotomultiplicadores.

Como condicidn para un andlisis dptimo se establecio la adquisicion de 50 000 eventos
en la regién correspondiente a los linfocitos, determinada por tamafo y complejidad
(FSC vs. SSC). A partir de esta poblacidn se establecen las demas mediante porcentajes

relativos.

D. Analisis de datos

Los datos generados mediante CMF se analizaron con Kaluza Software e Infinicyt
Software, y se realizaron un minimo de 2 veces cada uno. El histograma y el Dot Plot
fueron los formatos empleados con mas frecuencia por su sencillez y porque permiten
una rapida y clara visualizacién de los datos. Con la combinacidn de AcMo se es capaz
de analizar hasta 16 poblaciones distintas de células B en funcién a la expresion de

moléculas de superficie (Tabla 6).
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Tabla 6. Fenotipo de las subpoblaciones B de estudio

CD19 CD27 CD24 CD38 gD IigM

Maduracién

B totales +

CD19+ CD27- + -

B naive + - + +
B naive IgD + - + -
B naive IgM + - - +
B agotada o exhausted + - - -
B memoria + +

B memoria SCI + + + +
B memoria CCl + + - -
B memoria IgD + + + -
B memoria IgM + + - +

B Reguladoras

B reguladoras + high high

B memoria reguladora + high low

B maduras + int Int

B10 + + high

B transicionales + - high +

SCI: Sin cambio de isotipo,; CCl: Con cambio de isotipo

El porcentaje de algunas poblaciones B (CD19*, CD19* CD27" y memoria) es definido
directamente en la adquisicion. El porcentaje de las poblaciones restantes sera deducido

con respecto a las poblaciones anteriores.

En primer lugar, se seleccionan los linfocitos totales en funcién de las caracteristicas de

complejidad (FSC) y tamafio (SSC). Posteriormente, del total de linfocitos seleccionados,
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se escogen aquellas células que expresan CD19*, consideradas linfocitos B totales (figura

21) y de las que se obtendran el resto de subpoblaciones de estudio.

Figura 21. A. Seleccion de linfocitos en sangre periférica mediante los pardmetros de dispersion

de luz frontal (FSC) y lateral (SSC). B. Seleccion de células CD19+ sobre la seleccion de linfocitos
totales

A. B.

Linfocitos

Células B

SSCINT LINEAL

FSC INT LINEAL CD19- APC

SSC INT LINEAL

A partir de la seleccidn de linfocitos B se distinguieron el resto de las poblaciones. Las
poblaciones B naive y B memoria se establecen a partir de la expresiéon o no de CD27.

La estrategia de analisis para los dos tubos de estudio se muestra en las figuras 22 y 23.

Figura 22. A. Seleccion de linfocitos que expresan o no CD27 a partir de la poblacion CD19+. B.
Identificacion de las subpoblaciones B memoria a partir de CD27+. C. Identificacion de la poblacion
B Naive a partir de la region CD27-
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Figura 23. Todas las poblaciones mostradas se obtienen a partir de los linfocitos B totales, CD19+.
A. Obtencion de tres poblaciones requladoras a partir de la seleccion previa CD27- en funcion de
CD24 y CD38. B. Definicion de B10 respecto a los marcadores CD24 y CD27. C. Obtencidn de B

transicionales a partir de CD27- mediante la expresion de IgD y CD38.

A. B. C

B memoria

, CD24- PC5
CD24- PC5

IgD- PE

CD38- FITC CD27- PE-Cy7 CD38- FITC

E. Analisis estadistico

Todos los datos recogidos se volcaron en una base de datos y analizaron mediante el
programa estadistico SPSS version 21 (SPPS Inc., Chicago, IL, EE. UU). Los estadisticos
descriptivos se expresaron como frecuencias absolutas y relativas para las variables
categéricas, y como medias y desviacion tipica para las variables continuas (minimo
N=10). También se expresaron los datos como numero absoluto respecto al nimero de

linfocitos totales establecidos en el hemograma del dia.

La prueba de comparacidon de medias fue el ANOVA con correccidon de Bonferroni para
mas de dos grupo y la prueba T de Student para los casos en los que los grupos eran dos.

El nivel de significacidon asumido fue de p < 0.05.

En los resultados que fueron significativos se realizé curva ROC para establecer punto
de corte y posterior comparativa de grupos mediante Chi2. La asociacion de
biomarcadores en variable dicotdmica con variables clinicas de resultado (infeccién o
rechazo) se realizd mediante regresidn logistica y se realizd curva de supervivencia

Kaplan- Meier para calcular el Log- Rank
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A. Muestras bioldgicas y pacientes

[Il. Materiales y Métodos

Las muestras de sangre total son recogidas en tubo de heparina sodio con

anticoagulante a través del personal del HGUGM en las visitas al hospital de dia de

cardiologia bajo la aceptacién del consentimiento informado por parte de los pacientes.

La muestra debe procesarse en un maximo de 5 horas posteriores a la extraccion.

Se realizd un estudio retrospectivo trasversal de pacientes trasplantados de larga

duracién con diagndstico de EVI en distinto grado (N=21) y pacientes trasplantados sin

EVI con tiempos postrasplante similares denominados controles quirdrgicos (CQ, N=10).

Las caracteristicas demograficas y clinicas se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes incluidos en el estudio de cuantificacion
ATP en pacientes con enfermedad vascular del injerto y trasplantados cardiacos sin desarrollo de

EVI denominados controles quirurgicos

CAV1 CAV2 CAV3 Control
N 8 8 9 10
Edad 61 66 65 61
Sexo (H/M) 7/1 8/0 8/1 8/2
Causa del Trasplante (%)

MIIS/Coronariopatia 25,0 37,5 55,6 80,0

MIDI 37,5 25,0 33,3 10,0

Valvulopatia 25,0 12,5 11,1 10,0
MITH 12,5 B B B
Re-TC B 25,0 B B

Tiempo Post TC (dias) 5420 4258 5628 4538

MIIS:  Miocardiopatia isquémica; MIDI:

hipertrofica. Re TC: Retrasplante cardiaco.

(enfermedad vascular del injerto)

B. Reactivos del kit

Miocardiopatia dilatada;,
CAV: Cardiac allograft vasculopathy o EVI

MITH: Miocardiopatia

El kit viene estandarizado para la realizacién de 12 determinaciones.

e Placa de 96 pocillos con tapa

e Diluyente de muestra

e Estimulante: Fitohemaglutinina (PHA)
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e Dynabeads- CD4

e CD4 Buffer de lavado
e Reactivo de lisis

e Panel de calibracién
e Luciferin/ Luciferasa

e Placa de medida de 96 pocillos
Observaciones: guardar las placas de ensayo y de medida entre 2- 28°C.
C. Protocolo de trabajo

Se han establecido unos rangos en la concentracion de ATP considerandose:

- Baja respuesta inmunitaria: ATP <225 ng/ml
- Moderada respuesta inmunitaria: 226 < ATP < 524 ng/ml

- Fuerte respuesta inmunitaria: ATP = 525 ng/ml

La reaccidn que tiene lugar es la siguiente:

Mg?* + Luciferasa = Luciferin + ATP + 02-Oxyluciferin + AMP + Pirofosfato + CO; + Luz

El protocolo de trabajo viene esquematizado en la figura 24, siendo de gran importancia
gue todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente:

Dia 1:

e Diluir la sangre (1:4), 250 ul de sangre + 750 pl de diluyente.

e En placa de 96 pocillos se afiaden 25 ul diluyente a los cuatro primeros pocillos de la
filay 25 pl de estimulante a los cuatro restantes.

e Afadir 100 ul de sangre diluida a cada uno de los pocillos. Agitar la placa cubierta

durante 30 segundos e incubar de 15 a 18 horas a 372Cy 5% de CO;
Dia 2:

e Agitar la placa durante 30 minutos a 200 rpm.
e ARadir 50 ul de Dynabeads CD4 y agitar la placa durante 15 segundos a 200 rpm.

e Incubar durante 30 minutos haciendo una nueva agitacién pasados 15 minutos en las
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mismas condiciones
e Colocar la placa en la tira magnética y esperar 1 minuto.
e Aspirar sin agitar las particulas magnéticas.
e Lavar la placa tres veces:
o Afadir 200 pl del Buffer de lavado, esperar 1 min y aspirar.
o Anadir 200 ul del Buffer de lavado, quitar los posibles restos de sangre,
aspirar.
o Anadir 200 ul del Buffer de lavado, quitar la gradilla y agitar 1 min para lavar
correctamente, colocar la gradilla en la base magnética, esperar 1 min.
Aspirar.
e Afadir 200 ul del reactivo de lisis. Quitar la gradilla de la base magnética y agitar
durante 5 minutos a 200 rpm.
e Colocar la gradilla en la base magnética, esperar 1 min. Traspasar 50 ul desde la placa
de ensayo a la placa de medicion.
e Afadir 50 ul de cada calibrador en los pocillos correspondientes de la placa de
medicidn.
e ARadir 150 ul de reactivo de luminiscencia y agitar durante 30 segundos a 200 rpm.
e Leerla placa entre los 3 — 10 minutos posteriores a la adicion de la luciferasa.

e Calcular resultados y revisar el andlisis de control de calidad.

Figura 24. Esquema explicativo del ensayo de medicion in vitro de la funcion global de las células T
CD4+ sanguineas mediante la produccion de ATP

1 Sangre Lavado de @e
completa células no ‘ . ¢
g Introducir adheridas 0 D 2
E‘;tl;nu]ac19n J bofis @ » Lisis celular
infocitaria ‘ magnéticas ’ para liberar
con PHA “ ATP
® ® _ -
ol , ¢ -, 0@ '
: D9 -

Reactivos de

<@

S ® e o ®* deteccion de
® . : . ATP
‘@ 9o o>

> O Separacion
o, . ®

magnética de

“ G ‘ células CD4+ -
edida de
o \ intensidad de
Incubar | / . senal
15-18 horas \_. ', ./

*ATP: Adenosina 5°- trifosfato; PHA: mitdgeno Fitohemaglutinina.
Nefrologia 2013,;33(3):381-8 doi:10.3265
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b. Andlisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizd una base de datos y se analizaron mediante el
programa estadistico SPSS versién 21 (SPPS Inc., Chicago, IL, EE. UU). La prueba de
comparacion de medias fue el ANOVA con correccidon de Bonferroni para comparacién
de mas de dos grupos, y la prueba T de Student para comparar dos grupos. El nivel de
significacién asumido fue de p < 0.05. En los resultados que fueron significativos se
realizé curva ROC para establecer punto de corte y posterior comparativa mediante Chi?.
La asociacion de biomarcadores se realizd mediante regresién logistica y se efectud

curva de supervivencia Kaplan- Meier para calcular el Log- Rank.

2.2. ESTUDIO DE MARCADORES SOLUBLES

2.2.1. ELISA para la cuantificacion de factor activador de célula B (BAFF/BLyS)

Quantikine ELISA Human BAFF/ BLyS/ TNFSF13B Immunoassay (R&D Systems, Inc.
Minneapolis, EE. UU) es un ELISA que detecta cuantitativamente la concentracién del
factor activador de célula B (BAFF) en sobrenadante de cultivos, suero y/o plasma. Su

uso debe ser destinado a la investigacidn, nunca como diagndstico clinico.

A. Muestras bioldgicas y pacientes

Las muestras destinadas a este estudio son sueros obtenidos tal y como se indica en el
apartado 2.1. Estas muestras se almacenaron como alicuotas de 500 pul en cdmara fria a
-80 ° hasta el momento de montaje de la técnica, descongelandose de forma controlada
hasta temperatura ambiente. En este estudio volvimos a contar con 51 controles sanos
para establecer los niveles basales de BAFF (pg/ml). Los tiempos de recogida de muestra
volvieron a establecerse como visita pretrasplante, semana, mes, 3 meses, 6 meses y
afo para TC, pretrasplante, 7d y mes para TP y pretrasplante y mes para TR. El tamafio

muestral viene reflejado en la siguiente tabla 8.
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Tabla 8. Tamafio muestral por tiempos de los pacientes trasplantados incluidos en estudio BAFF

N Pre-TOS 7d 30d 90d 180d 360d
TC 131 39 34 34 37 29
TP 88 63 53 _ _ -
TR 56 55

* TC: Trasplante cardiaco; TP: Trasplante pulmonar; TR: Trasplante renal; Pre-TOS: Tiempo
pretrasplante; d: Dias; El grupo CS cuenta con un tamafio muestral de N=51

B. Reactivos del kit

e Human BAFF/BLyS microplaca de 96 pocillos

e AcMo conjugado Human BAFF/BLyS (21 ml de AcMo especifico para BAFF)
e Estandar liofilizado recombinantes de BAFF (40.000 pg/ml)

e Diluyente de ensayo RD1- 111

e Diluyente de calibracién RD6Q (Diluir 1:2)

e Wash Buffer concentrado (Diluir 1:25

e Color Reagent A*

e Color Reagent B*

e Stop Solution (H2S04, 2N)

Todos los reactivos deben ser almacenados de 2 a 8 °C. *Los reactivos A y B deben ser

mezclados en volumenes iguales 15 minutos antes de usarse.

C. Protocolo de trabajo

Se trata de un ELISA tipo sandwich, donde un AcMo especifico para BAFF/BLYS esta
prefijado en los pocillos de la microplaca. Las muestras, ya sean sobrenadantes de
cultivo, suero o plasma, deben diluirse 1:2. Se recomienda 100 pl de muestra + 100 pl
de diluyente RD6Q (Diluido 1:2). Las muestras cuyos valores salian del rango de
deteccidon de la recta de calibrado fueron diluidas 1:4 y determinadas de nuevo. Las
muestras y reactivos deben ensayarse a temperatura ambiente y realizarse por

duplicado, incluida la recta patrén.
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e La preparacién de la recta de la recta de calibrado se realiza con el diluyente de
calibrado RD6Q diluido y el estandar de 40000 pg/ml, mediante diluciones

seriadas se consiguen 7 concentraciones diferentes (Figura 25).

Figura 25. Método de preparacion de la recta de calibrado del ELISA BAFF

500 plL 500uL  500pL  500uL 500l 500 plL
- Ve Ve YW Wan Ve \
| —— ' mm—
100 pL Std.
-—
) fomm
— ' . ' m

40,000 pg/mL 4000 pg/mL 2000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL  62.5 pg/mL

Como blanco usaremos el pocillo de diluyente RD6Q para corregir posibles

interferencias en el ensayo.

e ARadir 100 pl de diluyente de ensayo RD1-111 a cada pocillo.

e Afadir 50 pl de estdandar o muestra por pocillo. Cubrir con la banda adhesiva e
incubar 3 horas a temperatura ambiente en agitador horizontal a 500£ 50 rpm.

e Aspirar cada pocillo y lavar, repitiendo el proceso 3 veces con un total de cuatro
lavados. Lavar afladiendo 400 pl por pocillo. Para eliminar cualquier resto invertir
la placa sobre una pila de papel absorbente.

e Afadir 200 pl de AcMo conjugado BAFF a cada pocillo. Cubrir con la banda
adhesiva e incubar 1 hora a temperatura ambiente con agitacién.

e Repetir el proceso de lavado.

e Afadir 200 pl de Substrate Solution (mezcla A+B) por pocillo. Incubar 30 minutos
a temperatura ambiente sin agitacidn. Proteger de la luz.

e Afadir 50 ul de disoluciéon Stop a cada pocillo. El color cambiara de azul a

amarillo. Agitar suavemente para que el color sea uniforme.
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e Determinar la densidad éptica antes de 30 minutos, usando un lector de
microplacas a 450 nm. Si es posible, corregir la densidad dptica midiendo a 540

0 570 nm. Esta correccion elimina imperfecciones dpticas debidas a la placa.

D. Calculo de resultados

La curva de calibrado se construye enfrentando concentracién (eje X) con densidad
Optica (eje Y), y ajustandose a una recta mediante analisis de regresidn. La concentracion
leida y dada por la recta de calibrado mediante interpolacién deberd ajustarse o
corregirse multiplicando por el factor de dilucién aplicado a las muestras (x2, o x4 en las
muestras mas diluidas). La recta de calibrado cubre un rango de concentracién de 0
pg/ml hasta 4000 pg/ml. Los valores basales considerados por el kit se muestran en la

siguiente tabla 9.

Tabla 9. Media de valores de BAFF en controles sanos en diferentes tipos de muestra

Sample Type Mean (pg/mL) Range (pg/mL) Standard Deviation (pg/mL)
Serum (n=36) 850 584-1186 155
EDTA plasma (n=36) 790 501-1078 147
Heparin plasma (n=36) 765 528-1073 143

E. Andlisis estadistico

Se realizd un andlisis descriptivo en SPSS por tipo de trasplante y en funcién de los
tiempos pre y postrasplante, en el que se incluian medias y medianas, error tipico de la
media, desviacion tipica, minimo y maximo y percentil 5y 95. La comparacién de medias
se realizé mediante prueba ANOVA (N> 2 grupos) con correccidon de Bonferroni o prueba
T para comparar dos grupos. Se compararon medias intragrupo e inter-grupos,

considerandose diferencia significativa aquella con p < 0.05.

Posteriormente se establecié punto de corte mediante curva ROC (especificidad 80%),
andlisis Chi? para las proporciones, ajuste mediante recta de regresion y andlisis de

supervivencia Kaplan- Meier.
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2.2.2. ELISA para la cuantificacion de Interleucina 10

Human IL-10 ELISA Set (Diaclone SAS, Besancon Cedex, Francia) permite la
cuantificacion de IL- 10 (pg/ml) en muestras de suero y/o plasma. Su uso esta destinado

a investigacién y no para uso diagnéstico.
A. Muestras bioldgicas y pacientes

Las muestras para este ensayo incluyen plasma y suero y se recolectaron tal y como se
indica en el punto 1.2. Para este ensayo contamos con pacientes trasplantados
cardiacos, pulmonares y renales cuyo tamafio muestral se muestra en la tabla 10. La
cuantificacion se realizé en el punto pre- TOS, para TR se cuantificaron también los
valores al mes postrasplante. Para establecer los valores basales se cuantifican 51

muestras de CS.

Tabla 10. Tamafo muestral de los pacientes estudiados en el ensayo de IL-10

N TC TP TR

Pre_TOS 16 87 35

B. Reactivos del kit

e Estandares de IL-10: 400 pg/ml

e Anticuerpo de captura

e Anticuerpo de deteccidn biotinilado anti-IL-10
e Estreptavidina- HRP

e Reactivo TMB

Todos los reactivos del kit deben almacenarse entre 2 y 8°C y guardar a esa misma

temperatura inmediatamente después de usarse.

C. Protocolo de trabajo
a. Fijacidn del anticuerpo a la placa
e Afadir 100 pl de AcMo de captura diluido a cada pocillo

e Cubrir con la tapa de plastico e incubar toda la noche a 409C.
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e Retirar la tapay lavar:
o Aspirar el liquido de cada pocillo
o Dispensar 0.4 ml de disolucién de lavado a cada pocillo
o Aspirar
o Repetir los dos pasos previos.
e Afadir 250 ul de Buffer de bloqueo a cada pocillo, cubrir con la tapa e incubar a
temperatura ambiente (18- 250C) durante 2 horas.

e Repetir el lavado en las mismas condiciones

b. Preparacion de la curva de calibrado

El vial del estdndar se debe reconstituir justo antes de usar y proporcionard una
concentracién de IL-10 de 400 pg/ml. El resto de los estandares se realizaran mediante

diluciones seriadas como se muestra a continuacion y directamente en placa (figura 26).

Figura 26. Esquema de diluciones seriadas en placa, construccion de la recta de calibrado para IL-

10
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400 pg/ml

100 ng @® @ 400 pg/ml
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100 @® @ 100 pg/ml
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c. Método de cuantificacion de muestras

e Afadir 100 ul de estandar, muestra y blanco a cada pocillo por duplicado.
e Cubrir y dejar incubar a temperatura ambiente durante 1 hora.
e Lavar en las mismas condiciones que anteriormente.

e Afadir 50 ul de AcMo de deteccion diluido a todos los pocillos, cubrir e incubar
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a temperatura ambiente durante una 1 hora.

e lavar

e Afadir 100 pl de disolucion estreptavidina- HRP a cada pocillo e incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

e lavar

e Afadir 100 pl de la disolucidn lista para usar de TMB a cada pocillo e incubar a
oscuridad durante 5- 15 minutos, a temperatura ambiente.

e Afadir 100 pl de disolucién de parado a cada pocillo.

Medir la absorbancia de cada pocillo inmediatamente después de terminar la técnica,
usando una longitud de onda de 450 nm y una correccidn opcional a 620 nm (siendo

aceptable entre 610 — 650 nm).
D. Calculo de resultados

La curva de calibrado se construye enfrentando concentracién de IL-10 (eje X) con
densidad éptica (eje Y) y ajustandose a una recta mediante un andlisis de regresion. La
concentracion es determinada mediante extrapolacion de los valores de densidad
Optica frente a la concentracidn de los estandares de IL-10 de la curva de calibrado. En
aquellos casos donde se hayan realizado diluciones, se debe multiplicar por el factor de

diluciéon.
E. Andlisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo en SPSS por tipo de trasplante en el tiempo de estudio
pretrasplante en el que se incluian medias y medianas, error tipico de la media,

desviacidn tipica, minimo y maximo y percentil 5y 95.

También se realizé6 comparacion de medias mediante un ANOVA (N> 2 grupos) con
correccion de Bonferroni o prueba T si la comparacion era de dos grupos. Se compararon
medias intragrupo e inter-grupos, considerandose diferencia significativa aquella con p
< 0.05. Posteriormente se establecidé punto de corte mediante curva ROC (especificidad
80%), andlisis Chi? para las proporciones, ajuste mediante recta de regresién y analisis

de supervivencia Kaplan- Meier para calcular log- Rank.
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2.3. METODOS APLICADOS SOBRE TEJIDOS

2.3.1. Marcaje de C3d y C4d en biopsias de pacientes trasplantados cardiacos

A. Pacientes y Controles

Se seleccionaron 59 pacientes trasplantados cardiacos con diagndstico de rechazo y 19

pacientes trasplantados sin rechazo como grupo control (tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes trasplantados cardiacos con rechazo

incluidos en el estudio de fijacion de complemento

Pacientes con rechazo Grupo Control
N 59 19
Edad 53.67 (21- 69) 52.55 (20- 66)
Sexo % (H/M) 78/22 73/ 27

H: Hombre, M: Mujer

B. Reactivos del kit
e Anticuerpo policlonal de conejo C3d de laboratorios Roche. 50 test.

e Anticuerpo policlonal de conejo C4d de laboratorios Roche. 50 test.

C. Protocolo

Las 78 muestras histoldgicas de BEM protocolizadas, se desparafinaron y se realizo la
inmunohistoquimica con inmunoperoxidasa y anticuerpos de conejo anti-factores del
complemento C4d y C3d. El método estd automatizado mediante sistemas de tincién
robotizados que aplican los anticuerpos especificos y el resto de reactivos sobre los

cortes de los tejidos.
D. Andlisis estadistico

Todos los datos recogidos se volcaron en una base de datos y se analizaron mediante el

programa estadistico SPSS version 21 (SPPS Inc., Chicago, IL, EE. UU). La prueba de
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comparacion de muestras relacionadas fue el ANOVA con correccién de Bonferroni para
comparacion de mas de dos grupos y la prueba T de Student para los casos en los que

los grupos eran dos. El nivel de significacion asumido fue de p < 0.05.

2.4. RECOGIDA DE DATOS

La obtencion de los datos referentes al seguimiento de los pacientes se efectud
mediante el andlisis retrospectivo transversal de la ficha de seguimiento de cada uno

de ellos. Los datos obtenidos fueron completados y contrastados con:

e La historia clinica, en referencia a los eventos clinicos asociados al seguimiento,
asi como los datos analiticos de cada revision.

e Los datos de rechazo fueron categorizados en base al informe clinico y
contrastados con el informe emitido de las biopsias por el servicio de anatomia
patoldgica.

e Los datos de infeccidn se detectaron por el informe clinico y contrastados con el

servicio de cardiologia, nefrologia y neumologia.
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IV. Resultados

1. ESTADO DEL PACIENTE ANTES DEL TRASPLANTE: ESTUDIOS PRETRASPLANTE

1.1.USO DE ASISTENCIA CIRCULATORIA

Antes del trasplante el paciente debe someterse a una serie de estudios que valoraran
su condicidn y preparacién para encontrarse en las mejores condiciones de cara a la
intervencién. En el trasplante se manejan ciertos procedimientos que pueden actuar
como factores de riesgo, uno de ellos es el uso de soportes de asistencia circulatoria
mecdanica (ACM), necesarios como terapia puente hacia el trasplante en casos de
patologia cardiaca terminal muy grave. Evaluamos a N= 217 pacientes en lista de espera
de TC durante el periodo pretrasplante. La relacidn de pacientes con uso de ACM queda

reflejada en la figura 27.

Figura 27. Relacion de pacientes trasplantados cardiacos (%) y uso de las diferencias asistencias
circulatorias mecdnicas en el periodo pretrasplante
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No: No usé ACM; Baldn: Balén de contrapulsacion intraadrtico; ECMO: Oxigenador
extracorporeo de membrana; DAV: Dispositivo de Asistencia Ventricular

Se realizd un andlisis comparativo entre pacientes que portaron ACM pretrasplante por
tipo, y los que no. Los portadores de DAV se agruparon en un Unico grupo y se estudiaron
los tres grupos de mayor tamafio, excluyendo a los ECMO. Se analizaron variables
inmunoldgicas, hematoldgicas y subpoblaciones linfocitarias. Los resultados muestran
que, en el aspecto inmunoldgico, los pacientes que no portaron ACM tienen niveles
significativamente superiores de todas las variables, excepto para IgG4 (Figura 28).
También se observan diferencias significativas entre los dos tipos de ACM. Para las

variables hematoldgicas ocurre algo similar, los no portadores de ACM muestran valores
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significativamente superiores en todos los casos excepto para el nimero de leucocitos,

que son significativamente inferiores al resto (Figura 29).

Figura 28. Medias de las variables inmunoldgicas pretrasplante cardiaco en pacientes con
asistencia circulatoria mecdnica previa al trasplante versus pacientes que no portaron
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(C3, C4), (mg/dL); Factor activador de célula B (BAFF, pg/mL). * p< 0.05; ** p< 0.01

Figura 29. Medias de las variables hematoldgicas pretrasplante cardiaco en pacientes con
asistencia circulatoria mecadnica previa al trasplante versus pacientes que no portaron
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Las medias de los porcentajes de subpoblaciones B también muestran cambios en el
estudio pretrasplante en los portadores de ACM respecto a los que no, y al tipo, pero no
cuando nos referimos a ellas en nUmeros absolutos. El porcentaje de linfocitos B totales
es significativamente superior en pacientes con DAV respecto a los que no usan (DAV:
(15,97 £ 2,02 vs No: 8,95 + 0,55%; p<0.05), pero no en los portadores de balén (11,30 +

1,73%) que siendo superiores no llegan a ser significativos (p=0,47).

1.2.ETIOLOGIA DEL TRASPLANTE

1.2.1. Etiologia en trasplante cardiaco

En nuestro estudio contamos con 217 trasplantados cardiacos con una distribucién de
causa de TC como se muestra en la siguiente imagen. El motivo de trasplante (Figura 30)
puede asociarse a variaciones en el estado inmunoldgico de los pacientes en el punto

pretrasplante.

Figura 30. Etiologia de trasplante cardiaco (%)
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MIIS: miocardiopatia isquémica o coronariopatias; MIDI: miocardiopatia dilatada;, MIHT:
miocardiopatia hipertrdfica; MIRE: miocardiopatia restrictiva; Re-TC: retrasplante.

Las variables inmunoldgicas, hematoldgicas y subpoblaciones B pretrasplante en los
grupos mayoritarios, MIIS (N=91) y MIDI (N=58), fueron comparadas mediante prueba
T. Los pacientes con MIDI mostraron cifras superiores de 1gG (1123,62 + 386,92 mg/dl),
lgG2 (4,21 + 1,94 g/L) e 1gG3 (0,69 * 0,43 g/L) respecto al grupo MIIS (IgG: 992,53 +
332,55 mg/dl; p=0,03; IgG2: 3,25 + 1,63 g/L; p= 0,01; 1gG3: 0,48 + 0,24 g/L; p= 0,00). El
grupo MIIS presentd valores significativamente elevados de los factores de

complemento C3 (123,00 + 39,59 mg/dl; 113,76 + 28,06 mg/dl; p= 0,03) y C4 (26,17 *
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11,08 mg/dl; 22,99 + 14,25 mg/dl; p= 0,01) y plaquetas (232,28 + 96,04*103/ul; 218,40
+90,63*103/ul; p= 0,03) comparados con el grupo MIDI. Respecto a la variabilidad en
subpoblaciones B no se observaron diferencias significativas, ni en porcentajes ni en

numeros absolutos.

1.2.2. Etiologia en trasplante pulmonar

Contamos con 123 pacientes trasplantados pulmonares en estudio pretrasplante. La

etiologia del trasplante se muestra en la siguiente figura 31.

Figura 31. Etiologia de trasplante pulmonar (%)
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4,04%
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EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica; FPI: Fibrosis pulmonar idiopdtica; FQ: fibrosis
quistica; DAT: Déficit de alfal- anti-tripsina

Los niveles de IgG pretrasplante fueron significativamente inferiores en pacientes con
EPOC (908,52+309,23 mg/dl) si los comparamos con FPI (1480,34 + 707,02 mg/dl; p=
0,00) y FQ (1562,50 + 378,06 mg/dl; p= 0,00). Asi mismo, la IL-10 se encontrd
significativamente disminuida en pacientes con EPOC (26,38 + 27,64 pg/ml) comparados
con FQ (64,65 * 56,62 pg/ml; p= 0,00). El resto de variables no mostraron diferencias

significativas.

1.2.3. Etiologia en trasplante renal

El estudio en trasplante renal cuenta con 97 pacientes, cuya etiologia de trasplante se
muestra en la figura 32. Al comparar los grupos por etiologia ninguna de las variables de

estudio mostré diferencias significativas.
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Figura 32. Etiologia de trasplante renal (%)
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GN: Glomerulonefritis; ND: Nefropatia diabética; HT: Hipertension; NCI: Nefropatia cronica
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Todas las subpoblaciones de estudio se muestran en tablas separadas por frecuencias

relativas y valores absolutos.

Tabla 12. Estadisticos descriptivos del porcentaje de linfocitos B totales por tiempo de estudio en
trasplante cardiaco

Linfocitos B totales (%)

Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max.

5 95
Pre-TC 183 10,53 0,59 8,00 8,09 0,42 41,00 1,65 29,00
7d 160 21,93 1,10 20,09 14,01 1,71 81,90 5,10 48,06
30d 142 13,08 0,74 12,00 8,77 0,89 58,77 190 3044
90d 130 7,03 0,40 6,05 4,55 0,48 23,76 1,19 1581
180d 119 5,29 0,34 4,00 3,72 0,65 21,00 1,08 12,00
1 afio 96 4,35 0,31 3,75 3,04 0,00 1585 0,97 11,41
(o 95 6,55 0,37 6,04 3,58 0,80 19,90 2,06 12,97

DT: Desviacion tipica. ET: Error tipico de la media; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:
Control sano

Tabla 13. Estadisticos descriptivos de linfocitos B totales por tiempo en trasplante cardiaco en
valores absolutos (10°/ul)

Linfocitos B totales (Ntiimeros absolutos)

Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max.

5 95

Pre-TC 176 147,55 10,18 103,56 13509 1,30 846,16 14,41 416,60

7d 140 188,34 14,40 138,44 170,39 8,00 1050,40 25,96 487,36
30d 117 148,58 11,27 117,54 12191 3,22 668,88 18,10 374,41
90d 106 110,90 8,28 93,80 85,26 9,90 427,68 14,56 290,64
180d 92 89,77 8,34 67,26 7996 7,25 399,00 12,22 262,68

1 afio 78 77,57 7,13 56,00 63,41 4,27 285,30 7,20 231,00
() 23 160,70 18,56 141,74 89,03 56,52 477,20 57,54 434,86

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:
Control sano
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Los 7d y 30d son los puntos donde las subpoblaciones sufrieron una mayor variacion.
En frecuencias relativas, se establecieron diferencias significativamente mas altas del
punto 7d con todos los puntos de estudio restantes, incluidos CS. Comparados con los
CS, los puntos pre-TC y 30d también mostraron valores significativamente superiores.
Si observamos la cinética en porcentaje (figura 33), los valores sufren un aumento hasta
la semana, descendiendo progresivamente hasta el aifo y restableciéndose los valores

llegando a ser similares a los CS.

Los valores absolutos de linfocitos B a la semana también son significativamente
superiores comparados con el punto 90 d, 180 d y afo post-TC, pero no respecto a CS ni

al pre-TC.

El punto pre-TC mostrd valores significativamente mas altos que 180 d y afio. Su cinética
presenta un aumento hasta la semana postrasplante y un descenso progresivo hasta el

afo, pero no se restablecen los valores respecto al basal.

Figura 33. Representacion de la variacion de linfocitos B por tiempo. A. Valores en porcentaje. B.
Recuento absoluto (103/ul)
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t. El punto 7 dias es significativamente superior al resto de puntos. *p<0,05; **p<0,01

En relacion con el marcador de maduracién CD27, la poblacién celular CD19* CD27 no

presentd variaciones significativas en su cinética en frecuencias relativas, pero si cuando
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nos fijamos en sus valores absolutos. Los puntos 180d y afio mostré valores

significativamente inferiores a los CS. La forma de su cinética vuelve a repetirse con un

pico a los 7d postrasplante, siendo significativamente superior a los valores 180d y afio

(Figura 34).

Tabla 14. Estadisticos en frecuencias relativas de linfocitos B CD19+ CD27— por tiempo en

trasplante cardiaco

Linfocitos CD19* CD27" (%)

Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max. ;ercentil;ss

Pre-TC 70 64,93 2,45 66,17 20,51 19,00 96,30 22,82 91,23
7d 47 66,20 2,36 68,27 16,22 23,62 90,11 30,63 88,16
30d 44 68,12 2,10 67,23 13,93 40,15 88,73 42,69 88,03
90d 44 68,22 2,03 69,01 13,45 38,46 92,62 44,07 88,72
180d 44 62,48 2,57 65,21 17,07 3,41 85,62 34,02 85,15
1 afio 35 68,69 2,63 71,87 15,56 34,22 92,81 36,44 90,14
CS 95 60,30 1,71 62,78 16,75 16,39 88,66 27,37 83,51

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:

Control sano

Tabla 15. Estadisticos de linfocitos B CD19+ CD27- por tiempo en trasplante cardiaco en valores

absolutos (10°/uL)

Linfocitos CD19* CD27" (Valores absolutos)

Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max. I;ercentilgess
Pre-TC 65 60,77 8,03 45,28 64,75 0,27 389,63 6,56 205,21
7d 31 105,87 26,71 49,43 148,74 6,00 750,51 8,15 518,38
30d 28 68,08 10,46 40,54 55,35 2,61 183,18 3,92 172,70
90d 31 55,11 6,85 53,76 38,13 6,54 149,35 7,06 145,86
180d 32 41,31 7,69 27,84 43,52 1,63 209,47 4,04 150,37
1 afio 28 29,74 4,65 18,68 2482 2,19 113,00 1,09 97,52
Cs 23 111,04 14,23 95,74 68,26 31,64 344,49 32,53 315,78

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:

Control sano
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Figura 34. Variacion de linfocitos B CD19+ CD27- por tiempo. A. Valores en porcentaje. B. Valores
absolutos (10°/ul)
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La poblacién B naive no mostro variaciones significativas en cuanto a porcentajes, pero
si en valores absolutos, donde los CS tuvieron valores significativamente superiores a los

puntos pre- TC, 30 d, 90 d, 180 d y afio postrasplante (Figura 35).

Tabla 16. Estadisticos del porcentaje de linfocitos B naive por tiempo de estudio en trasplante

cardiaco

Linfocitos B naive (%)

Percentiles

Tiempo N Media ET Mediana DT Min.  Max.
5 95

Pre-TC 70 4781 2,77 48,69 23,17 0,13 9571 6,65 84,45

7d 47 51,04 2,55 54,93 17,50 2,47 82,10 7,66 75,554
30d 44 55,60 2,98 57,23 19,78 2,14 95,18 11,77 93,56
90d 44 56,18 2,66 55,50 17,64 24,10 92,17 2891 88,05
180d 42 50,94 2,55 51,71 16,52 11,93 91,55 23,56 85,94
1 afio 35 47,46 2,67 47,54 15,82 18,73 88,55 19,57 85,24
CS 71 57,13 2,05 59,44 17,28 11,20 94,65 20,19 84,59

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:
Control sano
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Tabla 17. Estadisticos de linfocitos B naive por tiempo de estudio en trasplante cardiaco en
valores absolutos (10°/ulL)

Linfocitos B naive (Valores absolutos)

Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. M3x.

5 95

Pre-TC 64 34,02 6,76 20,26 54,10 0,03 3729 0,35 1211

7d 30 44,26 9,09 21,75 49,80 0,33 206,9 2,08 181,2
30d 28 34,04 5,90 19,93 31,23 1,19 100,7 1,26 96,45
90d 31 32,98 5,10 24,84 28,42 2,53 1286 2,72 1016
180d 31 21,51 4,58 11,81 25,51 0,81 1256 1,51 88,25
1 afio 29 12,45 1,78 8,95 9,57 0,92 41,00 046 3521
CS 22 76,64 9,29 72,99 43,55 21,04 2074 21,85 198,6

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:
Control sano

Figura 35. Representacion de la cinética de linfocitos B naive en trasplante cardiaco. A. Valores en
porcentaje. B. Valores absolutos (10°/ulL)
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*p<0,05; **p<0,01

La poblacién B exhausted exhibid porcentajes al afio significativamente superiores a los
de los CS. En nimeros absolutos no se observaron diferencias significativas en ningun

punto de estudio, siendo los valores son similares en todos los casos (figura 36).
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Tabla 18. Estadisticos del porcentaje de linfocitos B exhausted por tiempo de estudio en trasplante

cardiaco
Linfocitos B exhausted (%)

. . . , , Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max. z 95
Pre-TC 35 16,80 2,26 13,79 13,37 0,00 53,62 1,87 46,12
7d 40 12,32 2,34 9,29 14,79 0,00 91,44 1,19 32,56
30d 42 10,82 1,17 8,53 7,61 1,96 3581 2,32 27,42
90d 42 13,02 1,81 7,88 11,73 0,00 52,33 0,78 37,12
180d 42 14,23 1,79 10,92 11,62 2,25 51,37 2,49 48,32
1 afio 33 17,41 2,44 12,50 14,01 1,64 51,41 2,52 49,08
CS 37 8,77 1,09 6,66 6,62 0,78 30,82 0,93 25,19

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano

Tabla 19. Estadisticos de linfocitos B exhausted en trasplante cardiaco por

absolutos (10°/ul)

Linfocitos B exhausted (Valores absolutos)

tiempo en valores

. . i i i Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min.  Max. - 95
Pre_TC 31 7,29 1,95 3,03 10,85 0,00 56,22 0,40 36,42
7d 26 9,75 2,23 5,42 11,38 0,00 40,76 0,19 39,97
30d 27 6,28 0,96 4,43 5,01 0,44 21,06 0,46 17,95
90d 31 6,77 1,24 3,82 6,88 0,00 2568 0,30 25,38
180d 31 6,01 1,43 3,50 7,95 0,22 33,12 0,55 29,71
1 afio 27 6,33 1,62 2,72 8,43 0,00 31,71 0,21 30,49
CS 22 6,70 1,07 6,20 5,02 0,72 23,80 0,98 22,32

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano

Figura 36. Representacion de la variacion de linfocitos B exhausted por tiempo en trasplantados
cardiacos. A. Valores en porcentaje. B. Valores absolutos (10°/ulL)
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Los numeros absolutos de células B naive IgD fueron significativamente inferiores a los
seis meses y al afio al compararlos con el valor a la semana (figura 38). En el caso de las
células B naive IgM, mostraron valores absolutos significativamente superiores al de los

CS en el punto 90d y 180d (Figura 37).

En porcentaje no se observaron variaciones significativas en ninguna de las dos

subpoblaciones.

Tabla 20. Estadisticos del porcentaje de linfocitos B naive IgD en trasplante cardiaco por tiempo

Linfocitos B naive IgD (%)

Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max. —5 95
Pre_TC 37 33,03 3,49 31,21 21,26 0,00 9539 0,64 76,62
7d 42 31,92 2,37 30,71 1535 0,37 92,38 3,05 51,49
30d 43 30,24 2,62 3095 17,16 0,00 91,75 0,83 54,58
90d 43 27,89 2,04 29,67 13,37 0,00 6536 2,44 49,57
180d 40 34,40 2,48 32,42 15,71 3,11 96,00 5,23 56,68
1 afo 35 31,42 2,20 3091 13,00 7,74 62,17 9,50 54,32
CS 37 24,17 2,07 22,19 12,59 0,47 6590 7,61 45,24

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:
Control sano

Tabla 21. Estadisticos de linfocitos B naive IgD en los distintos puntos de estudio en trasplante
cardiaco en valores absolutos (10°/uL)

Linfocitos B naive IgD (Valores absolutos)

Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min.  Max. ﬁ
Pre_TC 32 21,82 5,61 11,83 31,74 0,00 167,40 0,35 102,86
7d 26 57,35 26,29 20,97 134,05 0,15 693,32 1,41 490,08
30d 28 27,41 6,32 13,51 33,45 0,00 168,07 0,36 118,34
90d 30 14,69 1,81 15,37 992 1,21 33,41 1,45 3293
180d 30 13,14 2,83 7,91 15,48 1,12 77,94 1,36 58,28
1 afio 29 10,15 2,19 6,83 11,81 0,00 58,67 0,25 45,74
CS 22 26,98 5,65 21,51 26,49 0,43 112,17 1,04 106,00

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:
Control sano
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Tabla 22. Estadisticos del porcentaje de linfocitos B naive IgM por tiempo en trasplante cardiaco

Linfocitos B naive IgM (%)

. . . i i Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max. : 95
Pre_TC 37 5,02 1,65 1,14 10,02 0,00 39,21 0,00 36,46
7d 39 1,27 0,16 0,81 1,02 0,02 3,66 0,00 3,47
30d 41 1,76 0,29 1,16 1,87 0,00 10,00 0,04 6,87
90d 42 2,39 0,84 1,15 5,43 0,00 35,69 0,00 6,20
180d 40 2,47 1,07 0,77 6,77 0,00 43,39 0,00 3,90
1 afo 33 3,08 1,07 1,23 6,12 0,15 26,71 0,00 25,83
CS 37 2,29 0,38 1,50 2,31 0,19 9,47 0,23 8,96

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano

Tabla 23. Estadisticos de linfocitos B naive IgM por tiempo en trasplante cardiaco en valor
absoluto (10°/ul)

Linfocitos B naive IgM (Valores absolutos)

. . . i i Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max. : 95
Pre_TC 33 1,10 0,31 0,36 1,74 0,00 6,58 0,47 2,89
7d 25 1,38 0,39 0,49 1,97 0,01 8,34 0,02 7,51
30d 27 1,19 0,25 0,62 1,30 0,00 4,57 0,00 4,33
90d 30 0,82 0,15 0,61 0,83 0,00 3,95 0,04 2,99
180d 26 0,52 0,09 0,37 0,48 0,00 1,68 0,00 1,61
1 afio 26 0,95 0,38 0,23 1,96 0,00 7,58 0,01 748
CS 22 2,13 0,36 1,73 1,70 0,08 6,10 0,12 5,89

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano

Figura 37. Representacion de linfocitos B naive IgM en trasplante cardiaco por tiempo. A.
Porcentaje. B. Valores absolutos (10°/ul)
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Figura 38. Representacion de la variacidn de linfocitos B naive IgD respecto al tiempo de estudio
en trasplante cardiaco. A. Valores en porcentaje. B. Valores absolutos (10°/ul)
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*p<0,05; **p<0,01

Las células B memoria en porcentaje relativo oscilaron en valores similares durante todo
el tiempo de seguimiento, sin variaciones significativas. En cuanto a los valores
absolutos, su cinética si experimentd cambios, teniendo valores menores al afo post-

TC al compararlos con el valor a la semana y con los CS (figura 39).

Tabla 24. Estadisticos del porcentaje de linfocitos B memoria en los distintos puntos de estudio en
trasplante cardiaco

Linfocitos B memoria (%)

Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max. - 5%
Pre_TC 70 33,13 2,47 28,34 20,63 3,58 81,00 6,19 75,64
7d 47 33,20 2,36 31,30 16,17 9,67 75,59 11,29 69,37
30d 44 31,02 2,08 32,28 13,80 11,00 56,82 11,95 56,06
90d 44 30,85 1,98 30,03 13,11 7,38 61,54 10,34 55,33
180d 44 36,46 2,54 34,24 16,83 12,00 96,04 13,40 62,05
1 afio 35 29,77 2,54 26,01 15,05 6,97 63,90 9,58 63,18
CS 95 39,33 1,70 37,41 16,58 10,30 83,23 1591 71,72

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:
Control sano
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Tabla 25. Estadisticos de linfocitos B memoria en los distintos puntos de estudio en trasplante
cardiaco en valores absolutos (10°/ul)

Linfocitos B memoria (Valores absolutos)

. Percentiles
Tiempo N  Media ET Mediana DT Min.  Max.
5 95
Pre_TC 65 24,94 3,69 16,43 29,77 1,00 186,38 2,41 73,24
7d 31 47,24 11,49 27,92 63,95 3,04 294,64 3,80 241,35
30d 28 31,99 6,48 23,73 3430 0,52 153,89 1,64 133,38
90d 31 2294 3,87 16,63 21,56 1,94 86,99 2,89 84,79
180d 32 22,30 3,27 12,90 18,49 3,96 63,30 3,96 58,36
1 afio 29 13,23 2,62 8,43 14,12 0,00 71,89 0,70 51,37
CS 23 49,46 5,97 41,13 28,64 17,85 132,71 18,37 127,99

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:
Control sano

Figura 39. Representacion de la variacion de linfocitos B memoria respecto al tiempo de estudio
en trasplante cardiaco. A. Valores en porcentaje. B. Valores absolutos (10°/ul)
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*p<0,05; **p<0,01

Las células B memoria SClI en frecuencias relativas presenté un minimo valor
pretrasplante y un maximo al mes postrasplante. Los porcentajes fueron
significativamente inferiores en el pre- TC comparado con el mes, mientras que en
valores absolutos exhibieron cifras significativamente inferiores en todos los puntos

respecto a la poblacién sana (Figura 40).
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Tabla 26. Estadisticos del porcentaje linfocitos B memoria SCI en los distintos puntos de estudio
en trasplante cardiaco

Linfocito B memoria SCI (%)

. . . i i Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max. W
Pre_TC 71 23,51 2,03 20,66 17,30 0,59 88,60 1,82 59,81
7d 48 28,73 2,26 27,37 15,64 1,03 56,86 3,77 53,54
30d 44 34,67 2,90 32,07 19,21 0,89 98,05 6,86 83,19
90d 43 33,49 2,29 34,20 15,19 0,00 72,73 6,68 55,88
180d 43 31,32 2,50 27,96 16,40 6,07 67,15 7,34 53,22
1 afo 35 28,30 2,22 26,92 13,15 5,86 51,63 8,56 48,45
CS 72 31,29 2,04 30,11 17,31 0,00 77,19 6,59 65,69

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano

Tabla 27. Estadisticos de linfocitos B memoria SCl en valores absolutos en los distintos puntos de
estudio en trasplante cardiaco (10°/ul)

Linfocito B memoria SCI (Valores absolutos)

Tiempo N Media Error t.lp' Mediana D?SV' Min. Max. _Percentiles
Media tip. 5 95
Pre_TC 65 5,82 1,03 3,00 8,34 0,12 52,59 0,24 21,30
7d 31 9,98 2,26 4,55 12,58 0,38 56,39 0,62 47,44
30d 28 8,62 1,59 6,53 8,42 0,16 34,76 0,41 31,10
90d 30 6,79 1,08 5,27 5,90 0,52 29,67 0,59 21,83
180d 32 6,96 1,30 3,45 7,39 0,47 29,44 0,79 24,75
1 afio 29 3,55 0,67 1,87 3,62 0,00 15,93 0,09 13,09
Cs 23 20,15 2,92 15,17 14,00 0,00 65,24 1,08 59,46

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano

Figura 40. Representacion de la variacion de linfocitos B memoria SCl respecto al tiempo de
estudio en trasplante cardiaco. A. Valores en porcentaje. B. Valores absolutos (10°/ul)
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*p<0,05; **p<0,01; 1: p< 0.05 respecto al resto de puntos de estudio
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Las frecuencias de las células B memoria CCl se mantuvieron mas o menos constantes

en todos los puntos de estudio. Por el contrario, la cinética en valores absolutos mostré

un maximo a la semana siendo significativo respecto al aiio, el de menor valor (Figura

41).

Tabla 28. Estadisticos del porcentaje de linfocitos B memoria CCl en los distintos puntos de estudio
en trasplante cardiaco

Linfocito B memoria CCl (%)

Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max.
5 95
Pre. TC 71 46,02 2,85 49,14 24,06 0,00 85,00 1,74 79,88
7d 48 46,63 2,99 46,57 20,76 4,20 91,96 9,40 88,73
30d 44 47,48 2,64 50,06 17,53 0,51 75,07 9,32 72,74
90d 44 48,52 2,41 48,67 16,02 20,00 79,69 20,15 77,63
180d 43 44,68 2,87 42,32 18,82 556 82,19 13,03 74,50
1 afio 35 45,91 3,25 46,37 19,25 2,13 84,53 9,79 77,54
CS 71 38,60 2,69 39,33 22,71 4,71 90,65 8,06 84,03

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano

Tabla 29. Estadisticos de linfocitos B memoria CCl en valores absolutos por tiempo en trasplante

cardiaco (10°/ulL)

Linfocito B memoria CCl (Valores absolutos)

Percentiles
Tiempo N  Media ET Mediana DT Min.  Max.

5 95
Pre_TC 65 12,60 2,71 7,03 21,82 0,00 148,54 0,12 34,09
7d 31 24,93 7,38 9,77 41,11 0,31 200,74 0,92 149,46
30d 28 15,58 3,32 10,21 17,56 0,32 75,16 0,88 64,55
90d 31 13,09 2,71 7,69 15,11 0,84 6568 0,98 56,56
180d 32 9,14 1,41 5,32 7,99 0,57 26,47 0,97 25,33
1 afio 29 6,43 2,03 3,89 10,95 0,69 60,77 0,35 36,05
Cs 22 2384 4,06 17,99 19,05 1,56 85,27 2,80 8291

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano
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Figura 41. Representacion de la variacion de linfocitos B memoria CCl respecto al tiempo de
estudio en trasplante cardiaco. A. Valores en porcentaje. B. Valores absolutos (10°/ul)
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*p<0,05; **p<0,01

Las poblaciones definidas como IgD o IgM positivas no muestran variaciones
significativas en recuento absoluto, no se observaron variaciones en ninguno de los
puntos de estudio a lo largo del tiempo. En cambio, si exhibieron diferencias
significativas en frecuencias relativas, pero sélo las B memoria IgD, cuyos valores fueron
significativamente superiores en el punto pre-TC, 180d y afo al compararlos con los CS

(Figura 42).

Tabla 30. Estadisticos del porcentaje linfocitos B memoria IgD por tiempo en trasplante cardiaco

Linfocitos B memoria IgD (%)

Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min.  Max.

5 95
Pre_TxC 37 15,86 2,72 11,81 16,57 0,00 69,64 0,38 56,82
7d 42 14,17 1,37 12,88 8,90 0,49 32,39 1,77 30,39
30d 43 12,86 1,51 11,27 9,88 0,00 50,08 0,37 28,04
90d 43 13,72 1,37 11,50 9,01 0,19 33,48 0,70 31,76
180d 43 17,36 2,58 12,88 16,89 0,00 83,06 1,37 70,65
1 afio 33 20,20 3,67 13,24 21,12 1,22 91,98 1,48 71,76
cs 37 6,36 0,95 4,89 5,77 0,43 2881 0,96 22,99

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; d: Dias; CS:
Control sano
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Tabla 31. Estadisticos de linfocitos B memoria IgD en trasplante cardiaco por tiempo en valores

absolutos (10°/ul)

Linfocitos B memoria IgD (Valores absolutos)

. . . , , Percentiles

Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max. —5 9%
Pre_TC 32 2,75 0,57 0,94 3,25 0,00 12,84 0,02 9,61
7d 26 8,15 3,49 2,34 17,78 0,35 90,07 0,37 68,06
30d 28 6,82 2,79 2,84 14,75 0,00 77,07 0,01 54,74
90d 30 2,86 0,44 2,14 2,41 0,04 7,31 0,05 7,07
180d 32 4,09 0,80 1,52 4,63 0,00 18,09 0,13 14,13
1 afio 28 2,76 0,76 1,28 4,03 0,00 19,34 0,04 14,20
CS 22 2,04 0,36 1,72 1,71 0,08 6,42 0,10 6,33

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano

Figura 42. Representacion de la variacion de linfocitos B memoria IgD por tiempo en trasplante
cardiaco. A. Valores en porcentaje. B. Valores absolutos (10°/uL)
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*p<0,05; **p<0,01

Tabla 32. Estadisticos del porcentaje linfocitos B memoria IgM por tiempo en trasplante cardiaco

Linfocitos B memoria IgM (%)

. . . i i Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max. —5 5t
Pre_TxC 37 7,13 2,77 2,10 16,86 0,00 75,65 0,22 71,67
7d 42 7,52 2,80 2,16 18,12 0,27 86,34 0,32 64,77
30d 43 4,08 1,58 2,05 10,34 0,00 68,14 0,04 12,25
90d 43 5,28 2,22 1,87 14,57 0,00 70,21 0,00 57,69
180d 43 6,63 2,49 2,59 16,32 0,00 77,47 0,00 64,64
1 afo 33 7,11 2,96 1,61 17,01 0,00 71,58 0,00 67,72
CS 37 6,38 0,74 5,11 4,83 0,00 27,80 1,04 15,05

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano
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Tabla 33. Estadisticos de linfocitos B memoria IgM en trasplante cardiaco por tiempo en valores
absolutos (10°/ul)

Linfocitos B memoria IgM (Valores absolutos)

Tiempo N Media  ET  Mediana DT Min,  Max, —oreentiles

5 95
Pre TC 32 166 1,26 024 711 003 4054 0,03 15,15
7d 2% 1,75 1,11 052 564 004 2925 0,04 19,74
30d 27 078 024 033 1,24 0030 566 0,03 4,93
90d 27 056 014 038 072 004 377 004 2,71
180d 30 224 1,22 031 669 000 27,36 0,01 2674
lafio 26 068 027 019 1,38 000 556 0,00 536
cs 21 272 028 242 127 076 560 0,80 556

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; d: Dias; CS: Control sano

Figura 43. Representacion de la variacion de linfocitos B memoria IgM en trasplante cardiaco
respecto al tiempo de estudio. A. Valores en porcentaje. B. Valores absolutos (10%/ul
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3.1. DESCRIPTIVOS DE POBLACIONES CON FENOTIPO B REGULADOR EN CONTROLES
SANOS

Para establecer si existian variaciones en las poblaciones definidas como B reguladoras
entre los pacientes trasplantados y la poblacién sana tuvimos que establecer los valores
de normalidad para estos ultimos (N=23). Los descriptivos se muestran en las siguientes
tablas, en frecuencias (tabla 34) y recuento absoluto (tabla 35). Los valores del grupo CS

los consideraremos basales.

Tabla 34. Descriptivos de los porcentajes de los linfocitos con fenotipo B requlador en controles
sanos

Percentiles
Media ET Mediana DT Min. Max.

5 95
B reguladoras 10,48 0,78 10,63 3,75 3,09 19,57 3,27 18,67
B memoria reguladora 21,49 2,09 20,06 10,04 6,08 37,59 6,18 37,38
B maduras 43,19 4,07 49,63 19,53 10,90 69,50 11,79 68,98
B10 24,26 2,01 21,89 9,63 7,98 44,15 8,36 42,97
B transicionales 20,98 3,89 13,84 18,67 0,25 62,47 0,59 60,39

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica

Tabla 35. Descriptivos del fenotipo B requlador en valores absolutos en controles sanos (10%/uL)

Percentiles
Media ET Mediana DT Min Max

5 95
B reguladoras 21,83 4,14 17,69 19,84 6,12 98,48 6,28 88,46
B memoria reguladora 43,04 8,14 27,81 39,03 13,65 163,39 13,83 160,12
B maduras 89,63 15,82 64,86 75,88 17,40 239,42 19,53 238,94
B10 46,89 5,76 44,87 27,61 13,12 116,23 13,63 109,37
B transicionales 24,80 4,41 17,01 21,14 0,21 73,97 0,59 72,00

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica

3.2.DESCRIPTIVOS DE POBLACIONES CON FENOTIPO B REGULADOR EN PACIENTES
TRASPLANTADOS CARDIACOS

Se decididé estudiar los linfocitos B con fenotipo regulador en un estudio trasversal
durante un periodo de tres meses. Se consiguio reclutar 13 pacientes en estudio pre-TC,

139



IV. Resultados

10 con EVI y 28 trasplantados cardiacos en diferentes puntos postrasplante dentro del

periodo de seguimiento de un aio (Tabla 4).

Tabla 36. Descriptivos del fenotipo B regulador en porcentaje en el punto pretrasplante cardiaco

Percentiles
Media ET Mediana DT Min. Max.

5 95
B reguladoras 9,88 2,44 7,34 8,78 0,87 26,75 0,87
B memoria reguladora 16,84 3,01 12,02 10,84 8,65 40,11 8,65
B maduras 48,05 5,07 51,40 18,28 22,50 82,84 22,50
B10 16,26 2,74 16,99 9,87 3,62 30,97 3,62
B transicionales 11,39 1,82 10,79 6,57 0,00 21,65 0,00

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica

Tabla 37. Descriptivos del fenotipo B requlador en valores absolutos en el punto pretrasplante
cardiaco (10°/ulL)

Percentiles
Media ET Mediana DT Min. Max, ————
5 95
B reguladoras 8,42 3,75 2,89 11,85 0,38 38,52 0,38

B memoria reguladora 21,20 8,80 8,27 27,82 2,21 93,26 2,21

B maduras 135,98 86,05 40,44 272,10 2,72 893,16 2,72
B10 18,12 7,57 6,25 23,93 2,52 62,69 2,52
B transicionales 7,84 3,65 2,87 11,54 0,00 34,26 0,00

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica

Se observaron porcentajes significativamente inferiores en el pre-TC respecto a los
mostrados en los CS para la poblacion B10 (PreTC: 16,26 + 9,87% vs. CS: 24,26 + 9,63%;
p=0,02).

Los numeros absolutos mostraron valores significativamente inferiores para la
poblacién B10 (PreTC: 18,12 + 23,93*103/uL vs. CS: 46,89 + 27,61*103/uL; p=0,047), B
reguladoras (PreTC: 8,42 + 11,45*103/uL vs. CS: 21,83 + 19,84*103/uL; p=0,01) y B
transicionales (PreTC: 7,84 + 11,54 *103/uL vs. CS: 24,80 + 21,14*103/uL; p=0,02) (Figura
44).
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Figura 44. Diferencia de medias de poblaciones con fenotipo regulador en el punto pretrasplante
cardiaco versus poblacion sana. A. Valores en porcentaje. B. Numeros absolutos (10°/ulL)
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CS: Controles sanos; *p<0,05; **p<0,01

Tabla 38. Descriptivos en porcentaje del fenotipo B requlador postrasplante cardiaco

Percentiles

Media ET Mediana DT Minimo Maximo 95
B reguladoras 6,11 1,49 4,25 6,30 0,74 27,53 0,74
B memoria reguladora 21,40 3,80 16,47 16,14 5,82 64,87 5,82
B maduras 40,35 4,96 39,26 21,03 10,54 73,66 10,54
B10 20,82 3,36 16,34 14,25 5,56 53,14 5,56
B transicionales 5,74 0,94 4,68 4,00 0,37 12,98 0,37

ET: Error tipico de la media,; DT: Desviacion tipica

Tabla 39. Descriptivos del fenotipo B requlador postrasplante cardiaco en valores absolutos
(10°/uL)

Percentiles
Media ET Mediana DT Min. Max. ————

5 95
B reguladoras 3,37 0,93 2,43 3,93 0,19 16,69 0,19
B memoria reguladora 10,67 1,77 10,54 7,51 2,18 32,09 2,18
B maduras 24,40 5,18 16,94 21,99 4,32 81,84 4,32
B10 9,71 0,94 4,68 400 0,37 1298 0,37
B transicionales 2,36 0,67 1,45 2,83 0,16 11,84 0,16

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica
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3.3.DESCRIPTIVOS DEL FENOTIPO B REGULADOR EN PACIENTES TRASPLANTE RENAL

Los estadisticos descriptivos de las medias de las poblaciones con capacidad reguladora

en pacientes trasplantados renales (N=17) se muestran en las siguientes tablas,

expresados como frecuencias relativas (tabla 40) y valores absolutos (tabla 41).

Tabla 40. Descriptivos del fenotipo B regulador postrasplante renal en porcentaje

Percentiles
Media ET Mediana DT Min. Max.

5 95
B reguladoras 4,87 1,24 3,03 5,09 0,00 18,66 0,00
B memoria reguladora 19,52 2,92 17,06 12,05 5,04 54,48 5,04
B maduras 44,77 3,90 52,41 16,09 9,58 61,82 9,58
B10 23,50 3,48 21,38 14,37 0,00 57,04 0,00
B transicionales 8,44 2,03 5,38 8,13 1,72 28,57 1,72

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica

Tabla 41. Descriptivos del fenotipo B requlador postrasplante renal en valores absolutos (10°/ulL)

Percentiles
Media ET Mediana DT Min. Max.

5 95
B reguladoras 5,38 2,98 2,07 12,29 0,00 52,34 0,00
B memoria reguladora 15,41 2,82 12,20 11,62 0,15 38,89 0,15
B maduras 46,01 11,30 30,17 46,57 0,66 147,01 0,66
B10 24,74 5,48 13,94 22,60 0,00 71,19 0,00
B transicionales 6,53 2,99 1,99 11,99 0,05 46,65 0,05

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica

El porcentaje de linfocitos B reguladoras fue significativamente inferior al de los CS (TR:

4,87 +5,10% vs. CS: 10,48 + 3,75%; p= 0,05) al igual que en B transicionales (TR: 8,44 +

8,13% vs. CS: 20,98 + 18,67%; p=0,01) (figura 45).

Respecto al tipo de intervencidn, no se observaron diferencias significativas entre los

valores celulares en TCy TR.
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Figura 45. Representacion de la diferencia de medas de los linfocitos B con fenotipo regulador en
porcentaje en pacientes trasplantados renales, cardiacos y controles sanos
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Mem. Reg: B Memoria Reguladora; CS: Controles sanos;, TXR: Trasplantados renales; TXC:
Trasplantados cardiacos; *p<0,05; **p<0,01

En valores absolutos, los TR mostraron valores significativamente disminuidos de las
poblaciones B reguladoras (TR: 5,38 + 12,29*103/uL vs. CS: 21,83 + 19,84*103/uL; p=
0,02), B reguladoras memoria (TR: 15,41 + 11,62*103/uL vs. CS: 43,04 + 39,03*103/uL;
p= 0,02), B10 (TR: 24,74 + 22,60 *103/uL vs. CS: 46,89 + 27,61*103/uL; p= 0,04) y B
transicionales (TR: 6,53 + 11,99 *103/uL vs. CS: 24,80 + 21,14*103/uL; p= 0,00) respecto
a los CS (figura 46).

Figura 46. Variacion de los valores absolutos de linfocitos con fenotipo B requlador en pacientes
trasplantados renales, cardiacos y controles sanos (10°/l)
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Mem. Reg: B Memoria Reguladora; CS: Controles sanos;, TXR: Trasplantados renales; TXC:
Trasplantados cardiacos; *p<0,05, **p<0,01
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Se presentan los datos cuantitativos de los niveles de BAFF en pg/ml en suero y /o
plasma para los tres tipos de trasplante por separado. Los datos se expresan en media
junto con error tipico de la media, mediana, desviacién tipica, valores minimo y maximo

y percentil 5y 95.

4.1. CINETICA DEL FACTOR ACTIVADOR DE CELULA B EN TRASPLANTE CARDIACO

Se cuantificaron los niveles de BAFF en los puntos de seguimiento establecidos, pre-TC,
7d, 30d, 90d, 180d y ano. Para establecer valores basales se analizaron un total de 51

muestras de controles sanos (tabla 42).

Tabla 42. Cinética del factor activador de célula B en trasplante cardiaco (pg/ml)

BAFF

Percentiles
Tiempo N Media ET  Mediana DT Min. Max.

5 95
Pre_TC 131 1608,81 85,03 1426,80 973,26 295,32 4579,32 455,12 3813,20
7d 39 951,21 221,36 663,69 1382,40 127,69 8975,69 183,69 1823,69
30d 34 959,87 153,14 687,64 892,95 159,69 4447,69 207,69 3709,69
90d 34  1391,85 129,48 1108,55 754,98 207,40 3063,70 342,40 3017,87
180d 37 1175,65 113,66 1039,69 691,36 242,75 3021,69 283,19 2742,69
1 afio 29 1892,68 324,64 1407,58 1748,23 503,69 9818,96 511,69 6944,65
CS 51 1161,99 56,45 1056,84 403,14 414,99 2175,91 536,86 1803,22

ET: Error tipico de la media; D.T: Desviacion tipica; Pre_TC: Pretrasplante cardiaco; CS: Control

sano

Su cinética describid una curva con un minimo a los 7d, para aumentar progresivamente
hasta el afo, colocandose en niveles similares a los previos al trasplante (Figura 47). Los
niveles pre-TC fueron significativamente superiores al punto 7d y 30d. Del mismo modo,
los niveles al afio resultaron significativamente superiores a los mostrados a los 7d y a

los 30d.
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Figura 47. Cinética de los niveles del factor activador de célula B en trasplante cardiaco y
comparativa con controles sanos
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4.2.CINETICA DEL FACTOR ACTIVADOR DE CELULA B EN TRASPLANTE PULMONAR

Los descriptivos obtenidos para TP se muestran en la tabla 43. Su cinética repite el
comportamiento de TC, disminuyendo a los 7d y aumentando ligeramente al mes. Los
niveles en el punto Pre-TP fueron superiores al de los CS, como ya ocurria en TC, siendo

significativos respecto al punto 7d y 30d (figura 48).

Tabla 43. Cinética del factor activador de célula B en trasplante pulmonar (pg/ml)

BAFF

Percentiles

Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max.
5 95

Pre_TP 88 1345,18 60,20 1289,56 564,75 468,10 2928,29 533,99 2625,56

7d 63 813,30 61,49 735,23 488,07 218,60 3346,71 306,21 1717,63
30d 53 942,00 88,77 840,00 646,28 183,30 3897,00 247,20 2242,90
CS 51 1161,99 56,45 1056,84 403,14 414,99 2175,91 536,87 1803,23

ET: Error tipico de la media; D.T: Desviacion tipica; Pre_TP: Pretrasplante pulmonar; CS: Control
sano; d: Dias
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Figura 48. Cinética de los niveles del factor activador de célula B en trasplante pulmonar y
comparativa con controles sanos
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4.3.CINETICA DEL FACTOR ACTIVADOR DE CELULA B EN TRASPLANTE RENAL

La cinética vuelve a ser similar al resto de trasplantes, teniendo un maximo en el punto
pre-TR y un minimo a los 7d para ir incrementandose sin llegar a reestablecerse en
valores similares al punto previo al trasplante. El punto pre-TR presentd valores
significativamente superiores al resto de puntos de estudio, incluyendo los CS. (Figura

49, tabla 44).

Tabla 44. Cinética del factor activador de célula B en trasplante renal (pg/ml)

BAFF

Percentiles
Tiempo N Media ET Mediana DT Min. Max.

5 95

Pre TR 71 1700,01 126,37 1516,52 1064,85 543,75 8207,76 665,95 3434,57
7d 45 868,28 108,81 687,04 729,93 189,44 3567,22 218,77 3008,85
30d 74 1064,20 67,13 980,82 577,47 240,46 4023,21 342,86 2178,57
() 51 1161,99 56,45 1056,84 403,14 414,99 2175,91 536,87 1803,23

ET: Error tipico de la media; D.T: Desviacion tipica; Pre_TR: Pretrasplante renal; CS: Control sano;
d: Dias

146



IV. Resultados

Figura 49. Cinética de los niveles del factor activador de célula B en trasplante renal y comparativa

con controles sanos
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Aprovechando los datos de los tres tipos de intervenciones se realizaron comparativas

Inter trasplante.

En la figura 50 se muestran cdmo varia la cinética de BAFF en los tres tipos de trasplante,

con el valor de los CS como referencia. Se observd que los tres tipos de trasplante

siguieron la misma cinética, no existiendo diferencias significativas entre ellos.

Figura 50. Cinética del factor activador de linfocito B en los establecidos puntos de sequimiento
para trasplante cardiaco, pulmonary renal y poblacion sana
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Pre_Tx: Pretrasplante. CS.
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Controles sanos; TxC: Trasplante cardiaco; TxP: Trasplante pulmonar;
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4.4.NIVELES DE INTERLEUCINA 10 EN TRASPLANTE DE ORGANO SOLIDO

Los valores de IL-10 se midieron en el punto pretrasplante para TC (N=18), TP (N=87) y
TR (N=35). El grupo de controles sanos (N=40) nos permitié determinar los niveles
basales. Los descriptivos se muestran en la tabla 45. Los pacientes trasplantados
exhibieron niveles muy superiores a los CS, siendo éstos significativos en los tres tipos

de trasplante (figura 51).

Tabla 45. Estadisticos descriptivos de los niveles de interleucina 10 en el estudio pretrasplante
cardiaco, pulmonar, renal y controles sanos (pg/ml)

IL-10
Tiempo N Media DT ET Min. Max.
CS 40 2,37 4,96 0,78 0,10 19,66
TC 18 28,36 10,12 2,53 9,17 45,37
TP 87 28,51 30,96 3,32 0,00 168,07
TR 35 31,76 57,72 9,76 0,00 292,99

ET: Error tipico de la media; DT: Desviacion tipica; TC: Trasplante cardiaco; TP: Trasplante
pulmonar; TR: Trasplante renal; CS: Control sano

Figura 51. Representacion de las medias de interleucina 10 en pg/ml en el punto pretrasplante
para trasplante cardiaco, pulmonar, renal y controles sanos
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5.1. ALTERACIONES EN TRASPLANTE CARDIACO ASOCIADAS A INFECCION

Durante el periodo de seguimiento del afio postrasplante, 104 pacientes (47.9%)
desarrollaron algun episodio de infeccidn que requirié el uso de tratamiento intravenoso
antimicrobiano especifico (Tabla 46). La media de aparicién del evento fue de 67 dias
postrasplante, habiéndose infectado un total de 31 pacientes durante la primera
semana postrasplante, 27 entre la semana y el mes, 24 entre el mes y los tres meses, 12

entre los tres meses y seis meses y 10 mas en el periodo de los seis meses al ano.

Tabla 46. Datos demogrdficos y clinicos de pacientes trasplantados cardiacos con o sin infecciones
severas durante el primer afio postrasplante

) Infeccion No infeccion

Variables p
(N=104) (N=113)

Edad, media (rango) 56,42 (22-70) 52,95 (20-73) 0,44
Sexo (Hombre/ mujer) (%) 71/29 76/24 0,47
Asistencia circulatoria (%)
Baldn 17,6 16,2 0,48
ECMO 1,9 _
DAV 17,6 10,8 0,10
Tratamiento Inductor (%)
Daclizumab 47 64 0,48
Basiliximab 51 35 0,52
ATG 2 1 -
Ventilacion mecanica (%) 17,6 13,5 0,41
T Circulacion extracorpérea (min) 152,15 165,94 0,16
T Isquemia (min) 218,11 230,97 0,18
MIIS/Coronariopatia (N) 46 52 0,86
MIDI (N) 34 27 0,60
MIHT (N) 3 2 0,77
Congénita (N) 2 8 0,68
Valvulopatia (N) 14 12 0,58
Re-TC (N) 5 4 0,72
MIRE (N) 1 2 0,43
Exitus (%) 27,8 33,3 0,91

ECMO: Oxigenacion por membrana extracorporea; DAV: Dispositivo de asistencia ventricular;
ATG: Anticuerpo anti timoglobulina; T: Tiempo, MIIS: Miocardiopatia isquémica; MIDI:
Miocardiopatia dilatada,; Re-TC: Retrasplante cardiaco; MIRE: Miocardiopatia restrictiva
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La distribucién de los agentes infecciosos aislados por cultivo fue principalmente
bacteriana (67%), seguida de la virica (24%), principalmente CMV, y por ultimo las

causadas por hongos (10%).

e Estudio del estado del paciente en el punto pretrasplante

Para la evaluacion del estado del paciente en el punto pretrasplante cardiaco realizamos
una comparativa entre el grupo de pacientes que desarrollaron infecciéon severa (N=104)
versus aquellos que no tuvieron ninguna complicacion infecciosa (N=113) con el objetivo

de encontrar un marcador asociado a riesgo de desarrollo de infecciones.

Los pacientes con infecciones presentaron valores superiores de plaquetas (I: 226,52 +
111,33 *103/ul vs. No I: 199,77 + 73,97*10%/ul; p= 0,04; Figura 52) y BAFF (I: 1768,42 +
1005,22 pg/ml vs. No I: 1346,24 + 843,34 pg/ml; p= 0,01; Figura 53) frente a los no
infectados. En cuanto a las poblaciones celulares, los pacientes con evento infeccioso
mostraron un menor porcentaje de células B memoria CCl respecto a los no infectados

(I: 39,69 + 20,20% vs. No I: 54,98 + 22,93%; p=0,00; Figura 55).

Figura 52. Media de las variables hematoldgicas pretrasplante cardiaco en pacientes con
infecciones versus no infectados durante el periodo de sequimiento de un afio
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Plaquetas (103/ul); Hematies (106/ulL); Hb: Hemoglobina (g/dL); Hto: Hematocrito (%);
Linfocitos (103/uL); Leucocitos (103/ulL); *p< 0.05; ** p< 0.01.

150



IV. Resultados

Figura 53. Media del factor activador de célula B en pacientes con infecciones versus no

infectados durante todo el periodo de sequimiento (pg/ml)
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Al realizar curva ROC se establecié como punto de corte, con una especificidad del 80%

de asociacion entre los niveles de BAFF pretrasplante y la variable infeccion, 1700 pg/ml.

Los pacientes con niveles de BAFF > 1700 pg/ ml tuvieron un riesgo 2.44 (p= 0,02; IC

95%: 0,194- 0,869) veces mayor de desarrollo de infecciones (Figura).

Figura 54. Curva ROC y andlisis de supervivencia Kaplan- Meier para niveles de factor activador de

célula B pretrasplante cardiaco y asociacion con riesgo de desarrollo de infeccion severa
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Figura 55. Medias en porcentaje de las subpoblaciones linfocitarias pretrasplante cardiaco en
pacientes con desarrollo de infecciones versus no infectados
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Figura 56. Medias de las subpoblaciones linfocitarias pretrasplante cardiaco en pacientes con

desarrollo de infeccion versus no infectados. Valores absolutos (103/ul)
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Figura 57. Diagrama Dot Plot de B memoria CCl en pacientes trasplantados cardiacos con
episodios de infeccion versus no infectados durante el primer afio de sequimiento postrasplante
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Al realizar curva ROC se establecié como punto de corte, con una especificidad del 80%

de asociacion entre el porcentaje de células B CCl y la variable infeccién, 39%. Los

pacientes con niveles de linfocitos B memoria CCl < 39% tuvieron un riesgo 3,22 (p=0,02;

IC 95%: 0,104- 0,926) veces mayor de desarrollo de infecciones (Figura).

Figura 58. Curva ROC y andlisis de supervivencia Kaplan- Meier para desarrollo de infeccion severa

segun niveles de porcentaje de linfocitos B memoria CCl pretrasplante cardiaco
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e Estudio del paciente a la semana postrasplante cardiaco

Se realizé un andlisis prospectivo donde se seleccionaron dos grupos, aquellos que
tuvieron complicacién infecciosa después de la semana postrasplante (N= 69) y los que

no tuvieron complicaciones infecciosas durante el periodo de seguimiento del afio.

Los valores hematoldgicos del dia 7 fueron menores en pacientes con infecciones
comparados con los pacientes sin infeccidn, llegando a ser significativos para hematies
(I: 3,18 £ 0,43 *10%/ul vs. NI: 3,44 + 0,44*10%/ul; p=0,001), hemoglobina (I: 9,73 + 1,15
g/dl vs. NI: 10,45 * 1,26 g/dl; p=0,000) y linfocitos (I: 840,34 + 514,13*103/ul vs. NI:
1099,68 + 759,90*103/ul; p=0,019). Los valores de leucocitos se mostraron elevados al
ser comparados con los pacientes no infectados (I: 13897,61 + 6669,89 *103/ul vs. NI:
12074,30 + 4264,79*103/ul; p=0,048), (Figura 59).

Figura 59. Media de las variables hematologicas a la semana postrasplante cardiaco en

pacientes con infecciones posteriores a la semana versus no infectados
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Plaguetas (103/ul); Hematies (10°/ul); Hb: Hemoglobina (g/dl); Hto: Hematocrito (%); Linfocitos
(10%/ul); Leucocitos (10°/ul). *p<0,05; **p<0,01

Respecto a las poblaciones linfocitarias no se observaron diferencias significativas en
ninguna de ellas, ni en frecuencias ni en valores absolutos (Figuras 60y 61).
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Figura 60. Diferencias en los porcentajes de las subpoblaciones B a la semana postrasplante

cardiaco en pacientes con infecciones posteriores a la semana versus no infectados en todo el

periodo de sequimiento
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Figura 61. Diferencias de las subpoblaciones B a la semana postrasplante cardiaco en pacientes

con infecciones posteriores a la semana versus no infectados en todo el periodo de sequimiento.
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e Estudio del paciente al mes postrasplante cardiaco

Para buscar marcadores predictivos de infeccion en el punto 30d, se escogid a un grupo
de pacientes que desarrollaron infecciones pasado el primer mes postrasplante (N=43)

versus pacientes que no tuvieron ningun episodio infeccioso (N=80).

El grupo de pacientes con infeccidn presentd cifras significativamente inferiores de
hematies (I: 3,38 + 0,45*10%/ul vs. NI: 3,57 + 0,50*10%/ul; p= 0,048) y hematocrito (I:
31,42 +4,01% vs. NI: 33,36 + 4,51%; p=0,029) comparado con el grupo de no infectados
(Figura 62).

Respecto a las subpoblaciones linfocitarias, el grupo infectados obtuvo mayores
frecuencias relativas de CD19*CD27 (I: 75,65 + 13,33% vs. NI: 63,86 + 11,40%; p=0,014)
y menores de B memoria (I: 23,50 + 13,48% vs. NI: 35,29 + 11,43%; p= 0,014) (Figura 63).

Figura 62. Media de las variables hematoldgicas al mes postrasplante cardiaco en pacientes con

infecciones posteriores al mes frente a pacientes sin infeccion
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(10°/ul); Leucocitos (10°/ul). *p<0,05; **p<0,01
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Figura 63. Diferencias en los porcentajes de las subpoblaciones B al mes postrasplante cardiaco
en pacientes con infecciones posteriores a la semana versus no infectados en todo el periodo de
seguimiento
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Figura 64. Diferencias de las subpoblaciones B al mes postrasplante cardiaco en pacientes con
infecciones posteriores a la semana versus no infectados en todo el periodo de seguimiento.
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Al realizar curva ROC se establecié como punto de corte, con una especificidad del 80%,

de asociacion entre el porcentaje de células BCD19* CD27"y la variable infeccion en 70%

y en 25% para las B memoria.

Los pacientes con niveles de linfocitos B CD19* CD27 > 70% tuvieron un riesgo 5,60 (p=

0,032;1C95%: 1,158- 27,06) veces mayor de desarrollo de infecciones. Los pacientes con

niveles de linfocitos B memoria < 25% tuvieron un riesgo 10,67 (p= 0,007; IC 95%: 1,91-

59,62) veces mayor de desarrollo de infecciones (Figura 65).

Figura 65. Curva ROC y andlisis de supervivencia Kaplan- Meier para evaluacion del riesgo de

desarrollo de infeccion segun porcentaje de linfocitos B CD19+ CD27- (A) y B memoria (B) al mes

postrasplante cardiaco
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e Estudio del paciente a los tres meses postrasplante cardiaco

El grupo de pacientes con aparicion de evento infeccioso pasado el tiempo 90d
postrasplante (N=22) fue comparado con aquellos pacientes que no desarrollaron
infecciones en todo el periodo de seguimiento (N=73). Los pacientes con infecciones
mostraron niveles significativamente elevados de leucocitos (I: 7419,05 + 3610,07
*103/ul vs. NI: 6041,18 + 2000,09*103/ul; p= 0,028) comparados con aquellos no

infectados (figura 66). El resto de variables no mostré variaciones significativas.

Figura 66. Media de las variables hematoldgicas a los tres meses postrasplante cardiaco en
pacientes con infecciones pasado este tiempo versus pacientes sin infeccion
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Plaguetas (103/ul); Hematies (10°/ul); Hb: Hemoglobina (g/dl); Hto: Hematocrito (%); Linfocitos
(103/ul); Leucocitos (10°/ul). *p<0,05; **p<0,01.

Figura 67. Medias de los porcentajes de subpoblaciones linfocitarias B a los tres meses
postrasplante cardiaco en pacientes con infecciones pasado este periodo versus no infectados.
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Figura 68. Medias de subpoblaciones linfocitarias B a los tres meses postrasplante cardiaco en
pacientes con infecciones pasado este periodo versus no infectados. Valores absolutos (10°/ul)
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° Estudio del paciente a los seis meses postrasplante cardiaco

Los pacientes que desarrollaron infeccidon pasados los seis meses postrasplante (N=12)
fueron comparados con aquellos que no presentaron ningun evento infeccioso a lo largo
del afo de seguimiento (N=64). No se observan diferencias significativas el resto de las

variables estudiadas.

Figura 69. Media de las variables hematoldgicas a los seis meses postrasplante en pacientes con
infecciones posteriores a este periodo y pacientes no infectados
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Plaquetas (103/ul); Hematies (10%/ul); Hb: Hemoglobina (g/dl); Hto: Hematocrito (%); Linfocitos
(10%/ul); Leucocitos (10°/ul). *p<0,05; **p<0,01.
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Figura 70. Medias del porcentaje de las subpoblaciones linfocitarias B a los seis meses
postrasplante cardiaco entre pacientes con infecciones posteriores a ese tiempo versus no
infectados
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Figura 71. Medias de las subpoblaciones linfocitarias a los seis meses postrasplante cardiaco
entre pacientes con infecciones posteriores a ese tiempo versus pacientes no infectados.
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5.2. ALTERACIONES EN TRASPLANTE PULMONAR ASOCIADAS A INFECCION

Durante el periodo de seguimiento de seis meses tras el trasplante pulmonar, un total
de 41 pacientes, un 50.0%, desarrollaron algun tipo de infeccion que requirid
tratamiento antibidtico intravenoso (tabla 47). La media de aparicion del evento
infeccioso fue de 53,11 dias postrasplante. Durante el seguimiento el 22% de los
pacientes trasplantados desarrollé infecciones recurrentes definidas como dos o mas

episodios.

Tabla 47. Datos demogrdficos y clinicos de pacientes trasplantados pulmonares con o sin
infecciones durante los primeros seis meses postrasplante

Infeccién No infeccion
Variable p
(N=41) (N=41)

Edad, media (rango) 54,28 (16-67) 51,64 (20-69) 0,78
Sexo (Hombre/ mujer) (%) 68/42 82/18 0,26
Tx Urgente (%) 7,8 11,1 0,69
Tipo Tx (Uni/Bilateral) (%) 37/63 29/71 0,60
Duracion del Tx (h) 9,3 6,6 0,49
Ventilacion mecanica (%) 7,3 7,1 0,79
Tiempo en UCI (Dias) 34,83 22,27 0,60
Tiempo Intubado (Dias) 16,39 9,90 0,32
EPOC (N) 16 11 0,75
Fibrosis (N) 16 22 0,07
Déficit a- tripsina (N) 2 2 0,82
Sarcoidosis (N) 2 1 -

HT Pulmonar (N) 1 1 -

Exitus (%) 31,4 22 0,39

Tx: Trasplante; CEC: Circulacion extracorporea; UCI: Unidad de cuidados intensivos;, EPOC:
Enfermedad pulmonar obstructiva cronica; HT: Hipertension

Durante los seis meses postrasplante la mayoria de infecciones fueron de tipo
bacteriano (67,35%), seguidas de las causadas por hongos (20,41%), y luego las viricas

(10,20%), teniendo en el 82% de los casos el CMV con agente causante.
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° Estudio del paciente en el pretrasplante pulmonar

Para la evaluacidon del estado del paciente en el punto pre- TP realizamos una
comparativa entre el grupo de pacientes que desarrollaron infeccién severa (N=41)
versus aquellos que no tuvieron ninguna complicacion infecciosa (N=41) con el objetivo

de encontrar un marcador asociado a riesgo de desarrollo de infecciones.

Los pacientes con infecciones presentaron valores significativamente elevados de IL-10
(I: 43,26 + 39,55 pg/ml vs. NI: 21,70 + 23,34 pg/ml; p=0,00) respecto a los pacientes sin
infeccion (figura 72). El resto de variables no mostré diferencias significativas. La
asociacién de BAFF pretrasplante con desarrollo de infecciones se ha descrito en un

trabajo previo!?8.

Figura 72. Media del factor activador de célula B e interleucina 10 pretrasplante pulmonar en

pacientes con infecciones versus no infectados
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Factor activador de célula B (BAFF, pg/mL); Interleucina 10 (IL-10, pg/ml); * p< 0.05; ** p< 0.01

Para IL-10 pretrasplante, mediante curva ROC se establecié como punto de corte, con
una especificidad del 80%, de asociacion entre los niveles de IL-10 pretrasplante y la
variable infeccion en 29 pg/ml. Los pacientes con niveles de IL-10 > 29 pg/ml tuvieron
un riesgo 3,64 (p= 0,021; IC 95%: 1,28- 10,87) veces mayor de desarrollo de infecciones
(Figura 73).
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Figura 73. Curva ROC y andlisis de supervivencia Kaplan- Meier para cdlculo del riesgo de

desarrollo de infeccion severa segun niveles interleucina 10 en pretrasplante pulmonar
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Al realizar curva ROC se establecié como punto de corte, con una especificidad del 80%,
de asociacién entre los niveles de BAFF pretrasplante y la variable infeccién recurrente
en 1400 pg/ml. Los pacientes con niveles de BAFF > 1400 pg/ml tuvieron un riesgo 4,84
(p=0,018; IC 95%: 1,31- 17,89) veces mayor de desarrollo de infecciones recurrentes

(Figura 74).

Figura 74. Curva ROC y andlisis de supervivencia Kaplan- Meier para cdlculo del riesgo de

desarrollo de infeccion severa segun niveles del factor activador de célula B pretrasplante
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ABC: Area bajo la curva. Especificidad del 50%. Punto de corte: 1400 pg/mi.
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° Estudio del paciente a la semana postrasplante pulmonar

El grupo de pacientes con aparicion de evento infeccioso pasada la semana
postrasplante (N=26) se comparé con aquellos pacientes que no desarrollaron

infecciones en todo el periodo de seguimiento (N=56).

Las variaciones entre grupos no fueron significativas en ninguno de los marcadores

estudiados.

° Estudio del paciente al mes postrasplante pulmonar

El grupo de pacientes con aparicion de evento infeccioso posterior al mes postrasplante
(N=15) fue comparado con aquellos pacientes que no desarrollaron infecciones en el

periodo de seguimiento de seis meses (N=67).
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5.3. ALTERACIONES EN TRASPLANTE RENAL ASOCIADAS A INFECCION

Durante el seguimiento, 51 pacientes requirieron tratamiento antimicrobiano

intravenoso especifico. Las caracteristicas demograficas se muestran en la tabla 48.

Tabla 48. Datos demogrdficos y clinicos de pacientes trasplantados renales con o sin infecciones
durante los primeros seis meses postrasplante

. Infeccion No infeccion
Variable P
(N=48) (N=49)
Edad, media (rango) 55,37 (20-81) 53,77 (25-79) 0,63
Sexo (Hombre/ mujer) (%) 44,6/20,3 52,5/27,9 0,72
Pretrasplante previo (%) 16,2 3,3 0,01
Inmunoterapia pre_TR (%) 13,5 3,3 0,02
Basiliximab 50 47,5 0,43
ATG 14,9 9,8 0,35
Terapia Pretrasplante (%)

Hemodialisis 60,8 70,5 0,64
Dialisis peritoneal 13,5 18,0 0,69
Infeccidn pretrasplante (%) 13,5 8,9 0,25
Bacteriana (%) 9,5 6,7 0,25
Viral (%) 4,0 2,2 0,08
Tiempo isquemia (h) 9,8 10,9 0,46
Glomerulonefritis (N) 6 10 0,24
Nefropatia diabética (N) 6 13 0,06
Hipertension (N) 8 1 0,09
Policistosis (N) 9 0,17
Nefropatia crénica intersticial(N) 6 5 0,55
Otros (N) 13 16 0,66

Pre_TR: Pretrasplante renal; ATG: Anticuerpo anti timoglobulina

Los microorganismos causantes de los casos de infeccién fueron en un 54,5% bacterias,

un 25,7% virus, siendo por CMV en un 55,9%, y un 19,5 % por hongos.

. Estudio del paciente en el pretrasplante renal

Los pacientes que requirieron terapia especifica por infeccién severa (N=48) tuvieron
niveles superiores de BAFF en el estudio pretrasplante (I: 1768,24 + 1270,03 pg/ml vs.
NI: 1114,73 + 246,33 pg/ml; p=0,03) respecto a los no infectados (N=49), (figura 75).
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Figura 75. Media del factor activador de célula B e interleucina 10 pretrasplante renal en pacientes

con infecciones versus no infectados
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Mediante curva ROC se establecié como punto de corte, con una especificidad del 80%,
de asociacion entre los niveles de BAFF pretrasplante y riesgo de desarrollo de
infecciones en 1200 pg/ml. Los pacientes con niveles de BAFF > 1200 pg/ml tuvieron un
riesgo 7,65 (p=0,01; IC 95%: 2,29- 25,58) veces mayor de desarrollo de infecciones tras

el trasplante (Figura 76).

Figura 76. Curva ROC y andlisis de supervivencia Kaplan- Meier para cdlculo del riesgo de
desarrollo de infeccion severa postrasplante renal seqgun niveles pretrasplante de factor activador

de célula B
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° Estudio del paciente a la semana postrasplante renal

El grupo de pacientes que presentaron infecciones posteriores al punto 7d (N=42) se
compard con los que no tuvieron complicaciones por infeccién (N=49). Ninguna de las

variables de estudio mostrd diferencias significativas.

° Estudio del paciente al mes postrasplante renal

De los pacientes trasplantados renales, un total de 22 desarrollaron infecciones a partir

del mes postrasplante, frente a los 49 que no.

Sus variables al mes no mostraron ninguna variacion Inter grupos significativa.
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6.1. ALTERACIONES EN TRASPLANTE CARDIACO ASOCIADAS A RECHAZO

Durante el periodo de seguimiento, 48 pacientes (21,4%) desarrollaron algun episodio

de rechazo que requirid intervencién y el uso de tratamiento especifico. La media de

aparicién del evento fue de 32,56 dias postrasplante (tabla 49).

Tabla 49. Datos demogrdficos y clinicos de pacientes trasplantados cardiacos con o sin episodios

de rechazo durante el primer afio postrasplante

Rechazo No rechazo
Variable p
(N=43) (N=174)

Edad, media (rango) 54,04 (22-69) 58,00 (20-73) 0,72
Sexo (Hombre/ mujer) (N) 32/11 128/46 0,90
Balén (%) 8,5 19,9 0,00
ECMO (%) 1,7 0,6 0,03
DAV (%) 6,8 16,7 0,02
Ventilacion mecanica (%) 11,9 16,8 0,80
T CEC (minzDT) 146,14 + 45,05 163,84 + 80,21 0,21
Tiempo Isquemia (Min+DT) 231,92 + 68,27 221,50 + 70,87 0,48
MIIS/Coronariopatia (N) 16 60 0,10
MIDI (N) 19 64 0,11
MIHT (N) 1 8 0,07
Congénita (N) 1 9 0,00
Valvulopatia (N) 3 22 0,00
Re-TC (N) 2 6 0,20
MIRE (N) 1 2 0,99
Depdsito C3d 17,9 5,0 0,13
Depdsito C4d 69,2 66,7 0,91
Exitus (%) 22,0 33,5 0,99

ECMO: Oxigenacion por membrana extracorporea; DAV: Dispositivo de asistencia ventricular; T:

Tiempo,; MIIS: Miocardiopatia isquémica; MIDI: Miocardiopatia dilatada;, MIHT: Miocardiopatia

hipertrofica; Re-TC: Retrasplante cardiaco; MIRE: Miocardiopatia restrictiva.
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° Estudio del paciente en el pretrasplante cardiaco

Los pacientes que sufrieron episodios de rechazo durante el seguimiento del afio (N=43)
mostraron durante el estudio pretrasplante niveles significativamente superiores de
plaguetas (R: 245,88 + 102,36 *103/ul vs. NR: 204,28 + 90,96*10%/ul; p= 0,01),
hemoglobina (R: 12,52 *+ 2,38 g/dl vs. NR: 11,69 + 2,15 g/dl; p= 0,03), hematocrito (R:
37,22 + 7,49% vs. NR: 34,73 + 6,59%; p= 0,04) y BAFF (R: 2068,43 + 1134,33 pg/ml vs.
NR: 1432,82 + 861,19 pg/ml; p= 0,00), (figuras 77 y 78). No se observaron diferencias en

las subpoblaciones linfocitarias.

Figura 77. Media de las variables hematoldgicas pretrasplante cardiaco en pacientes con rechazo
versus no rechazadores
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Figura 78. Media de las variables inmunologicas pretrasplante cardiaco en pacientes con rechazo
versus no rechazadores
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Mediante curva ROC se establecié como punto de corte, con una especificidad del 80%,

de asociacion entre los niveles de BAFF pretrasplante y la variable rechazo en 1800

pg/ml. Los pacientes con niveles de BAFF > 1800 pg/ml tuvieron un riesgo 3,65 (p=0,01;

IC 95%: 1,45 -9,20) veces mayor de sufrir episodios de rechazo (Figura 79).

Figura 79. Curva ROC y andlisis de supervivencia Kaplan- Meier para cdlculo del riesgo de

desarrollo de rechazo segun niveles de factor activador de célula B en pretrasplante cardiaco
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Figura 80. Medias de los porcentajes de las subpoblaciones linfocitarias B pretrasplante cardiaco
entre pacientes con rechazo y sin rechazo
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Figura 81. Medias de las subpoblaciones linfocitarias B pretrasplante cardiaco entre pacientes
con rechazo y sin rechazo. Valores absolutos (10°/l)
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. Estudio del paciente a la semana postrasplante cardiaco

39 pacientes tuvieron episodios de rechazo pasada la semana postrasplante. Estos
tuvieron porcentajes significativamente inferiores de células B naive IgM respecto a los
pacientes sin episodios de rechazo (R: 0,72 + 0,55% vs. NR: 1,51 + 1,07%; p=0,03), (figura

84). El resto de variables no muestran variaciones significativas.

Figura 82. Media de las variables inmunoldgicas a la semana postrasplante cardiaco en pacientes
con rechazo versus no rechazadores
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Figura 83. Media de las variables hematoldgicas a la semana postrasplante cardiaco en pacientes

con rechazo pasado este tiempo versus no rechazadores
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Figura 84. Medias de las subpoblaciones linfocitarias B a la semana postrasplante cardiaco entre

pacientes con rechazos pasado este tiempo versus no rechazadores. Valores en porcentajes
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Figura 85. Medias de las subpoblaciones linfocitarias B a la semana postrasplante cardiaco entre
pacientes con rechazos pasado este tiempo versus no rechazadores. Valores absolutos (10°/ul)
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° Estudio del paciente al mes postrasplante cardiaco

Los pacientes trasplantados cardiacos que tuvieron episodios de rechazo (N=33) pasado
el mes postrasplante se compararon con aquellos que no (N=177) no encontrandose

diferencias significativas.

Figura 86. Media de las variables inmunoldgicas al mes postrasplante cardiaco en pacientes con
rechazo versus no rechazadores
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Figura 87. Media de las variables hematoldgicas al mes postrasplante cardiaco en pacientes con

rechazo pasado este tiempo versus no rechazadores

30.000+ [ INo Rechazo
8 N Rechazo

20.0001 °

10.0001

| [ | I
Plaquetas Hematies Hb Hto Linfocitos Leucocitos

TR

Plaguetas (10°/ul); Hematies (10%/ul); Hb: Hemoglobina (g/dL); Hto: Hematocrito (%); Linfocitos
(103/uL); Leucocitos (10°/uL); *p< 0.05; ** p< 0.01

Figura 88. Medias de las subpoblaciones linfocitarias B al mes postrasplante cardiaco entre

pacientes con rechazos pasado este tiempo versus no rechazadores. Valores en porcentajes
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Figura 89. Medias de las subpoblaciones linfocitarias B al mes postrasplante cardiaco entre
pacientes con rechazos pasado este tiempo versus no rechazadores. Valores absolutos (103/ul)
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° Estudio del paciente a los tres meses postrasplante cardiaco

Del total de trasplantados cardiacos, 20 tuvieron episodios de rechazo pasados los tres

meses del trasplante frente a los 182 que no. Al comparar las variables de estudio y las

subpoblaciones linfocitarias no se encontraron diferencias significativas en ninguna de

ellas.

Figura 90. Media de las variables inmunoldgicas a los tres mes postrasplante cardiaco en
pacientes con rechazo versus no rechazadores
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Figura 91. Media de las variables hematoldgicas a los tres mes postrasplante cardiaco en
pacientes con rechazo pasado este tiempo versus no rechazadores
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Figura 92. Medias de las subpoblaciones linfocitarias B al mes postrasplante cardiaco entre
pacientes con rechazos pasado este tiempo versus no rechazadores. Valores en porcentajes
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Figura 93. Medias de las subpoblaciones linfocitarias B al mes postrasplante cardiaco entre
pacientes con rechazos pasado este tiempo versus no rechazadores. Valores absolutos (1073 /ul)

[ INo Rechazo

600 N Rechazo
4001 2

300

200+

1004 H
o]
[+]

O_ il
1 [ 1 i T I T T T T T

7 [ Q .© Q o ()] =

£ 8 2 8 B % 5 2 O & ®

o o © o - — £ o ©

o O = 3 @ @ = = . .

= + fa's] S] = > [ o o & &=

m o "E:( © @ = £ £ £ £
8 w0 =z = @ J] ] o o
o o) = 2 s s

° Estudio del paciente a los seis meses postrasplante cardiaco

En el periodo entre los seis meses postrasplante y el afio tuvieron episodios de rechazo

12 pacientes, frente a los 185 que no.

Figura 94. Media de las variables inmunoldgicas a los seis meses postrasplante cardiaco en
pacientes con rechazo versus no rechazadores
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Figura 95. Media de las variables hematoldgicas a los seis meses postrasplante cardiaco en
pacientes con rechazo pasado este tiempo versus no rechazadores
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Los pacientes con rechazo tuvieron niveles significativamente inferiores de linfocitos
CD19+CD27- (R: 61,58 + 16,46% vs. NR: 74,03 + 12,80%; p= 0,02) y superiores de B
memoria (R: 36,49 + 16,16 % vs. NR: 24,73 + 12,28%; p= 0,02) frente a los no

rechazadores (figura 96). No se observan diferencias en valores absolutos.

Figura 96. Medias de las subpoblaciones linfocitarias B a los seis meses postrasplante cardiaco
entre pacientes con rechazos pasado este tiempo versus no rechazadores. Valores en porcentajes
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Figura 97. Medias de las subpoblaciones linfocitarias B a los seis postrasplante cardiaco entre
pacientes con rechazos pasado este tiempo versus no rechazadores. Valores absolutos (10° /ul)
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6.1.1. Poblaciones B reguladoras en pacientes con episodios de rechazo

Del grupo incluido en el estudio de fenotipo B regulador, 16 tuvieron algin episodio de
rechazo, frente a 12 pacientes de largo seguimiento que no. Al comparar sus medias
mediante prueba T el grupo rechazador mostré menores valores absolutos de B10 (R:
15,76 + 23,00 *103/ul vs NR: 31,77 + 27,46*103/ul; p=0,01) y B transicionales (R: 3,75 +
10,25*103/ul vs NR: 15,13 + 18,51*103/ul; p=0,01) (figura 100), de estas Gltimas también
expresaron menores frecuencias (R: 7,09 £ 6,11% vs NR: 14,76 + 14,22%; p=0,01), (figura
99).

Figura 98. Dot plot del fenotipo B transicional en pacientes trasplantados cardiacos con rechazos
versus tolerantes. Valores en porcentajes
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Figura 99. Diferencias del fenotipo B requlador en pacientes trasplantados cardiacos con rechazos

versus no rechazadores. Valores en porcentajes
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Figura 100. Diferencias del fenotipo B regulador en pacientes trasplantados cardiacos con

rechazos versus no rechazadores. Valores absolutos (10°/ul)
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6.1.2 Poblaciones B reguladoras en enfermedad vascular del injerto
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Se analizaron las poblaciones B reguladoras de los 12 pacientes trasplantados cardiacos

con EVI y se realizd un andlisis descriptivo de su distribuciéon tanto en frecuencias

relativas como en valores absolutos (tablas 50 y 51). Posteriormente se compararon

mediante ANOVA con correccién de Bonferroni con otros pacientes trasplantados

cardiacos en seguimiento (<1 afo postrasplante) y con los controles sanos.
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Tabla 50. Descriptivos en porcentaje de las poblaciones linfocitarias con fenotipo B regulador en

de pacientes con diagndstico de enfermedad vascular del injerto (EVI)

Percentiles
Media ET Mediana DT Minimo Maximo

5 95
B reguladoras 8,49 2,29 6,31 7,23 1,18 24,73 1,18
B memoria reguladora 24,35 5,19 18,26 16,41 9,01 56,12 9,01
B maduras 36,28 5,79 37,19 18,32 12,46 61,11 12,46
B10 32,87 5,06 34,02 15,99 11,76 60,76 11,76
B transicionales 11,26 2,28 10,08 7,21 0,00 22,26 0,00

Tabla 51. Descriptivos de las poblaciones linfocitarias con fenotipo B requlador en de pacientes

con diagndstico de enfermedad vascular del injerto (EVI) en valores absolutos (10°/ ul)

Percentiles
Media ET Mediana DT Min. Max.

5 95
B reguladoras 11,82 7,92 1,32 25,03 0,12 81,26 0,12
B memoria reguladora 17,59 9,37 5,31 29,63 1,38 98,08 1,38
B maduras 38,28 25,91 6,57 81,93 0,99 264,43 0,99
B10 20,60 10,16 13,39 32,14 1,24 109,24 1,24
B transicionales 7,35 5,16 1,14 16,33 0,00 53,17 0,00

Los pacientes con EVI exhibieron valores significativamente superiores en frecuencias
relativas de la poblacion B10 respecto al resto de trasplantados cardiacos sin rechazo y
al punto pretrasplante (EVI: 32,87 + 15,99 % vs. Pre_TC: 16,26 + 9,87%; p=0,03; TC: 20,82
+ 14,25%; p=0,05). La poblacién B transicional se mostré significativamente elevada en
EVI respecto a los trasplantados cardiacos sin EVI (EVI: 11,26 + 7,21% vs. TC: 5,74 +
4,00%; p=0,01), (figura 101).
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Figura 101. Diferencia de medias en pacientes trasplantados cardiacos del fenotipo B regulador
en porcentaje en el estudio pre, TC, EVI'y CS.
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Figura 102. Dot plot del fenotipo B10 en pacientes trasplantados cardiacos con enfermedad
vascular del injerto versus no rechazadores. Valores en porcentajes
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Los andlisis en valores absolutos sélo mostraron diferencias significativas entre los
pacientes con EVI y el grupo control sano, con el resto de grupos de no se apreciaron
diferencias significativas en ninguna de las poblaciones. Los pacientes con EVI poseen
valores absolutos inferiores en todas las poblaciones, siendo estas diferencias
significativas para B10 (EVI: 20,60 + 32,14 *103/ul vs. CS: 46,89 + 27,61*103/ul; p=0,02)
y transicionales (EVI: 7,35 + 16,33 *103/ul vs. CS: 24,80 + 21,14*103/ul; p=0,03), (figura
103).
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Figura 103. Diferencia de medias valores absolutos de pacientes con diagndstico de EVI frente al
grupo control sano
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Al cuantificar los niveles de BAFF en pacientes trasplantados de larga duracién con EVI,
se observaron niveles significativamente superiores en todos los grados de la
enfermedad si los comparamos con los basales en CS (CAV1: 1757,57 + 474,18 pg/ml;
CAV2: 1729,89 + 373,05 pg/ml; CAV3: 1638,40 + 829,84 pg/ml; vs CS: 1161,99 + 403,14

pg/ml; p=0,03) y no observandose diferencias significativas entre grados (figura 104).

Figura 104. Representacion de los niveles de BAFF en pacientes con diagnostico de EVI en
diferentes grados de la enfermedad
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6.2. ALTERACIONES EN TRASPLANTE PULMONAR ASOCIADAS A RECHAZO

Durante el periodo de seguimiento, 24 pacientes (29,2%) desarrollaron episodios de
rechazo agudo que requirid el uso de tratamiento con corticoides durante el periodo de

seguimiento. Las caracteristicas clinicas y demograficas se muestran en la tabla 52.

Tabla 52. Datos demogrdficos y clinicos de pacientes trasplantados pulmonar con o sin rechazo
durante los primeros seis meses postrasplante

Rechazo No rechazo
Variable P

(N=24) (N=58)
Edad, media (rango) 53,03 (20-67) 53,40 (16-69) 0,96
Sexo (Hombre/ mujer) (%) 58/42 80/20 0,07
Tx Urgente (%) 15,7 6,8 0,35
Tipo Tx (Uni/Bilateral) (%) 47/53 27/73 0,15
Duracion del Tx (h) 6,6 8,9 0,65
Ventilacion mecanica (%) 5 10,6 0,71
T CEC (min) 9297 11498 0,26
Tiempo en UCI (Dias) 63 22 0,01
Tiempo Intubado (Dias) 15,17 13,67 0,77
EPOC (N) 10 28 0,32
Fibrosis (N) 16 31 0,08
Déficit a- tripsina (N) 1 4 0,02
Sarcoidosis (N) 2 2 0,96
HT Pulmonar (N) 1 2 0,42
Exitus (%) 10 21,5 0,85

Tx: Trasplante, CEC: Circulacion extracorporea; UCI: Unidad de cuidados intensivos; HT:

Hipertension
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e Estudio del paciente en el pretrasplante pulmonar

Los pacientes que experimentaron rechazos agudos tratados con corticoides dentro del
periodo de seguimiento (N=24) de seis meses mostraron niveles superiores de 1gG (R:
1397,75 + 732,51 mg/dl vs. NR: 1099,71 + 456,81 mg/dl; p=0,04) y BAFF pretrasplante
(R: 1818,3 + 622, 58 pg/ml vs. NR: 1313,36 + 526,34 pg/ml; p= 0,02) respecto a los que

no presentaron esta complicacién (figura 105).

Figura 105. Variacion de las medias inmunoldgicas pretrasplante pulmonar en pacientes con

evento de rechazo frente a no rechazadores
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Inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM (mg/dl)); factores del complemento (C3, C4) (mg/dL);
Interleucina 10 (IL-10; pg/ml); Factor activador de célula B (BAFF, pg/mL); * p< 0.05; ** p< 0.01

Mediante curva ROC se establecié como punto de corte, con una especificidad del 80%,
de asociacion entre los niveles de BAFF pretrasplante y la variable rechazo en 1500
pg/ml. Los pacientes con niveles de BAFF > 1500 pg/ml tuvieron un riesgo 9,52 (p=0,005;
IC 95%: 1,98 - 45,75) veces mayor de sufrir episodios de rechazo (Figura 106).
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Figura 106. Curva ROC y andlisis de supervivencia Kaplan- Meier para el cdlculo de riesgo de

desarrollo de rechazo segun niveles de factor activador de célula B en pretrasplante pulmonar
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° Estudio del paciente a la semana postrasplante pulmonar

Los pacientes que sufrieron episodios de rechazo pasada la semana postrasplante

(N=17) se compararon con aquellos que no (N=65).

Los que presentaron episodios de rechazo mostraron niveles superiores de 1gG (R:
767,73 + 252,44 mg/dl vs. NR: 580,78 + 190,33 mg/dl; p=0,00) frente a los no

rechazadores (figura 107).

Figura 107. Variacion de las medias inmunoldgicas a la semana postrasplante pulmonar en

pacientes con evento de rechazo frente a no rechazadores
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Inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM (mg/dl)); factores del complemento (C3, C4) (mg/dL);
Interleucina 10 (IL-10; pg/ml); Factor activador de célula B (BAFF, pg/mL); * p< 0.05; ** p< 0.01
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° Estudio del paciente al mes postrasplante pulmonar

A partir del mes postrasplante sélo sufrieron episodios de rechazo agudo tratado con
corticoides 6 pacientes, con este tamafio muestral se ha desestimado hacer anlisis

estadistico por ser insuficiente.

6.3. ALTERACIONES EN TRASPLANTE RENAL ASOCIADAS A RECHAZO

Durante el periodo de seguimiento de seis meses, 19 pacientes (19,6%) desarrollaron
algun episodio de rechazo agudo que requirié el uso de tratamiento o fase de rescate.

Las caracteristicas clinicas y demograficas se muestran en la tabla 53.

Tabla 53. Datos demogrdficos y clinicos de pacientes trasplantados renales con o sin rechazo
durante los seis primeros meses postrasplante

. Rechazo No rechazo
Variable P
(N=24) (N=73)
Edad, media (rango) 55,92 (32-81) 54,30 (20-81) 0,70
Sexo (Hombre/ mujer) (%) 14/5 51/27 0,50
Pretrasplante previo (%) 15,8 141 0,63
Inmunoterapia pre_TR (%)
Basiliximab 57,9 67,9 0,08
ATG 35,3 14,9 0,06
Terapia Pretrasplante (%)
Hemodialisis 84,2 89,6 0,51
Didlisis peritoneal 21,1 19,7 0,90
Infeccidn pretrasplante (%) 15,8 14,5 0,87
Tiempo isquemia (h) 10,69 10,66 0,95
Glomerulonefritis (N) 3 12 0,62
Nefropatia diabética (N) 3 16 0,29
Hipertension (N) 4 7 0,26
Policistosis (N) 4 8 0,57
Nefropatia crénica 1 8 0,44

intersticial(N)
Otros (N) 7 22 0,74
Pre_TR: Pretrasplante renal; ATG: Antitimoglobulina
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e Estudio del paciente en el pretrasplante renal

Durante el periodo de seguimiento de seis meses 19 pacientes trasplantados

experimentaron algln episodio de rechazo.

Los niveles de BAFF en el pretrasplante de los pacientes con rechazo fueron
significativamente superiores a los no rechazadores (R: 2076,72 + 1202,38 pg/ml vs. NR:

1243,84 + 404,63 pg/ml; p= 0,00), (figura 108).

Figura 108. Variacion de las medias inmunoldgicas pretrasplante renal en pacientes con evento

de rechazo frente a no rechazadores
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Inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM (mg/dl)); factores del complemento (C3, C4) (mg/dL);
Interleucina 10 (IL-10; pg/ml); Factor activador de célula B (BAFF, pg/mL); * p< 0.05; ** p< 0.01

Mediante curva ROC se establecié como punto de corte, con una especificidad del 80%,

de asociacion entre los niveles de BAFF pretrasplante renal y la variable rechazo en 1600

pg/ml.

Los pacientes con niveles de BAFF > 1600 pg/ml tuvieron un riesgo 25,00 (p= 0,00; IC
95%: 5,69 - 109,80) veces mayor de sufrir episodios de rechazo durante los seis meses

posteriores al trasplante (Figura 109).
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Figura 109. Curva ROC y andlisis de supervivencia Kaplan- Meier para el cdlculo de riesgo de

desarrollo de rechazo segun niveles de factor activador de célula B en pretrasplante renal

Curva COR

1,0

fl

0,84

[

067 =

fl

0,44

fl

Susceptibilidad

0,24

fl

ABC: 0.86

Supervivencia acumulada

0,0 T

fl

00 02 04

06 0,8

1 - Especificidad

1,0

0,04 p=0.00

Log Rank: 40.09

BAFF<1600
~pg/ml

..IBAFF >1600
" pg/ml

_|_
+

100
Tiempo (Dias)

150

ABC: Area bajo la curva. Especificidad del 80%. Punto de corte: 1600 pg/ml

e Estudio del paciente a la semana postrasplante renal

200

De los pacientes trasplantados, 21 sufrieron episodios de rechazo pasada la semana

postrasplante. Al compararlos con los que no mostraron episodios de rechazo durante

el periodo de seguimiento postrasplante no se observaron diferencias significativas.

Figura 110. Variacion de las medias inmunoldgicas a la semana postrasplante renal en pacientes

con evento de rechazo frente a no rechazadores
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Inmunoglobulinas (1gG, IgA, IgM (mg/dl)); factores del complemento (C3, C4) (mg/dL); Factor
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e Estudio del paciente al mes postrasplante renal

Pasado el mes desde el trasplante, 14 pacientes sufrieron rechazo. Estos pacientes
tuvieron niveles significativamente elevados de IgA (R: 1029,00 + 226,50 vs. NR: 858,22
1 280,00; p=0,049) respecto a los trasplantados que no experimentaron rechazos (figura

111).

Figura 111. Variacion de las medias inmunoldgicas al mes postrasplante renal en pacientes con
evento de rechazo frente a no rechazadores
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Inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM (mg/dl)); factores del complemento (C3, C4) (mg/dlL);
Interleucina 10 (IL-10; pg/ml); Factor activador de célula B (BAFF, pg/mL); * p< 0.05; ** p< 0.01

e Estudio del paciente a los tres meses postrasplante renal

A partir de los tres meses postrasplante sélo sufrieron episodios de rechazo agudo 8

pacientes, con este tamano muestral se ha desestimado hacer andlisis estadistico.
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7.1. NIVELES DE ATP EN ENFERMEDAD VASCULAR DEL INJERTO

Decidimos estudiar los niveles de ATP intracelular en pacientes diagnosticados con EVI
(N=25) para comprobar como era su estado de inmunocompetencia respecto a
pacientes trasplantados de larga duracidon que no han desarrollado esta complicacién,
lo que denominamos controles quirudrgicos (CQ, N=10). Las caracteristicas demograficas
del grupo de estudio se muestran en la tabla 54.

A los pacientes con diagndstico de EVI se les agrupd teniendo en cuenta el grado de

rechazo determinado por biopsias segun la ISHLT.

Tabla 54. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes incluidos en el estudio de ATP intracelular

CAV1 CAV2 CAV3 cQ
N 8 8 9 10
Edad 61 66 65 61
Sexo (H/M) 7/1 8/0 8/1 8/2
Tiempo Post TC (dias) 5420 4258 5628 4538
Causa del Trasplante (%)
MIIS/Coronariopatia 25,0 37,5 55,6 80,0
MIDI 37,5 25,0 33,3 10,0
Valvulopatia 25,0 12,5 11,1 10,0
MITH 12,5 _ _ -
Re-TC 25,0

CQ. Control quirurgico; MIDI: Miocardiopatia dilatada; MIHT: Miocardiopatia hipertrofica. Re-TC:

Retrasplante.

Al analizar la evolucion de los niveles de ATP intracelular en pacientes con EVI en funcién
del tiempo postrasplante, se pudo apreciar un crecimiento progresivo de los niveles de
ATP estimulado y de la ratio de ATP estimulado/ ATP basal. En cambio, los niveles de

ATP basal se mantenian mas o menos constantes y en valores minimos (figura 112).

192



IV. Resultados

Figura 112. Evolucion de los valores de ATP en funcion de los afios postrasplante cardiaco en
pacientes con enfermedad vascular del injerto
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Al comparar cdmo se encontraban los pacientes con EVI frente a los CQ, los primeros

tuvieron niveles significativamente superiores de ATP basal (EVI: 8,59 + 6,72 ng/ml vs.

CQ: 4,02 + 3,99 ng/ml; p=0,02), (figura 114). Mediante curva ROC se establecié como

punto de corte, con una especificidad del 80%, de asociacidn entre los niveles de ATPb

y EVI en 4.22 ng/ml. Los pacientes con niveles de ATPb > 4.22 ng/ml tuvieron un riesgo

7,11 (p=0,03; IC 95%: 1,23 - 40,98) veces mayor de asociacidn con EVI (Figura 113).

Figura 113. Curva ROC para establecer punto de corte niveles de ATP basal en pacientes con EVI
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Figura 114. A. Medias de ATP basal, estimulado y ratio ATPe/ATPb en pacientes con EVI versus
controles quirurgicos. B. Medias de ATP por grado en el diagndstico de EVI versus pacientes
control.
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7.2.  NIVELES DE ATP EN TRASPLANTADOS CARDIACOS CON INFECCION

De los pacientes trasplantados cardiacos, un total de 15 experimentaron episodios de
infeccion durante el periodo de seguimiento frente a 21 que no presentaron
complicacién infecciosa. El grupo con infecciones mostrd valores significativamente
inferiores de ATP estimulado respecto a los que no tuvieron complicacion (I: 180,89 +

109,86 ng/ml vs. NI: 272,96 + 111,52 ng/ml; p=0,02), (figura 115).

Figura 115. Representacion de las medias de los diferentes ATP estudiados en pacientes
trasplantados cardiacos con eventos infecciosos versus pacientes sin infeccion
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7.3.  NIVELES DE ATP EN TRASPLANTADOS CARDIACOS CON RECHAZO

Decidimos analizar los niveles de ATP en aquellos pacientes trasplantados cardiacos que
habian tenido episodios de rechazo (N= 21), pero no EVI, y en pacientes que no

mostraron episodios de rechazo durante el periodo de seguimiento (N=14).

Los datos reflejaron valores significativamente superiores en los niveles de ATP basal en
aquellos pacientes con episodios de rechazo (R: 9,22 + 6,80 ng/ml vs. NR: 4,40 + 4,44
ng/ml; p=0,03) respecto a los que no (figura 116). No se encontraron diferencias
significativas en los niveles de ATP estimulado, pero si una tendencia a tener valores
superiores en los rechazadores (R: 265,77 + 112,36 ng/ml vs. NR: 191,66 + 117,10 ng/ml;
p=0,07)

Figura 116. Representacion de las medias de los diferentes ATP estudiados en pacientes
trasplantados cardiacos con episodios de rechazo versus pacientes sin rechazo (ng/ml)
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De los trasplantados con rechazo de grado 1 (N=13), un 25% presenté depésitos de C3d
y un 57% de C4d. Ninguno de ellos mostré depdsitos de ambos marcadores a la vez. De
los trasplantados con grado 2 (N=22), un 14% present6 positividad para C3d y un 62,5%
para C4d, no mostrandose en ningun caso expresion de los dos marcadores al mismo
tiempo. Los rechazadores de grado 3 (N=24) tuvieron depdsitos de C3d un 19% y un 77%

de C4d. Un 14,3% expresé ambos marcadores al mismo tiempo.

Si asociamos esa fijacién de complemento al estado de las células B en el pre-TC, si se
observaron diferencias significativas. Los pacientes con depdsito de C4d, la comparativa
de C3d no pudo realizarse ya que la N=3, tuvieron un nimero menor de linfocitos CD19,
tanto en porcentajes relativos (7,37 £ 6,13% vs. 11,08 + 6,86%; p=0,04) como en valores
absolutos (98,93 + 85,66 *103/ul vs. 170,60 + 115,87*10%/ul; p=0,01). Ademas, al fijarnos
en su fenotipo de maduracién, los pacientes con biopsias C4d positivas presentaron
porcentajes significativamente superiores de B Memoria CCl (53,69 + 24,20% vs. 35,22
1 18,47%; p=0,04) e inferiores de B Memoria SCI (22,09 + 15,28% vs. 39,41 + 27,66%;
p=0,03). Los valores de BAFF pretrasplante en pacientes con positividad para C4d fueron
significativamente superiores respecto a las biopsias negativas (C4d+: 1707,32 + 923,22

pg/ml; C4d-: 1169,94 + 547,90 pg/ml; p= 0,046).

Figura 117. Representacion de las medias de BAFF (pg/ml) en pacientes trasplantados cardiacos
con biopsias con positividad o negatividad para C4d

*

4.0001 [ ]cad-
Elcad+

3.000

2.000A

é ; il

Pre-TC 7d 30d 90d 180d Afo

*p<0,05; **p<0,01

196









V. DISCUSION







V. Discusion

Cuando se realiza un trasplante de 6rganos se espera lo mejor, pero hay que estar
preparado para lo peor. A pesar de ser una técnica muy consolidada y con buenos
resultados, la alta tasa de morbimortalidad nos hace seguir trabajando en la busqueda
de marcadores precoces de las dos principales barreras para la supervivencia, como son
las infecciones y el rechazo, importantes causas de pérdida del injerto a corto y largo
plazo. Ademas, el tratamiento convencional puede estar limitado debido a la

intolerancia o ineficacia en determinados pacientes.

Actualmente se trabaja en inducir tolerancia en el receptor tratando de modular la
respuesta del Sl y buscando una terapia individualizada, uno de los retos de la
inmunoterapia del trasplante. Las estrategias se centran en i) el desarrollo de nuevos
farmacos menos toxicos, ii) la busqueda de protocolos de minimizaciéon e
individualizacién, y/o iii) la induccién de tolerancia por parte del receptor. En modelos
preclinicos de monitorizacidn se trabaja retirando la inmunosupresidon en pacientes
tolerantes o transfiriendo células reguladoras, pero estas aproximaciones no funcionan
en todos los pacientes. Estudios en pacientes tolerantes han demostrado que no tienen
un mayor riesgo de desarrollo de infecciones o cancer, y su respuesta a las vacunas es
similar a la de la poblacién sana. El estudio de estos pacientes puede ayudar a entender

los mecanismos detrds del desarrollo de tolerancial’®.

Por otro lado la monitorizacién inmunoldgica puede servir para detectar pacientes en
riesgo individual de desarrollo de complicaciones postrasplante, lo que puede ser util

para la individualizacién de las terapias inmunosupresoras.

La mayoria de trabajos se han centrado en monitorizar los niveles de farmacos en
sangre’, pero en los Ultimos afios han emergido nuevos ensayos basados en la
cuantificacion de subpoblaciones de linfocitos!’®, niveles de citoquinas e Igs, anticuerpos
citotoxicos especificos de donante altamente sensibles y depdsitos de complemento
C3d o C4d en tejidos, entre otros. Mas alld de los componentes de inmunocompetencia
gue se vigilan de rutina (hemograma, prueba de tuberculina y serologias virales) hay
mucho margen de mejora en el campo de la monitorizacién en inmunologia del

trasplante.

Dentro de los biomarcadores inmunoldgicos esta la caracterizacidon de subpoblaciones

linfocitarias, muy usadas en otros modelos de enfermedad. Llama la atencidon el
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reducido numero de trabajos en el campo de la cuantificacion, incluso de
subpoblaciones linfocitarias T CD3, CD4 o CD8, a priori la principal diana de la
inmunosupresidon. Pero si la monitorizacion de la respuesta celular T estd en fase
preliminar, el estudio de los linfocitos B todavia es mas experimental y se centra en su
papel como célula de anticuerpos®®, Recientemente se ha renovado el interés por
investigar el rol del linfocito B como mecanismo patogénico y como biomarcador en

trasplante.

En relacién con la cuantificacion de componentes solubles producidos por el linfocito B
relacionados con su capacidad de producir anticuerpos, se han mostrado interesantes
progresos en la caracterizacion de asociaciones entre los niveles de anticuerpos anti-
HLA previos, o que surgen de novo, con un mayor riesgo de rechazo o complicaciones
cronicas como la EVI en trasplante de corazén o de rechazo crénico en trasplante renal.
Sin embargo, muy poco se han investigado a las células que producen estos anticuerpos

desde un punto de vista inmunofenotipico y funcional.

En términos generales, los biomarcadores inmunolégicos que estdn fuera del area de la
aloinmunidad se encuentran en fase de experimentacién o validaciéon®®!, por lo que no
existe evidencia suficiente que apoye su utilizacién actualmente en la practica clinica y
de hecho, no se utilizan en protocolos consensuados. Es tiempo de reexaminar los roles
de estos biomarcadores habiendo por ello focalizado en esta tesis doctoral en el posible
papel como biomarcador de la célula B en trasplante en relacién con sus potenciales

funciones de proteccién, regulatorias e inflamatorias.

Cuando un paciente entra en lista de espera su estado de salud, en muchos casos, es
critico, ya sea porque estd en la etapa terminal de su enfermedad de base, por
tratamiento farmacolégico intensivo o por el uso de terapias invasivas. De ahi que una
parte de la tesis, la inicial, se centre en describir alteraciones inmunoldgicas en el

paciente durante su periodo en lista activa de espera.

Lamentablemente, y a pesar de las altas tasas de trasplante, las donaciones no son
suficientes y el tiempo en la lista de espera se alarga, teniendo que usar dispositivos de
asistencia circulatoria. Ello nos ha llevado a aprovechar la oportunidad y evaluar

componentes inmunoldgicos en estos pacientes.
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Cuando estudiamos el estado inmunoldgico de los pacientes portadores de ACM
observamos que poseen menores niveles de todas las Igs, C3 y C4, plaquetas, hematies,
Hb, Hto, y linfocitos, siendo esta diferencia mayor en los portadores de DAV respecto a
los portadores de otros dispositivos, como balén. Por el contrario, poseen valores
elevados de BAFF, leucocitos vy linfocitos B. Esto podria deberse a que el DAV es una
técnica invasiva que favorece la aparicién de infecciones (40-50% de los casos) y causa
hemorragias hasta en el 35% de los pacientes, ya que la mayoria de portadores debe
usar anticoagulantes para evitar el bloqueo del sistema por coagulacién'®. En los
pacientes portadores de ACM es conocido el déficit de inmunidad celular e
hipogammaglobulinemia'®. Estos resultados pueden deberse a la inflamacidn
producida por los dispositivos que aumentan la respuesta innata del SI, elevando los
valores de leucocitos y células innatas que a su vez elevan los niveles de BAFF, lo que

explicaria los niveles mas altos de esta citoquina en pacientes con ACM invasiva.

Estos resultados preliminares, realizados en un nimero reducido de pacientes, sientan
las bases para explorar en futuros estudios el rol de la inmunodeficiencia humoral
secundaria al uso de estos dispositivos, sobre todo desde la perspectiva de biomarcador
de riesgo de infeccidn. Al mismo tiempo se destaca por primera vez el papel de BAFF
como biomarcador de inflamacion. A lo largo de la tesis se vera que niveles altos de esta
citocina, asociados al estado de maduracién de célula B, se correlacionan

significativamente con eventos clinicos de tipo inflamatorio o aloinmune (rechazo).

Como se ha indicado mas arriba, la patologia de base que hace de un paciente candidato
a trasplante podria influir en el estado de inmunocompetencia en el que el paciente
llega a la lista de espera. Distintos factores lo pueden justificar, desde el propio uso de
dispositivos de ACM en TC, pasando por el uso de ECMO en TP o de didlisis periddica en
TR. La propia patologia terminal cardiaca, pulmonar y renal puede asociarse a estas
alteraciones. Esto fue lo que nos preguntamos y los resultados observados es que ya en
el periodo pre-TC los pacientes con patologia isquémica poseen niveles inferiores de 1gG,
IgG2 e IgG3 y mayores de C3 y C4 respecto a los enfermos con cardiopatia dilatada. Con
estos resultados puede decirse que los pacientes con MIIS se encuentran en peor estado
que los MIDI. La isquemia desencadena una serie de eventos asociados con la rama

innata del SI. Se produce una activacion de factores del endotelio, liberacidn de éxido
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nitroso (NO) que provoca dilatacidon y un aumento en la permeabilidad vascular. Esta
dilatacion favorece el reclutamiento de células inflamatorias y la activaciéon del
complemento, pudiendo explicar el aumento de estas moléculas en sangre. El posible
rol de este perfil inmunoldgico con eventos clinicos post trasplante deberd evaluarse en
futuros estudios. Aunque no es objetivo de esta tesis, se ofrece informacién preliminar
sobre el posible rol del sistema de complemento en pacientes con cardiopatia

isquémica.

Que los pacientes con MIDI posean niveles significativamente superiores de 1gG podria
deberse a la activacién celular y mediada por anticuerpos, que se relaciona con un

aumento de la reactividad humoral contra el propio tejido cardiaco'®.

En TP encontramos que los pacientes con FQ y FPI poseen niveles de IgG superiores a
los pacientes con EPOC. La FQ se caracteriza por la presencia de moco espeso que facilita
la colonizacién de bacterias. Estos pacientes tienen infecciones recurrentes que
provocan el deterioro progresivo de la funcién pulmonar. Estas infecciones recurrentes
y severas podrian explicar una hiperactivacién de inmunidad humoral y conducir a
niveles mas altos de IgG como un mecanismo compensatorio de respuesta a la infeccién.
En varios modelos de patologia humana se describen niveles mayores de IgG
relacionados con mal prondstico, un ejemplo es la hipergammaglobulinemia en

pacientes con cirrosis o en la infeccion VIH,

Por otro lado, es conocida la susceptibilidad a infecciones de los pacientes con EPOC,
gue en muchos casos usan corticoides inhalados o sistémicos de forma crénica, que
puede que conduzcan al menor nivel de IgG observado en este subgrupo de pacientes.
En futuros estudios serd interesante ver si la presencia de niveles mas bajos de I1gG desde
el momento previo al trasplante predispone a este subgrupo de pacientes a mayores

tasas de infeccidn pre y postrasplante.

Estudios han asociado cifras elevadas de lgs, paraddjicamente, a una evolucion
desfavorable en FQ, como se comenta mas arriba para otras enfermedades. Entre las
caracteristicas de la FQ se encuentra el excesivo acumulo de neutréfilos en las vias
aéreas vy la hiperglobulinemia, que podria ser el reflejo de la produccién de citoquinas
como IL-1, IL-6 e IL-8, o TNF-a'®®. Los pacientes con FQ muestran valores

significativamente superiores de IL-10 respecto a los EPOC. Estos resultados coinciden
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con los de otros estudios donde los niveles de IL-10 e IL-8 en FQ estan aumentados
debido al deterioro progresivo de la funcidon pulmonar por la masiva infiltracién de
neutrdfilos y linfocitos T que producen una desregulacidon en las vias inflamatorias
locales®®’. Estos datos confirman la hipdtesis de que cuando un paciente entra en lista
de espera su estado de salud esta inmunocomprometido y abre las puertas para

identificar perfiles inmunoldgicos pretrasplante de riesgo en estos pacientes.

Del analisis de las cinéticas de las subpoblaciones B se refleja que tras el TC se producen
diferencias cualitativas y cuantitativas en la distribucién, siendo éstas mas frecuentes en
cifras absolutas que en porcentajes. En el punto pre-TC, los pacientes poseen mayores
frecuencias de linfocitos B respecto a los CS, pero no es asi en valores absolutos, donde
las cifras son inferiores. Observamos que en ese punto el valor de linfocitos es muy
inferior al de CS (TC: 1486,81 + 714,96 *103/ul vs. CS: 2378,61 +631,71*103/ul; p=0.00)
explicando asi la disparidad, ya que a pesar de que los valores en porcentaje son

mayores, el recuento absoluto es menor.

A la semana post-TC la poblacién de linfocitos B experimenta un maximo valor, en
recuento absoluto y en porcentaje, disminuyendo de manera progresiva hasta el ano y

situdndose en valores inferiores, tanto del punto pre-TC como del CS.

En el resto de subpoblaciones apenas se observa variacién porcentual en su distribucién.
Si se observan en la poblacién B exhausted, donde los porcentajes son siempre
superiores a los CS, haciéndose significativos al afio. Estudios evidencian que esta
poblacién triple negativa se incrementa en niumero y frecuencia con el envejecimiento
y con la activacidn crénica del SI'®. Se ha encontrado elevada en autoinmunidad, como
LES'® donde los valores son superiores a poblacion sana y en artritis reumatoide en
pacientes con peor respuesta'®. De forma reciente se ha encontrado también
expandida en pacientes con céncer de pulmén'®l. No estad claro cdmo surgen estas
células. Se entiende que pasan por varios procesos de activaciéon e hipermutacion,
teniendo como resultado la pérdida de marcadores de superficie. Aunque otras teorias
se basan en falta de maduracion hacia CD27 o una reaccion defectuosa en el centro
germinal. En futuros estudios se debera analizar cual podria ser el rol fisiopatoldgico de

estos niveles mas altos de células B exhausted en trasplante.
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Los porcentajes de B de memoria SCI se mantienen por debajo de los CS en el estudio
pre-TC, siendo significativos si los comparamos con el maximo valor a los tres meses
post-TC. La poblacién B memoria que solo expresa IgD experimenta un aumento en su
porcentaje a lo largo del tiempo, logrando un valor maximo al afio de estudio. Esta cifra

es significativamente superior respecto a CS en pre-TC, 6 meses y afio post-TC.

En cuanto a cifras absolutas, todas las poblaciones de estudio muestran la misma
cinética, experimentando un maximo a la semana y un minimo que siempre se sitla
entre los 6 meses y el afio post-TC. Ademads, los valores de los linfocitos B en CS son
superiores a todas ellas, exceptuando la poblacion B memoria IgD, donde los TC cifras
superiores pero no significativas. Si aceptamos la premisa que hemos comentado en la
introduccidn acerca del olvido del marcador IgM para la identificacion de memoria,
podemos decir que en general se experimentaria un aumento de memoria SCI durante
el seguimiento, siendo la Unica poblacién donde los valores absolutos son superiores a

los mostrados por los CS.

Estos datos reflejan el estado de inmunosupresion en el periodo postrasplante,
evidenciando la falta de reconstitucion celular y asociando los mayores niveles de célula
B a las maximas dosis de inmunosupresores, que se administran en torno a la semanay
14 dias postrasplante. Estudios muestran que existe un balance entrelarama Ty B, y el
tratamiento inmunosupresor post-TC afecta directamente a la poblacion CD3+%°. El
efecto deletéreo de esta poblacidn provocaria un aumento en el fenotipo B, responsable
de ese maximo a la semana postrasplante. La no reconstitucion celular al afio post-TC
puede explicarse como resultado de la generacidon reducida de linfocitos T y las citocinas
producidas por éstos, provocando defectos intrinsecos en la activacion y cambio de
isotipo de los linfocitos B. Estos resultados confirman nuestra hipdtesis de que tras el
trasplante el compartimento celular sufre alteraciones, tanto en frecuencia como en

recuento absoluto, y difieren de los valores basales observados en poblacidn sana.

El estudio en recuento absoluto nos lleva a resultados menos sesgados, aunque las
frecuencias relativas evidencian que se produce una alteracién en la homeostasis y

distribucién del linfocito B postrasplante cardiaco.

Las células B son capaces de producir respuestas inflamatorias mediante la produccion

de citoquinas como TNF- q, IL-6 o la linfotoxina-a, o desencadenar una respuesta
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reguladora a través de la produccion de IL-10 e IL-35. De forma general, cualquier
subpoblacién B con capacidad reguladora puede ser llamada B reguladora ya que
todavia no hay consenso sobre su definicidon ni clasificacién®>1%3, En la Gltima década

han sido descritas en enfermedades autoinmunes, infeccién y cancer®®*

, pero por lo que
suscitaron interés en nuestro trabajo, es porque se han definido como las responsables
de proporcionar tolerancia en TOS>’. En este estudio decidimos establecer los niveles

basales mediante la cuantificacién en CS para poder establecer una comparativa.

Hemos observado que los receptores en el estudio pre-TC poseen frecuencias inferiores
en la poblacion B10, y menores valores absolutos de B10, B reguladoras y transicionales
respecto a los CS. Como hemos comentado previamente, los pacientes cuando entran
en lista de espera para trasplante presentan alteraciones en su estado inmunolégico y
activacion crénica. Ademads, como hemos observado en la cinética, la poblacién B naive
pre-TC presenta niveles significativamente inferiores respecto a los CS, coherente con lo
observado en las poblaciones transicionales. Lo mismo se observa en TR, donde ademas
poseen menores valores de B reguladoras y B de memoria reguladora. Por el contrario,
no se aprecian variaciones entre tipo de intervencién, mostrando un perfil similar entre

TCy TR.

éEstas alteraciones en la distribucidn linfocitaria estan asociadas a una clinica
determinada? Al analizar los 104 pacientes TC que desarrollaron infecciones durante el
periodo de seguimiento, observamos que en el pre-TC poseen porcentajes inferiores de
linfocitos B memoria CCl respecto a los no infectados. Elincremento basal de células de
memoria CCl se asocia a un efecto protector antiinfeccioso en los pacientes. Las células
B memoria CCl han experimentado procesos de maduracién y de cambio de isotipo para
la produccion de anticuerpos especificos. Sarmiento et al. en trabajos previos han
demostrado que niveles mas altos de IgG pre-TC se asocian con un menor riesgo de
desarrollo de infecciones'®>. Ambos hallazgos se relacionan de forma coherente. El
hecho de que en el pretrasplante la frecuencia de esta poblacién sea menor podria estar
condicionando el estado de inmunocompetencia del receptor. Que el porcentaje de
células B memoria CCl actie como posible biomarcador de riesgo de infeccion es un
hallazgo muy interesante ya que podria ser parte de una firma inmunofenotipica de

riesgo de infeccidn desde antes del trasplante, con las posibles consiguientes medidas
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protectoras que se podrian evaluar en futuros estudios, si este biomarcador se valida
adecuadamente en estudios multicéntricos. Otro marcador elevado en el punto pre-TC
fueron las plaquetas. Las enfermedades contagiosas causadas por virus o bacterias

suelen la causa mds comun de una cantidad de plaquetas altas en la sangre

Los linfocitos aparecen disminuidos en el punto 7d y elevados los leucocitos, también a
los tres meses post-TC. No hay que olvidar que la respuesta adaptativa CD3+ esta
inhibida mediante farmacos, mientras que la innata permanece activa, provocando un
desequilibrio hacia la rama mieloide. Cuando estudiamos el punto 30d, los pacientes
gue desarrollan evento infeccioso pasada esa fecha presentan frecuencias mayores de
CD19+CD27-y menores de B memoria. En general, los pacientes con infecciones parecen
tener menos memoria y mas células B naive o inmaduras, encargadas de desviar la
respuesta hacia un fenotipo regulador y no activador. Una vez mds se destaca el posible
rol de biomarcador que podria tener el inmunofenotipo de célula B, en este caso tras el
trasplante. Habra que analizar si un paciente con células B memoria CCl que tiene niveles
bajos en el estudio pre-TCy que en el postrasplante inmediato exhibe niveles mas bajos

de células B de memoria esta en mayor riesgo de desarrollar infecciones.

En cuanto a la asociacion con la variable clinica de rechazo agudo celular en TC, el
porcentaje de células B naive IgM a la semana y CD19+CD27- a los 6 meses estan
significativamente disminuidos, pero con las células B memoria ocurre lo contrario. Es
lo opuesto a lo observado cuando se analiza la aparicion de evento infeccioso. Podemos
decir que los pacientes con rechazo estarian desplazados hacia una respuesta mas
activada y madura. Un estudio realizado en trasplante de rifidn asocié mayores

porcentajes de B memoria CCl pretrasplante a mayor riesgo de rechazo'%®

y también se
han visto aumentadas en pacientes con LES'®, Estos resultados sientan las bases para
iniciar una validacion en estudio multicéntrico del estado de maduracién de célula B
como biomarcador de rechazo agudo celular en TC. Resulta interesante encontrar un
posible rol de linfocito B en la patogenia de un evento que clasicamente es mas asociado
con alteraciones aloinmunes mediadas por célula T. Tratando de explorar mds en
profundidad esta “atipica” asociaciéon, en cuanto al depdsito de factores de

complemento C3d y C4d, los pacientes con rechazo celular y fijacién de C4d tienen un

fenotipo basal asociado diferente a los que no presentan depdsitos. Los mayores niveles

208



V. Discusion

de linfocitos B de memoria CCl y menores de SCl se asocian a un perfil inmunolégico mas

potente e incluso mayor posibilidad de dafio crénico del injerto.

Respecto al fenotipo B regulador, los pacientes con TC que sufrieron algun episodio de
rechazo durante el periodo de seguimiento mostraron valores significativamente
inferiores de la poblacién B10, principal productora de IL-10. Esto implica que aquellos
pacientes que no mostraron signos de rechazo poseen un mayor de células B10 con
capacidad antiinflamatoria que intervendria en los mecanismos inmunomoduladores de
tolerancia. Esto puede resultar otro atractivo foco de interés para ampliar nuestras
observaciones del rol del linfocito B en procesos de induccion de tolerancia o de

predisposicién a rechazo.

Ademas, los pacientes con rechazo también mostraron menores cifras de células B
transicionales, también en frecuencias. Actualmente no se sabe si el fenotipo regulador
pertenece a un linaje en concreto o es el ambiente y la epigenética la que hace que se
desarrollen de ese modo. Si parece haber una relacién entre las células B transicionales

y las naive, pues las segundas serian la evolucidn de las primeras.

La enfermedad vascular del injerto (EVI o CAV) es un tipo de rechazo crénico que se
produce a largo plazo y para el cual todavia se desconocen los mecanismos
desencadenantes. Al estudiar el fenotipo B regulador en pacientes trasplantados de
larga duracion con diagndstico de EVI nos encontramos con que éstos poseen valores
en porcentaje significativamente superiores de B10 y Transicionales respecto a los
pacientes trasplantados control. En valores absolutos los niveles de ambas poblaciones
so6lo son significativamente inferiores respecto a los CS. Que los pacientes con EVI
tengan altos niveles de esta poblacion podria implicar un estado de activacidn constante
que trataria de compensarse mediante la poblacidn B10. En modelos de inflamacién
crénica las poblaciones B reguladoras se han encontrado elevadas'®’. Eso nos hace
pensar en un mecanismo compensatorio. El estado inmunoldgico de los pacientes con
EVI es complicado, pues llevan afios con terapia inmunosupresora que debilita al
paciente y enmascara los sintomas clinicos. Los mecanismos que se ponen en marcha
en el desarrollo de rechazo crénico todavia no estan claros. Al igual que los CD4+, las
células B pueden producir un amplio espectro de citoquinas bajo condiciones de

inflamacidén. Otra citocina involucrada en el mecanismo B regulador es el TGF- beta,
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factor que se ha encontrado elevado en casos de fibrosis y que podria estar implicado

en el mecanismo de desarrollo de EVI.

Lo complejo de las células B es que regulan tanto la rama innata como la adaptativa del
SI. En general el perfil mostrado en los pacientes TC con rechazo muestra una
desregulacién en las proporciones, debido a la disminucidn de B naive y un aumento de
células B maduras. En un estudio en pacientes tolerantes trasplantados de rifién se ha
observado una dominancia de linfocitos B en sangre, con mas células B naive y
transicionales y menos memoria. Esta firma parece que podria marcar la diferencia entre
tolerancia y rechazo en modelos preclinicos de trasplante®® y sigue observdndose en
pacientes estables sin rechazo doce meses después de la intervencion®. Ademas, estos
pacientes tolerantes también muestran una mayor presencia de células B reguladoras.
Podria deberse a una estimulacién previa por BAFF que contribuiria a una respuesta
aloinmunitaria mas intensa, tanto desde el punto de vista del reconocimiento antigénico
por parte de las CPA como para la produccion de DSA por parte de las células B memoria
o plasmaticas. Las células B que escapan al proceso de seleccién negativa generan
aloanticuerpos de alta afinidad caracterizados por ser particularmente dafiinos para el

injerto.

Uno de los mecanismos mas importantes de control del compartimento B es BAFF. Se
ha establecido que BAFF es capaz de mantener el equilibrio entre las respuestas pro-

inflamatorias y reguladoras llevadas a cabo por los linfocitos B.

También hemos observado una correlaciéon negativa entre los niveles de BAFF y las
poblaciones B reguladoras. Las células B reguladoras en pacientes TR tolerantes quienes
han interrumpido la inmunosupresion, el fenotipo tolerante esta caracterizado por un

incremento en el ratio de transicionales a maduras?’é.

En esta tesis se evalla por primera vez el posible papel de BAFF como biomarcador de
riesgo de rechazo e infeccidn postrasplante en los tres tipos de trasplante estudiados,
TC, TP y TR. Los niveles de BAFF deben estar bien regulados porque concentraciones
anormales de esta citoquina afectan directamente a las funciones de la célula B y han
sido observados en diferentes enfermedades inflamatorias e infecciones??. En el marco
del proyecto GAMA realizado en Mozambique, estudiaron una cohorte de 85 pacientes

con infeccidn primaria por VIH que comprende a pacientes en la fase aguda (pre-
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seroconversion) y la fase reciente (post-seroconversion). A partir de 49 citocinas,
encontraron dos, BAFF y MCP-1, positivamente asociadas al grupo pre-seroconversion.
Es la primera vez que se describe un perfil de citocinas capaz de diferenciar estos dos
estadios de la primoinfeccion?®!, La implicacion de BAFF en la infeccién VIH ha sido
establecida como un equilibrio entre los linfocitos T efectores y T reguladores. Un exceso
de BAFF desplazaria el equilibrio hacia un fenotipo T efector??2. En trabajos previos
observamos que un exceso de BAFF favorecia la progresidon a SIDA en pacientes con

infeccién VIH y tenian peor prondstico?%3

. Por otra parte, también lo observamos
elevado en pacientes con IDVC. El trasplante no deja de ser una inmunodeficiencia
secundaria, asi que decidimos trasladar la investigacién a este campo. Los resultados en
la cinética de BAFF reflejan semejanzas en los tres tipos de TOS, mostrando valores
elevados en el punto pre-TOS y con un minimo valor a los 7d. Estos resultados son
opuestos a la cinética de célula B en TC, donde las cifras mds elevadas de linfocitos B se
encuentran a los 7d postrasplante. Trabajos recientes muestran resultados similares
donde los niveles de BAFF son caracteristicamente altos cuando los pacientes tienen
linfopenia B y gradualmente decrecen mientras los niveles celulares retornan a valores
normales?%%205_ En nuestro estudio también hemos encontrado una correlacion negativa

entre los niveles de BAFF y los valores de célula B, tanto en absolutos como en

frecuencias relativas.

La cinética de BAFF tiene el mismo comportamiento en los tres tipos de TOS, no
observandose diferencias significativas entre ellos ni con los CS en el punto pre-TOS. Lo
mismo ocurre con la cinética de IL-10, se comportan del mismo modo y no existen
variaciones significativas entre TOS. Por el contrario, los niveles pre-TOS son
significativamente muy superiores a los mostrados por los CS. En poblacién sana los
niveles de esta citoquina son practicamente indetectables?®. Los niveles altos de IL-10
en el pre-TOS podrian deberse a un mecanismo compensatorio para suprimir las
respuestas dafiinas por regulacion del balance Th1/T17 y de forma directa disminuyendo
la respuesta inflamatoria del Sl innato, ya se encuentra elevada en situaciones de

inflamacion crénica2%.

La ausencia de BAFF o de BAFF-R resulta en linfopenia B y su exceso ha sido relacionado

con linfocitos B autorreactivos o desdrdenes autoinmunes??’. La sobreexpresiéon de
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BAFF induce una expansidon dramatica de células B activadas, particularmente de la zona
marginal, provocando hipergammaglobulinemia, produccién de anticuerpos vy
deposicion de inmunocomplejos, ademas, estudios recientes han demostrado que BAFF
puede promover la activacién T, proliferacién y diferenciacién?%®. Bloom et al. han
demostrado recientemente que los niveles de BAFF postrasplante en pacientes con
rechazo renal son mas altos que en los controles, dejando evidencia de que niveles
elevados de BAFF generan una desregulacion ambiental que promueve la expansiéon de

células B alorreactivas?®.

Un estudio en 143 TR ha asociado la produccién de anticuerpos anti-HLA especificos de
donante (DSA) con niveles altos de BAFF?!, Los niveles elevados de BAFF se han
asociado a una reaccidon andmala por parte de los linfocitos, escapando a la sefales de
control y siendo capaces de producir anticuerpos DSA. Niveles elevados de DSA estan
implicados en mecanismos de rechazo en TOS, siendo una de las técnicas de titulacién
y monitorizacion postrasplante. Nuestro estudio evidencia que valores de BAFF elevados
en el pre-TOS (tanto en TC, TR y TP) se asocian con un mayor riesgo de rechazo
postrasplante. Ademads, cuando se estudian los niveles de BAFF en pacientes con EVI en
diferentes grados y en pacientes con depésito de C4d en sus biopsias, los resultados
también son significativamente elevados en comparacion a sus respectivos controles. La
sobreexpresidn de BAFF induce una expansiéon de células B activadas, particularmente
de la zona marginal, ademas de hipergammaglobulinemia, produccién de

autoanticuerpos y depdsito de inmunocomplejos?®®

. Estudios previos en biopsias de
trasplantados renales con rechazo agudo han evidenciado esta correlacién entre BAFF y

el depdsito de C4d?12,

En conclusidn, los niveles de BAFF estan asociados a una sensibilizaciéon pre- TOS y son
utiles como valor predictivo de la pérdida del injerto. Esta observacién es una de las
observaciones sistematicas en los tres TOS evaluadas de mayor relevancia del trabajo y
como otros resultados antes comentados abre las puestas a esta citocina para su
evaluacién multicéntrica como biomarcador de rechazo. En TC y TP estudios recientes
del grupo que dirige esta tesis han demostrado esta asociacion de niveles altos de BAFF
con riesgo de rechazo agudo!?®!?7, E| significado clinico de BAFF se ha demostrado en

pacientes en los cuales se administra Belimumab, un anticuerpo bloqueante de BAFF
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para el tratamiento de LES. La neutralizacidén de los altos niveles de BAFF conlleva una
reduccion de los niveles de autoanticuerpos patogénicos y una mejora clinica de la

enfermedad?12:213,

De manera independiente, los TC que desarrollan rechazo poseen en el pre-TC valores
elevados de plaquetas, Hb y Hto. El rechazo humoral implica la activacion de vias
independientes de complemento, pudiéndose activar células endoteliales con expresién
de moléculas de adhesidon y la aparicién de infiltrados celulares de leucocitos vy

plaguetas®?.

Ademas, en pacientes TP se han encontrado valores superiores de IgG pre-TP en
rechazadores, que se mantienen elevados también a los 7d postrasplante. En TR
rechazadores se han encontrado niveles altos de IgA al mes. Estudios han evidenciado
gue niveles elevados de IgA en enfermos renales crénicos estan asociados a un mayor
riesgo y mayor morbilidad?!4. Estos resultados podrian asociarse a que las células B de
los pacientes con episodios de rechazo han sido activadas, mostrandose asi niveles
inferiores de B naive y superiores de linfocitos B memoria que han sufrido proceso de
hipermutacién somatica y cambio de isotipo, y con los niveles elevados de BAFF que

favorece la aparicion de todos estos cambios.

Es interesante observar que también hubo una asociacidn significativa entre niveles mas
altos de BAFF pre-TOS vy el desarrollo de infecciones en el analisis bivariante. Multiples
estudios han evidenciado niveles elevados de BAFF en infecciones, pero éste es el
primero en situarlo como marcador predictivo de riesgo de infeccion. BAFF se une a tres
receptores expresados por células B, BAFFR, TACI y BCMA. Las mutaciones en TACl y
BAFFR han sido descritas como causantes de cuadros asociados a deficiencias de
anticuerpos?®®>. Numerosos estudios, entre los que figuran Carbone et al. han
demostrado un mayor riesgo de desarrollo de infecciones en pacientes con

hipogammaglobulinemia IgG.

Resulta curioso que en dos situaciones que parecen opuestas a primera vista, como es
el desarrollo de infecciones y rechazo, se encuentren valores elevados de BAFF. En los
estudios de BAFF aparecen muchas inconsistencias que hay que resolver. Valores altos
de BAFF después de la administracion de anti células B deben ser interpretados con

precaucién, puesto que, los niveles altos de BAFF pueden deberse a la falta de absorcidn,
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ya sea por falta de células o por defectos en sus receptores, o con un retraso en la
reconstitucion celular del compartimento B2!6204 BAFF es caracteristicamente alto
cuando los pacientes tienen linfopenia y gradualmente decrecen conforme el nimero
de linfocitos B circulantes vuelven a la normalidad?®®?'’, Ademds, la linfopenia B
postrasplante generalmente se asocia con un incremento de los niveles de BAFF. Altos
niveles de BAFF parecen predecir una reconstitucion mas rapida del compartimento B
observada en pacientes con rechazo. Conocer mejor las vias de sefializacién para poder
actuar como intervencién inmunomoduladora seria clave para seguir con las

investigaciones.

Monitorizar los niveles de BAFF postrasplante como marcador de rechazo mediado por
anticuerpos podria ser una de las nuevas formar de identificacién de riesgo de rechazo,
y establecer puntos de corte pretrasplante para identificar aquellos pacientes con un

mayor riesgo de desarrollo de rechazo e infeccién.

También hemos detectado mayores niveles de IL-10 pre-TP en pacientes con desarrollo
de infecciones postrasplante. La IL-10 es secretada en grandes cantidades por tejidos
mucosos como el intestino o los pulmones donde las respuestas inmunoldgicas
indeseadas o incontroladas pueden causar dafios graves. El exceso de esta citocina
podria estar inhibiendo células dendriticas, T CD4+, neutrdéfilos, NK y macréfagos vy
favoreciendo la aparicion de infecciones en estos pacientes?®. Aquellos pacientes que
tuvieron evento infeccioso a partir de la semana mostraron menores valores de
linfocitos. Por el contrario, poseen mayores valores de leucocitos. En este punto de
estudio el paciente ya se encuentra con terapia inmunosupresora, este actla sobre la
rama adaptativa, lo que podria explicar el aumento de leucocitos y la disminucién de

linfocitos en pacientes con infecciones.

La respuesta del organismo ante eventos infecciosos es compleja e implica varios
sistemas de control, por todo ello establecer un Unico marcador de riesgo de desarrollo
de infecciones es complicado. La idea es monitorizar a los pacientes y la elaboracién de

un perfil de marcadores que identifiquen pacientes con riesgo alto.

Un ensayo comercial aprobado por la FDA para uso clinico en monitorizacion
postrasplante es IMMUKNOW?'°, En este ensayo, el ATP producido por los T CD4+ tras

estimulacion con un mitdégeno policlonal es medido. Refleja la reactividad y ademas, la
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competencia inmunoldgica del paciente. Los datos mas consistentes se han observado
como predictor del riesgo de infeccién en pacientes TR??0, TC??' y hepaticos???. Pero este
ensayo no es especifico y los resultados de distintos ensayos clinicos para predecir la

aparicién de rechazo son contradictorios??3.

Decidimos analizar tanto los niveles basales de ATP en las células como el ATP tras
estimular. Para establecer el nivel de respuesta decidimos analizar la ratio ATP e/ATPb.
Al analizar la cinética se observa que mientras los niveles de ATPb se mantienen mas o
menos estables conforme aumenta el tiempo postrasplante, mientras que las cifras de
ATPe aumentan progresivamente, al igual que la ratio. Esto podria indicar que con el
paso del tiempo las células CD4+ se vuelven mds reactivas a medida que aumenta el
tiempo postrasplante. Trabajos previos han mostrado niveles significativamente mas
bajos de ATP en pacientes con infeccién observdndose, hasta en un 62% de los
pacientes, una respuesta inmunitaria débil. En rechazo hay gran disparidad de
resultados, llegandose a visualizar ligeramente elevados en pacientes con rechazo

agudo, pero no se ha establecido ninglin punto de corte.

Los niveles de ATPb en pacientes con EVI estan significativamente elevados si se
comparan con pacientes sin EVI, al igual que se ha observado en pacientes con rechazo
no EVI, dato que refleja que estos pacientes estarian mads activados o reaccionan de una
forma mas fuerte sin necesidad de estimulo. Esto debemos confirmarlo en estudios con
mayor nimero de pacientes. De confirmarse, seria de mucho interés ya que aun no se
conoce bien la patogenia que lleva al EVI, una importante barrera de supervivencia a

largo plazo en TC.

Por el contrario, en pacientes que han desarrollado episodios infecciosos los niveles de
ATPe son inferiores a los que no desarrollaron infecciones. Este hecho podria indicar que
las células T CD4+ son menos reactivas, o que los niveles de inmunosupresion en estos

pacientes es superior. Esto favoreceria la aparicion de eventos.

Actualmente el kit estd indicado para cuantificar el estado de inmunosupresiéon
(reflejaria los niveles de inmunosupresores) y ajustar la terapia de forma individual,
pero, como se ha comentado previamente, los datos en cuanto a rechazo son confusos.

Que los pacientes con rechazo, EVI o no EVI, tengan una mayor reactividad,

215



V. Discusién

independientemente del uso de inmunosupresion, refleja una mayor activacion celular

o resistencia al tratamiento.

Un estudio retrospectivo monitorizé la produccidn de ATP antes y después del TR en 64
receptores y lo comparé con el tipo de inmunosupresion, dosis y efectos adversos con
infecciones o rechazos, donde se observaron cifras elevadas de ATP pre-TR en pacientes
con mas episodios de rechazo, mientras que los pacientes con cifras bajas tenian un
mayor riesgo de infecciones. Los pacientes que recibieron tratamiento para el rechazo

mostraron un descenso en las cifras de ATP a los cinco dias de inicio del tratamiento?2°.

Globalmente la tesis presenta una descripcién panoramica original de la cinética de

distintas subpoblaciones B y productos solubles en distintos TOS.

Se proponen posibles biomarcadores de riesgo de infeccion, como por ejemplo los

niveles mas bajos de células B de memoria CCl en el pre-TC.

Se describe el posible rol de BAFF como biomarcador de riesgo de rechazo e infeccidn

en tres TOS.

Cuantos mds datos sobre monitorizacidon inmunolégica se consigan, mas claro nos sera
entender el mecanismo involucrado durante la induccion y mantenimiento de la
tolerancia y guiar mejor en la inmunosupresion logrando una terapia individualizada.
Todo ello es un buen punto de partida para la validacion de estos biomarcadores para
un eventual uso clinico de los mismos. Quizas contribuyan en el futuro a uno de los

suenos de la inmunologia del trasplante.
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1. Se detectan alteraciones inmunofenotipicas de linfocitos B en pacientes con
patologia terminal cuando son evaluados al entrar en lista de espera para trasplante
de cardiaco y renal, influyendo la etiologia del trasplante o el uso de asistencia

circulatoria mecdnica en el caso de trasplante cardiaco.

2. En el estudio pretrasplante cardiaco se observan valores mas bajos de distintas

subpoblaciones de linfocitos B en comparacion con las cifras en poblacidn sana.

3. Alos 7 dias postrasplante cardiaco se observa un aumento global de linfocitos B
totales. Las cifras de linfocitos B no llegan a reconstituirse pasado el afio
postrasplante, quedando por debajo de las mostradas tanto en el pretrasplante

como en los controles sanos.

4. Los pacientes trasplantados cardiacos en general, cardiacos con enfermedad
vascular del injerto y trasplantados renales muestran menores valores de células B

reguladoras pretrasplante comparados con los controles sanos.

5. Porcentajes pretrasplante cardiaco de células B de memoria con cambio de
isotipo inferiores al 39%, asi como porcentajes de linfocitos B naive superiores al
70% y de células B de memoria inferiores al 25% al mes del trasplante cardiaco, son

factores de riesgo de desarrollo de infecciones severas.

6. Los pacientes trasplantados cardiacos con rechazo muestran menores valores en

las poblaciones B reguladoras y CD19+CD27- y mayores de B memoria.

7. Concentraciones séricas elevadas de BAFF pretrasplante son un factor de riesgo
de desarrollo de infecciones severas post trasplante cardiaco y renal y de
infecciones recurrentes en trasplante pulmonar, asi como de rechazo agudo

postrasplante en todos los trasplantes analizados.

8. Valores de IL-10 pretrasplante superiores a 29 pg/ml son un factor de riesgo de

desarrollo de infecciones postrasplante pulmonar.
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9. Los pacientes trasplantados cardiacos con EVI muestran valores elevados de
BAFF y ATP basal. También poseen mayores cifras de células B reguladoras respecto

al resto de trasplantados cardiacos.

10. En trasplantados cardiacos con rechazo y depdsito de C4d en biopsia
endomiocardica se observa un mayor nivel de células B de memoria con cambio de
isotipo y menor de memoria sin cambio de isotipo, ademads de mayores niveles de

BAFF.

11. Se proponen varias alteraciones inmunofenotipicas de linfocito B y de factores

solubles asociados como candidatas a ser evaluadas como biomarcador de infeccidn

y rechazo para uso clinico en distintos trasplantes de érgano soélido.
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. CORRELACIONES DE FACTOR ACTIVADOR DE CELULA B

Mediante correlacidn bivariada quisimos comprobar la relacién existente y la fuerza de

ésta entre BAFF y los distintos subtipos de fenotipo B, asi como con las variables

inmunolégicas de estudio.

Analizamos los valores en el punto pretrasplante cardiaco, contando con pacientes que
poseen la cuantificacion de BAFF y la determinacion del fenotipo B Maduracién y B

reguladoras.

Tabla 1. Correlacion entre los niveles de BAFF pretrasplante cardiaco y subpoblaciones B

Maduras
1
M~ o —_ —_—
0 ~ a = @© O o =
2 9 o g 9 » 5 b O 50 ™
% ks & ‘© 2 :"2’ g g € € € e
= et =2 § < =] s [} [} [} )
o) 8 K P pd = = = S

Pearson | -0,19” -0,13 -0,19 0,15 0,10 0,02 0,10 -0,03 0,27 -0,16 -0,07
BAFF Sig. (bil.) | 0,01 0,15 0,06 045 0,62 091 0,27 0,77 0,01 0,42 0,74

N 186 122 99 26 28 28 123 101 101 28 28

o R 2 Q > ® O O ) p
2 o) o 2 oo ) c ) O oo )

Valores © o S % < X e ! X
5] + ‘T = £ ¢ £ £ = £ £

Absolutos = 9 z £ T 5 o o [} ) o
o 3 3 =z =z =2 > P S S

Pearson | -0,28" -0,25" -0,26° 0,03 0,03 0,07 -0,11 -0,22 0,20 -0,35 0,05
BAFF Sig. (bil.) | 0,00 0,02 0,03 0,88 0,89 0,75 0,28 0,07 0,11 0,08 0,82

N 153 89 65 25 26 26 90 67 67 26 26
*p< 0,05; “"p< 0,01. Correlacién de Pearson; Significacion bilateral

Tabla 2. Correlacion entre los niveles de BAFF pretrasplante cardiaco y variables hematoldgicas

e inmunoldgicas

IgA
IgM
lgG1
1gG2
1gG3
1gG4

(6] o)
o T

Hematies
Hto
Linfocitos

Pearson|-0,01 0,02 -0,19" 0,04 0,00 0,15 -0,02 -0,19" -0,23" -0,21"" -0,24
BAFF Sig. (bil.)] 0,93 0,81 0,02 0,71 0,98 0,16 0,87 0,02 0,00 0,01 0,00
N 142 140 139 95 95 95 95 166 166 166 166
*p< 0,05; “p< 0,01. Correlacién de Pearson; Significacion bilateral
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Tabla 3. Correlacion entre los niveles de BAFF pretrasplante cardiaco y subpoblaciones B

Reguladoras

% B Totales  Reguladoras Memoria Maduras B10 Transicionales

Pearson -0,34™ -0,08 0,01 0,09 -0,23" 0,10
BAFF Sig. (bil.) 0,01 0,54 0,94 0,45 0,03 0,42

N 69 69 69 69 69 69

Valores . ..
B Totales  Reguladoras Memoria Maduras B10 Transicionales
Absolutos

Pearson -0,25" -0,14 -0,18 -0,19 -0,25" -0,15
BAFF  Sig. (bil.) 0,04 0,24 0,15 0,12 0,02 0,22

N 69 69 69 69 69 69

*p< 0,05; “"p< 0,01.

Correlacidn de Pearson; Significacion bilateral
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Figura 1. Estrategia de andlisis del fenotipo B regulador en paciente trasplantado

cardiaco.
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Figura 2. Estrategia de analisis del fenotipo maduracion B en paciente trasplantado

cardiaco.
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lung recipients at risk for development of serious infections: A multicenter

prospective study. J Heart Lung Transplant. 2018. 37(8):1001-1012.

Abstract

BACKGROUND:

Infection is still a leading cause of death during the first year after lung
transplantation. We performed a multicenter study among teaching hospitals to
assess monitoring of early humoral immunity as a means of identifying lung

recipients at risk of serious infections.

METHODS:

We prospectively analysed 82 adult lung recipients at 5 centres in Spain. Data were
collected before transplantation and at 7 and 30 days after transplantation.
Biomarkers included IgG, I1gM, IgA, complement factors C3 and C4, titters of
antibodies to pneumococcal polysaccharide antigens (IgG, IgA, IgM) and antibodies
to cytomegalovirus (IgG), and serum B-cell activating factor (BAFF) levels. The
clinical follow-up period lasted 6 months. Clinical outcomes were bacterial
infections requiring intravenous anti-microbial agents, cytomegalovirus (CMV)

disease, and fungal infections requiring therapy.

RESULTS:

We found that 33 patients (40.2%) developed at least 1 serious bacterial infection,
8 patients (9.8%) had CMV disease, and 10 patients (12.2%) had fungal infections.
Lower IgM antibody levels against pneumococcal polysaccharide antigens at Day 7
(defined as <5 mg/dl) were a risk factor for serious bacterial infection (adjusted odds
ratio [OR] 3.96; 95% confidence interval [CI] 1.39 to 11.26; p = 0.0099). At Day 7
after transplantation, 1IgG hypogammaglobulinemia (defined as IgG <600 mg/dl) was
associated with a higher risk of CMV disease (after adjustment for CMV mismatch:
OR 8.15; 95% Cl 1.27 to 52.55; p = 0.028) and fungal infection (adjusted OR 8.03,
95% Cl 1.51 to 42.72; p = 0.015). Higher BAFF levels before transplantation were
associated with a higher rate of development of serious bacterial infection and

acute cellular rejection.
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CONCLUSION:

Early monitoring of specific humoral immunity parameters proved useful for the

identification of lung recipients who are at risk of serious infections.

Sarmiento, E., Jaramillo, M., Calahorra, L., Fernandez-Yanez, J., Gomez-Sanchez, M.,
Crespo-Leiro, MG., Paniagua, M., Almenar, L., Cebrian, M., Rabago, G., Levy, B.,
Segovia, J., Gomez-Bueno, M., Lopez, J., Mirabet, S., Navarro, J., Rodriguez-Molina,
JJ., Fernandez-Cruz, E., Carbone, J. Evaluation of humoral immunity profiles to
identify heart recipients at risk for development of severe infections: A
multicenter prospective study. J Heart Lung Transplant. 2017. 36(5):529-539.
Abstract

BACKGROUND:

New biomarkers are necessary to improve detection of the risk of infection in heart
transplantation. We performed a multicenter study to evaluate humoral immunity
profiles that could better enable us to identify heart recipients at risk of severe

infections.
METHODS:

We prospectively analysed 170 adult heart recipients at 8 centres in Spain. Study
points were before transplantation and 7 and 30 days after transplantation.
Immune parameters included 1gG, IgM, IgA and complement factors C3 and C4, and
titters of specific antibody to pneumococcal polysaccharide antigens (anti-PPS) and
to cytomegalovirus (CMV). To evaluate potential immunologic mechanisms leading
to 1gG hypogammaglobulinemia, before heart transplantation we assessed serum
B-cell activating factor (BAFF) levels using enzyme-linked immunoassay. The clinical
follow-up period lasted 6 months. Clinical outcome was need for intravenous anti-
microbials for therapy of infection.

RESULTS:

During follow-up, 53 patients (31.2%) developed at least 1 severe infection. We
confirmed that 1gG hypogammaglobulinemia at Day 7 (defined as 1gG <600 mg/dl)
is a risk factor for infection in general, bacterial infections, and CMV disease. At Day

7 after transplantation, the combination of 1IgG <600 mg/dl + C3 <80
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mg/dl was more strongly associated with the outcome (adjusted odds ratio 7.40;
95% confidence interval 1.48 to 37.03; p = 0.014). We found that quantification of
anti-CMV antibody titters and lower anti-PPS antibody concentrations were
independent predictors of CMV disease and bacterial infections, respectively.
Higher pre-transplant BAFF levels were a risk factor of acute cellular rejection.
CONCLUSION:

Early immunologic monitoring of humoral immunity profiles proved useful for the

identification of heart recipients who are at risk of severe infection.
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