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Summary

Introduction: Rejection and infection are relevant causes of morbidity and mortality in heart
transplant recipients. Notably, human cytomegalovirus (CMV) active infection poses
serious risks to CMV-seropositive patients. However, reliable markers to detect an
increased risk for developing these complications are lacking. Given the complexity of the
immune response in this setting, several components must be analyzed simultaneously.
Hypothesis: The hypothesis of the present study is that before and after heart
transplantation several abnormalities occur in functionally distinct lymphocyte subsets and
that assessing these alterations could enable us to identify patients at risk of rejection or
infection.

Objectives: To define the kinetics of and alterations affecting different lymphocyte subsets
in heart recipients, and the relationship between these parameters and transplant-related
complications.

Material and Methods: Several prospective and cross-sectional studies were designed. We
assessed the maturation, activation, and regulatory profiles of T-cells and of the
maturation status of B lymphocytes in a prospective follow-up study of 42 heart recipients
(28 male; mean age 55=years), before and up to 1 year after transplantation. Induction
therapy included 2 doses of humanized anti-CD25 monoclonal antibodies, whereas
maintenance consisted of a calcineurin inhibitor (cyclosporine or tacrolimus), mofetil
mycophenolate and prednisone. To assess the changes in the different lymphocyte
subsets late after heart transplantation (1-3 years), a separate cross-sectional study was

performed in other 31 heart recipients. To assess the effect of heart surgery, a control
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group comprised of 32 age-matched patients who had undergone open-heart surgery
without immunosuppression (surgical controls) was included. Due to the lack of normal
values of the studied subsets, 36 healthy adults were also evaluated. Measurements were
made before transplantation and at 7, 30, 90, 180 and 365 days after. Four-color flow
cytometry of peripheral blood lymphocytes was performed. The monoclonal antibodies
used were directly conjugated with fluorescein isothiocyanate, phycoerythrin, peridinin
chlorophyll protein, or allophycocyanin. T-cell subsets were investigated using
CD45RA/CCR7/CD4/CD8 (maturation status), HLADR/CD38/CD4/CD8 and HLA-
DR/CD25/CD4/CD8 (activation status), CD127/CD25/CD4/FoxP3 (regulatory CD4+ T
cells), and CD25/CD122/CD4/CD8 (assessment of IL2-RB). B-cell subsets were studied
with the combination of CD27/IgD/CD19/IgM. Lymphocyte staining was carried out using a
whole-blood lysis technique, according to the recommended methodology. We also
evaluated prospectively CMV-specific immune responses in 38 seropositive heart
recipients. For this purpose we measured anti-CMV IgG antibodies (by a CE trademark
commercial ELISA test) and performed an ex vivo interferon gamma induction assay in T-
cells stimulated with IE-1 and pp65 peptides by four color flow cytometry. Acute cellular
rejection episodes were defined according to the 2005 revised ISHLT grading system.
Severe infections were those requiring intravenous drug therapy during the first year after
transplantation, while CMV infection was defined as positive antigenemia confirmed by
significant viral load in peripheral blood or tissue cultures. Statistical analyses were
performed using SPSS 16.0 statistical software for Windows.

Results: Pre-transplantation percentages of the functionally distinct lymphocyte subsets in

heart recipients were compared with those of the healthy controls and used to define



peripheral blood baseline immunophenotypic status, which was characterized as follows:
lower naive CD8+ T-cell percentage (CD45RA+CCR7+), higher CD8+ terminally
differentiated effector memory (TEM) percentage (CD45RA+CCR7-), and higher activated
CD4+ and CD8+ T-cell percentages (CD38+HLADR).

We assessed the kinetic changes that occurred in the lymphocyte subsets by comparing
the percentages observed at each post-transplant study point with the pre-transplant
values. The greatest impact was on day 7, when CD3+ and CD8+ T-cell percentages, but
not CD4+ T cell, decreased significantly. Discordance was observed in the activation
status of CD4+ and CD8+ T-cells. A significant decrease in CD4-activated cells was
documented from day 7 to 1 year after transplantation while CD8-activated cells remained
stable during follow-up. As compared with baseline values, a decrease in regulatory CD4
T-cell percentages (CD4+CD127,wCD25nghFoxP3+) was observed from day 7 to 12
months after transplantation. Interestingly, T cells expressing the beta chain of IL2-R
(CD122) remained stable during the first 3 months. Changes in the homeostasis of T cells
were characterized by a CD8-naive expansion in the early post-transplant period (7 days
to 90 days), followed by an increase in central memory CD4+ cells (180 days to 1 year).
On day-7 after transplantation, a significant increase in total CD19+ B-cell percentages
was observed. Expression of CD27 on CD19+ B cells remained stable throughout follow-
up. Compared with values of healthy controls, higher CD8-TEM percentages were
observed from baseline up to more than 1 year after transplantation. CD8 T-cell
abnormalities were predominant in the long term after transplantation. Compared with

healthy controls, long-term transplant recipients disclosed higher frequencies of total CD8+
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T cells, higher CD8-activated cell percentages, higher CD8-TEM cell levels, and lower
percentages of CD8-naive and of CD8-central memory cells. Regulatory CD4 T-cell
percentages were similar to those of healthy controls.

Acute cellular rejection was associated with higher levels of CD8-TEM cells during the first
6 months after transplant. The CDB8-naive/CD8-TEM ratio was significantly lower in
patients with rejection at 3 and 6 months (0.58+0.48 vs 1.33+1.51 [p=0.023] and
0.45+0.36 vs 1.25+£1.37 [p=0.006]). Interestingly, CD4-Treg cell percentages tended to be
lower in the baseline study (6£1.7% vs 9+6.33%, p=0.1). Patients with rejection showed
sustained lower percentages of naive B cells from day 7 up to 6 months than patients who
did not experience rejection. When we stratified patients using the median value of the
distinct B-cell subsets, patients with higher percentages of naive B cells (CD19+CD27-
IgM+IgD+) at day 7 (>58%) had a 91% decrease in the risk of developing acute cellular
rejection.

Patients who were free of severe infectious complications tended to have higher
percentages of pre-transplant class-switched memory B cells than recipients who
developed infections. When we stratified patients according to the median value of
baseline class-switched memory B-cell percentages (CD19+CD27+IgM-IgD-), patients
with higher levels (>14%) had a 74% decrease in the risk of developing severe infection
after transplantation.

In the study to evaluate CMV-specific immune responses, when we compared baseline
with 30-day post-transplant values, patients with CMV infection disclosed a significant
decrease in the percentage of CD8/IFNg+ IE1 cells (0.40+029 vs. 0.17+0.15, p=0.035)

while this drop was not observed in non—-CMV-infected patients neither in surgical controls.



At baseline, the anti-CMV IgG titer was significantly lower in patients who later developed
CMV infection and this difference remained at 30 days after transplantation. One-month
after transplantation, mean percentages of CD8/IFNg+ IE1 T cells were lower in CMV-
infected patients. Taking into account the differences observed in the comparison of
means analysis, ROC analysis was performed to set levels at which a response above or
below indicated a decreased or increased risk of CMV infection, respectively. Patients
were split into 2 groups according to the 30-day post-transplant values of CMV IgG titer
(16,100 AU) and CD8/IFNg+ IE1 percentages (0,40%). A survival analysis was performed.
Lower CD8/IFNg+ IE1 percentages and anti-CMV titers were associated with development
of CMV infection (Log Rank, 4.17 [p=0.04] and 5.21 [p=0.02], respectively). We then
evaluated if the combination of both markers was more suitable for detecting patients at
risk of CMV infection. Cox regression analysis revealed an association between the risk of
developing CMV infection and the combined parameters (relative hazard [RH] 6.07; 95%
confidence interval, 1.34-27.48, p=0.019).

Conclusions: In the present studies, we have characterized T and B lymphocyte subset
abnormalities in peripheral blood of heart recipients during the first year and beyond. Our
results provide a quantitative assessment of the kinetics of different lymphocyte subsets in
the post-transplant period. Some of the immunophenotypic abnormalities are associated
with a higher risk of clinical complications such as overall severe infection, CMV infection
or acute cellular rejection. These can be further assessed as potential biomarkers of risk

for development of these complications in future studies.
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Abreviaturas

A
AICD: Muerte celular inducida por activacion (Activation-induced cellular death)
AMF: Acido micofendlico
C
CaN: Calcineurina
CfA: Ciclofilina A
CFC: Citometria de flujo
CML: Coriomeningitis linfocitica
CMV: Citomegalovirus
CPH: Complejo principal de histocompatibilidad
CsA: Ciclosporina A
D
DCZ: Daclizumab
DMSO: Dimetil sulfoxido
E
EBV: Virus Epstein—-Barr
EFVR: Enterococcus faecalis vancomicin-resistente
ERGC: Elementos de respuesta a glucocorticoides
F
FK506: Tacrolimus
FKBP12: Proteina unidora de FK506-12
G
GC: Glucocorticoides
GCR: Receptor de glucocorticoides
GGIV: Gammaglobulina intravenosa

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

macrophage colony-stimulating factor)

GMP: Guanina monofosfato
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Abreviaturas

H
HBV: Virus de la hepatitis B
HCV: Virus de la hepatitis C
HGPRTasa: Hipoxantina-guanina fosforiltransferasa
HPG: Hipogammaglobulinemia
HSP: Proteina de estrés térmico (Heat Shock Protein)
HSV: Virus Herpes simplex
I
IFNy: Interferén gamma
IkB: Inhibidor del factor nuclear kB
IL: Interleucina
IMP: Inosina monofosfato
IMPDH: Inosinmonofosfato-deshidrogenasa

ISHLT: Sociedad Internacional de Trasplante de Pulmén y Corazoén (International

Society of Lung and Heart Transplantation)
L
LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva
M
MAP: Proteina activada por mitdgenos (Mitogen-Activated Protein)

MASP: Serin-proteasa asociada a manosa (Mannose-binding protein-Associated

Serine Protease)
MBL.: Lectina unidora de manosa (Mannose binding lectin)
MFM: Micofenolato mofetil
N
NF-AT: Factor nuclear de las células T activadas
NFkB: Factor nuclear kB

NPC: Neumonia por Pneumocystis carinii
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Abreviaturas

0]
ONT: Organizaciéon Nacional de Trasplantes
P
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
PHA: Fitohemaglutinina
PRPP: 5-fosforibosil-1-fosfato

PTLD: Desorden linfoproliferativo post-trasplante (Post-transplant lymphoproliferative

disorder)
S
SAMR: Staphylococcus aureus meticilin-resistente
T
TC: Trasplante cardiaco
TCR: Receptor de células T (T-cell receptor)
TLR: Receptor Toll-like (Toll-like receptor)
\Y
VEGEF: Factor de crecimiento vascular endotelial (Vascular endothelial growth factor)

VZV: Virus Varicela-Zoster
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1. Trasplante cardiaco: Consideraciones generales

El trasplante cardiaco (TC) se ha convertido en una opcidn terapéutica para el manejo
de los pacientes afectados por cardiopatias irreversibles en fase terminal (insuficiencia
cardiaca grave o enfermedad de las arterias coronarias) que no presenten
contraindicaciones. Los avances en el campo de la inmunosupresion, el control de las
complicaciones infecciosas y la adecuada seleccion de donantes y receptores, han
permitido mejorar la eficacia de este tratamiento. En la actualidad, y segun datos
recogidos en el Registro Mundial de Trasplantes que gestiona la ONT, cada afio se

efectuan en todo el mundo entre 5.500 y 6.000 intervenciones de este tipo.

Los resultados que se recogen en el XXVII Registro de la Sociedad Internacional de
Trasplante de Corazén y Pulmén, que contabiliza cerca de 89.000 trasplantes
cardiacos en el mundo, reflejan que en 2009 la sobrevida global del trasplante
cardiaco fue de un 84% al primer ano, con una tasa de incremento de mortalidad anual

del 3.5% [1].

El mismo informe (Enero 1992-Junio 2009) destaca que entre las causas de muerte
durante los primeros 30 dias posteriores al trasplante, el fallo agudo del injerto
representa el 41%, seguido por infecciones (13%) y fallos multiorganicos (13%). En
cambio, en el periodo posterior (entre 31 y 365 dias) las infecciones pasan a ser la
primera causa de fallecimiento (30%), mientras que el fallo agudo del injerto (18%) y el

rechazo agudo (12%) tienen una menor incidencia en la mortalidad.

El primer trasplante cardiaco llevado a cabo en Espana lo efectud el equipo dirigido
por Cristobal Martinez Bordiu en el Hospital La Paz de Madrid. La intervencion se llevo

a cabo el 18 de septiembre de 1968 y el enfermo tan solo sobrevivié unas horas a la
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| Introduccion

intervencion. Pasarian 16 afnos hasta que el 8 de mayo de 1984, en el Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau de Barcelona se realizara el siguiente trasplante de corazon, a
cargo del equipo dirigido por Josep Maria Caralps y Josep Oriol Bonin. En este caso el
paciente sobrevivié nueve meses y fallecié aparentemente como consecuencia de una
crisis de rechazo [2]. En julio del mismo afio, seria el equipo de Ramén Arcas, en la
Clinica Universitaria de Navarra, y en septiembre, Diego Figuera, en el Hospital Puerta
de Hierro, quienes se unirian a los centros con capacidad técnica de efectuar estas
intervenciones. Hoy se realiza en 19 hospitales de todo el pais y desde hace afnos el

numero de enfermos que recibe un injerto cardiaco cada afo oscila entre 240 y 290.

En Espana, hasta Diciembre de 2010, un total de 6291 personas se habrian
beneficiado de esta técnica, con un maximo de 353 intervenciones practicadas en el
afno 2000. A partir de este afo, se ha producido un descenso progresivo en el nimero
de intervenciones similar al de otros paises, por una disminucién de las indicaciones
como consecuencia de un mejor manejo de las enfermedades susceptibles de tratarse
con un trasplante (Figura 1). Por comunidades, Asturias (11.9), Navarra (9.5) y Galicia
(7.5) son las que presentan una mayor distribucion por millén de habitantes. La media

nacional se situa en 5.9 trasplantados p.m.h. (Datos actualizados en http://www.ont.es)

El perfil clinico medio del paciente que se trasplanta en Espana es el de un varén de
53 anos de edad, diagnosticado de cardiopatia isquémica no revascularizable con
depresion grave de la funcion ventricular y situacion funcional avanzada al que, tras un
tiempo en lista de espera de 106 dias, se implanta un corazén procedente de un

donante fallecido por hemorragia cerebral con una media de edad de 37 afios [3].
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Figura 1. NGimero de trasplantes por afio.

Registro Espaniol de Trasplante Cardiaco 1984-2010.
La probabilidad de supervivencia total ha experimentado de forma progresiva una
notable mejoria en los ultimos anos. La mortalidad precoz (primeros 30 dias tras el
trasplante) en 2009 fue del 18%, mientras que la supervivencia a 1 y 5 afos fue del

85% y el 73%, respectivamente.

Entre las causas del fallecimiento la mas frecuente es el fallo agudo del injerto (17%),
seguido de infeccion (16%), un combinado de enfermedad vascular del injerto y

muerte subita (14%), tumores (12%) y rechazo agudo (8%) (Figura 2).

No obstante, la causa de la muerte suele estar en relacion con el tiempo transcurrido
desde el TC. De tal forma que, durante el primer mes la causa mas frecuente es el
fallo del injerto; del primer mes hasta el primer ano, la infeccion, y tras el primer ano

el combinado de muerte subita mas rechazo crénico e infecciones [3].

De esta forma se comprueba que la infeccion parece estar alcanzando en los ultimos

afos un alto protagonismo como causa de mortalidad, mientras que el rechazo agudo
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se presenta en menor grado. Este desequilibrio podria deberse a una sobredosis de
los farmacos inmunosupresores que previenen el rechazo, comprometiendo el estado
de inmunocompetencia de los pacientes y favoreciendo el desarrollo de infecciones

oportunistas.

Otras 392
FAI

Rechazo agudo
Rechazo cronico

Infeccién

Tumores

Parada cardiaca M Causa inicial

[ Causa final

Fallo multiorganico

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Mortalidad (%)

Figura 2. Causas de mortalidad general.

Causas de mortalidad total, causa inicial que desencadena el fallecimiento y causa final. FAI: fallo agudo del injerto.

Registro Espafiol de Trasplante Cardiaco 1984-2009.

2. Farmacos inmunosupresores: Mecanismos moleculares

La capacidad que tienen los organismos vivos de distinguir lo propio de lo extrano
constituye la base inmunolégica del rechazo. La posibilidad de suprimir la respuesta
inmunitaria que se desencadena tras el reconocimiento alogénico, constituye el
principio fundamental en el desarrollo de los farmacos inmunosupresores en la
actualidad. El objetivo final de la terapia inmunosupresora es conseguir la maxima

supervivencia del injerto y la mejor calidad de vida para el paciente con los minimos
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efectos secundarios. Para ello es imprescindible individualizar el tratamiento y valorar
factores relacionados con el donante, el receptor y la evolucion post-trasplante [4]. En
el contexto del TC, la inmunosupresion ideal seria aquella que redujera al maximo la
tasa de rechazo agudo, no originara patologia infecciosa ni neoplasica, y no

aumentara el riesgo cardiovascular.

Los linfocitos T tienen un papel fundamental en los eventos inmunes precoces que
ocurren después de la exposicion al injerto. Por ello, los farmacos inmunosupresores
en general, actuan inhibiendo los mecanismos de activacion de las células T,
ejerciendo su accion a diferentes niveles [5]. La activacion y proliferacion de la célula T
requiere de al menos tres senales mediadas por la interaccion con los aloantigenos [6]
(Figura 3).

Célula presentadora
de antigeno

D28

Figura 3. Modelo de activacion de células T a través de 3 sefiales (Adaptado de Halloran P.F. ef al. 2004).

Segun este modelo, la senal 1 consiste en el reconocimiento del antigeno por el

complejo TCR/CD3 durante la sinapsis inmunologica, mientras que la senal 2 esta
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mediada por moléculas complementarias que inducen la activacion celular (CD80-
86/CD28). Ambas sefales desencadenan 3 vias de activacion intracelular: la via Ca?*-
Calcineurina, la via de las MAPs quinasas, y la via de quinasa C-factor nuclear «B
(NFxB). Estas vias activan la transcripcion de factores que inducen la expresion de
genes de citocinas, entre las que se encuentran la IL-2 y otras moléculas como CD154
(CD40L) y CD25 (IL-2R). El aumento de la IL-2 desencadena la sefial 3 mediada por la

interaccion IL-2/IL-2R que finalmente induce la proliferacion celular [7].

Segun las caracteristicas principales de su mecanismo de accién, los

inmunosupresores se pueden clasificar en tres grandes grupos [8]:

A. Farmacos que bloquean la producciéon de citocinas: Los anticalcineurinicos
como la ciclosporina A y el tacrolimus y, de forma indirecta, los glucocorticoides

(GC).

B. Farmacos que inhiben la sintesis de nucleétidos: Los inhibidores de la sintesis
de purinas como el acido micofendlico, o metabolitos bloqueantes como la
azatioprina. La ausencia de bases nitrogenadas impide la sintesis de novo del

DNA, por lo que se inhibe la proliferacion linfocitaria posterior a la activacion.

C. Anticuerpos mono y policlonales: Los anticuerpos policlonales se obtienen de
suero de conejo o caballo, y van dirigidos contra las cadenas a y 8 de los TCR
(timocitos, linfoblastos y células T periféricas). Si el inmunoégeno usado son
linfoblastos se denomina globulina antilinfocitica (ALG) y si son timocitos sera
globulina antitimocitica (ATG). Los anticuerpos monoclonales van dirigidos
contra moléculas especificas como el anti-CD3 (OKT3) y anti-CD25

(basiliximab: murino y daclizumab: humanizado). Aunque el mecanismo de
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accion difiere segun cada tipo de anticuerpo, en general actuan impidiendo la
accion de los linfocitos ya sea por bloqueo de sus receptores o por destruccion

directa de los mismos.

Los regimenes de inmunosupresion utilizados en el trasplante de 6rganos pueden ser
clasificados como de induccidén, mantenimiento o rescate. La inmunosupresion de
induccién es una profilaxis del rechazo relativamente intensa que se utiliza en el
momento del trasplante para prevenir el rechazo agudo inicial. Es una pauta potente
que no se puede mantener en el tiempo por sus efectos toxicos. Las pautas de
mantenimiento son de menor potencia pero permiten su uso mas prolongado (menores
efectos secundarios). Los tratamientos de rescate son similares a los de induccién en
cuanto a su intensidad y potencia pero difieren en que son aplicados en respuesta a
un episodio de rechazo [9]. Las dosis de farmacos normalmente se ajustan sobre la
base de protocolos de tratamiento empirico que tienen en cuenta parametros como el

peso del paciente, las fluctuaciones de los niveles de farmacos en sangre, etc.

2.1. Glucocorticoides: Prednisona

Los GC fueron los primeros farmacos empleados como inmunosupresores ya que
poseen una potente accion antiinflamatoria y efectos inmunomoduladores especificos.
Entre ellos, la prednisona es uno de los mas utilizados en la clinica. Se trata de un

farmaco inactivo que se metaboliza en el higado a prednisolona, la forma activa.

Aunque su eficacia terapéutica se debe fundamentalmente a la inhibicion de la sintesis
de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa, IL-2, IL-8), sus efectos varian entre los
diferentes tipos celulares. Aumenta el numero de neutréfilos circulantes mientras que

disminuyen linfocitos y monocitos, disminuye la expresion de moléculas del complejo
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principal de histocompatibilidad (CPH) de clase Il en monocitos y macrofagos, inhibe la
respuesta de los mastocitos a la IgE, y disminuye la permeabilidad, la expresién de
moléculas de adhesion y la sintesis de prostaglandinas en el endotelio vascular, entre

otros [10].

Sus efectos terapéuticos estan mediados por dos tipos de mecanismos diferentes:
genomicos y no genomicos [11] (Figura 4). La via genomica clasica implica la unién de
los GC con receptores citoplasmaticos especificos (cGCR) ya que por su naturaleza
lipofilica atraviesan la membrana celular. En su estado inactivo el receptor forma un
complejo con proteinas chaperonas, incluyendo las denominadas proteinas de estrés
térmico (HSP70, HSP90), inmundfilinas, cochaperonas (p23, Src) y algunas quinasas
de la familia MAP [12]. Una vez que los GC difunden pasivamente la membrana celular
y se unen al cGCR, cambios en la estructura de éste ultimo determinan la disociacion
de las chaperonas y el complejo GC-cGCR se transloca al nucleo donde interacciona
con el ADN en sitios conocidos como elementos de respuesta a glucocorticoides
(ERGC), regulando la expresion de ciertos genes [13]. La activacién de estos
receptores induce dos mecanismos de accion gendémica diferenciados: efecto inductor
de genes anti-inflamatorios (transactivacion) y efecto represor de genes
proinflamatorios (transrepresion). En el primer caso el complejo forma un homodimero
que se une a ERGC+ y activa la transcripcion y sintesis de proteinas antiinflamatorias
como anexina-1 (lipocortina-1), kB, IL-10 y numerosas enzimas y proteinas
reguladoras. Las lipocortinas actuan inhibiendo la sintesis de la fosfolipasa A2, enzima
necesaria para la sintesis del acido araquidénico. Como consecuencia disminuye la
sintesis de mediadores quimicos de la inflamacion, entre los que se encuentran

prostaglandinas y leucotrienos, afectando la capacidad de infiltracion leucocitaria. A su
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vez, se han descrito dos mecanismos diferentes para el efecto represor. Uno de ellos

es similar al inductor, pero la interaccion directa del complejo monomérico GC-cGCR

con el ADN reprime la expresion de genes proinflamatorios, y el sitio de interaccion

con el ADN se denomina ERGC- [14]. Por otra parte, los glucocorticoides también

pueden reprimir la expresion de dichos genes de forma indirecta, mediante

interacciones proteicas con factores de transcripcion nuclear (NFxB, NF-AT, STATS,

AP1) o compitiendo con ellos mediante el secuestro de coactivadores necesarios para

su funcién [15].
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Figura 4. Mecanismos de accion de los glucocorticoides (Adaptado de Stahn C. ef a/ 2007 y 2008).
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Por su parte los efectos no genémicos inmediatos de los GC se subclasifican en tres
grupos: mediados por receptores citosolicos (cGCR) [16], por receptores de membrana
(mGCR) [17], y por interacciones inespecificas con la membrana plasmatica que
modifican sus propiedades fisico-quimicas [18]. En su conjunto, estas interacciones
podrian interferir con numerosos procesos celulares tales como cascadas de
sefalizaciéon intracelular inducidas por el complejo TCR, movilizacion de Ca?t y

fosforilacion de segundos mensajeros [19].

El tratamiento prolongado tiene importantes efectos secundarios adversos entre los
que se encuentran: aumento en la incidencia de las infecciones, diabetogénesis,
redistribucion de los tejidos grasos, aterosclerosis, hipertension, osteoporosis,
miopatias, alteraciones de la cicatrizacion, edemas y produccion de reacciones

psicoticas [20].

2.2. Inhibidores de la calcineurina: Ciclosporina A y Tacrolimus

El mecanismo de accion de los inhibidores de la calcineurina consiste en bloquear a
nivel intracelular las sefales responsables de la produccion de citocinas y moléculas
de superficie implicadas en la diferenciacion, proliferacién y activacion de los linfocitos
T. No inhiben por completo su produccion, sino que reducen la expresion de los genes

que codifican para ellas [21].

La ciclosporina A (CsA) es un péptido ciclico lipofilico compuesto por 11 aminoacidos,
producido por el hongo Hypocladium inflatum gams. Su mecanismo de accion inhibe la
primera fase de la activacion de las células T. En esta primera fase, se activa la
transcripcion de ciertos factores como la IL-2, IL-3, IL-4, interferon gamma (IFN-y),

CD154 (CDA40L) y el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-
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CSF) que, en su conjunto, permiten que las células T progresen desde la fase GO a la
G1 del ciclo celular. Por su naturaleza hidrofébica puede difundir pasivamente la
membrana y, una vez en el interior celular, la ciclosporina se une a una inmunofilina
llamada ciclofilina A (CfA). Seguidamente, el complejo CsA-CfA inhibe a la fosfatasa
calcineurina (CaN), una enzima que es activada por calmodulina y calcio. La
calcineurina cataliza las reacciones de desfosforilacion del factor nuclear de las células
T activadas (NF-AT) permitiendo que éste se transloque al interior nuclear, donde al
unirse al ADN, induce la expresion de los genes de las citocinas necesarios para la
proliferacion linfocitaria (Figura 5). Por lo tanto, la CsA inhibe la proliferacion celular

por su efecto anticalcineurinico [22].
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Figura 5. Mecanismo de accion de los inhibidores de la calcineurina: Ciclosporina A y Tacrolimus (FK506) (Adaptado
de Stepkowski S.M. et a/. 2000).
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Entre sus efectos adversos destaca la nefrotoxicidad, con una disminucion del
aclaramiento de creatinina y un desproporcionado incremento de nitrégeno ureico en
sangre. También puede producir toxicidad hepatica, caracterizada por elevaciones de
las transaminasas séricas. Otros efectos adversos son la hipertension arterial,
aparicion de diabetes mellitus post-trasplante, hiperlipidemia, hirsutismo y toxicidad

neurologica, caracterizada por temblores, parestesia y debilidad muscular [23].

El tacrolimus (FK506) es un agente macrélido inmunosupresor obtenido por
fermentacion del Strepfomyces fsukubaensis, descubierto en 1984 en Japon. Es
efectivo en la prevencion del rechazo resistente a corticoides y ciclosporina, siendo de
10 a 100 veces mas potente que la CsA [24]. Su mecanismo de accion es similar al de
la CsA, pero forma un complejo con una inmunofilina diferente, la FKBP12 (Figura 5).
El FK506 se une también a los receptores de membrana de hormonas esteroideas,
inhibiendo la liberacion de mediadores de los mastocitos, regulando el nimero de los
receptores a IL-8 y disminuyendo la capacidad de adhesién y la expresion de E-
selectina en los vasos sanguineos. Todas estas acciones resultan en una disminucion
del reconocimiento de los antigenos y en una regulacion negativa de la cascada
inflamatoria [25]. Se ha demostrado también su capacidad para inhibir la proliferacion

de células NK y su actividad citotoxica en respuesta a la IL-2 [26].

Los efectos adversos son similares a los descritos para la ciclosporina, pero con
menor incidencia de hipertension, hiperlipidemia e hirsutismo. En cambio, en
comparacion con la CsA, FK506 aumenta la incidencia de diabetes post-trasplante y

los efectos nefrotoxicos, neuroldgicos y gastrointestinales.
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2.3. Micofenolato mofetil

El micofenolato mofetil (MFM) es un éster del acido micofendlico (AMF) producido por
algunas especies de hongos del género Penicillium. A nivel hepatico el MFM es
hidrolizado y convertido en AMF, su forma metobdlicamente activa. EI metabolito
activo es un inhibidor potente, selectivo, no competitivo y reversible de las
inosinmonofosfato-deshidrogenasas | y Il (IMPDH) [5]. La IMPDH tipo | predomina en
células en reposo, mientras que la tipo Il es inducida y expresada en células activadas.
Se trata de una enzima clave que interviene en la sintesis de purinas durante la fase S
del ciclo celular, por lo que su inhibicion bloquea la sintesis de novo de ADN. Tal como
se esquematiza en la Figura 6, la sintesis de guanosina monofosfato (GMP)
corresponde al punto donde confluyen las dos vias implicadas en la sintesis de
purinas; en la sintesis de novo la IMPDH cataliza la conversion de la inosina
monofosfato (IMP) en GMP, mientras que en la via de rescate una guanina es
convertida en GMP por accidbn de la hipoxantina guanina fosforiltransferasa

(HGPRTasa).

Dado que los linfocitos T y B carecen de mecanismos de reutilizaciéon de purinas,
dependen de manera decisiva para su proliferacion de la actividad de la IMPDH. Por
ello el AMF tiene un efecto citostatico mas potente en los linfocitos que en otros tipos
celulares, afectando principalmente a la proliferacion inducida por activacion, ya que
inhibe preferentemente a la IMPDH Il [27]. También se han descrito otros efectos
inmunosupresores del AMF entre los que se encuentran disminucion de la sintesis de
citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, INF-y, TNF-a), inhibicion de la secrecion de
anticuerpos en respuestas humorales primarias, induccién de apoptosis en linfocitos T,

inhibicion de la maduracion de células dendriticas, inhibicion de la expresion vy
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posterior glicosilacion de moléculas de adhesion, disminucién de la produccion de
oxido nitrico por macréfagos activados, etc. [28, 29]. Los efectos adversos estan
relacionados principalmente con sintomas gastrointestinales (diarrea y dispepsia),
mielosupresién (principalmente neutropenia y anemia leve) y aumento de las

infecciones virales y por Candida albicans [8].

Ciclo celular

Sintesis de ADN

;
;
Hipoxantina-guanina fosforiltransferasa

(HGPRTasa) y -
Viade
rescate
’ Sintesis de novo -
de purinas : ~ il p
Guanina Guanosina monofosfato Inosm(?Mn;c;nofosfato +«— 5 fOSf(OFr;Ing::I)1 fosfato

(GMP)

Inosinmonofosfato-deshidrogenasa
(IMPDH)

To

| Acido micofenélico |

Figura 6. Mecanismo de accion del micofenolato mofetil (Adaptado de Stepkowski S.M. et a/. 2000)
2.4. Daclizumab

El receptor de alta afinidad de la IL2 esta compuesto por las subunidades a (CD25), B
(CD122) y y (CD132). CD25 es especifico para IL2, CD122 forma parte, ademas, del
receptor de IL15 y CD132 es una cadena compartida por muchos receptores de
citocinas [30]. En situacion basal el heterodimero By actua como IL2-R de afinidad
intermedia (kq=10°), aumentando su afinidad tras la unién de la subunidad a al

activarse el linfocito (kq=10-1") [31].
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El daclizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que bloquea especifica y
antagénicamente CD25. Su utilizacion como tratamiento inductor en el trasplante de
organos sélidos se basa en su capacidad transitoria de inhibir la expansion clonal de
los linfocitos T aloreactivos que median el rechazo agudo del érgano [32]. Sin
embargo, el mecanismo de accion exacto del daclizumab /7 vivo no ha sido

completamente esclarecido [33].

La accion bloqueadora del daclizumab inhibe la via Jak/Stat, por lo que previene los
eventos de sefalizacion intracelular desencadenados por la IL-2 (sefal 3). Sin
embargo, su accion antagonista puede ser revertida en presencia de altas dosis de
ésta citocina. En este sentido se ha sugerido que la expresion del IL-2R de afinidad
intermedia (By) podria actuar como via alternativa en un intento del sistema por

restaurar la homeostasis [34].

Asi mismo, estudios previos indican que el efecto inmunomodulador del daclizumab
se debe no sélo a su capacidad para bloquear CD25, sino que podria actuar ademas
mediante varios mecanismos: i) endocitosis del complejo IL-2R/daclizumab [34], ii)
interferencia con la via de senalizacion IL-15 [35], iii) inhibicion de la expresion de

moléculas coestimuladoras (CD40L) y la produccién de IFN-y [36].

A pesar de la ventaja clinica que ha supuesto su introduccion como tratamiento
inductor, algunas evidencias apuntan a que un uso prolongado del mismo podria tener
consecuencias negativas en la induccién de tolerancia. Por una parte la expresion de
CD25 de alta intensidad caracteriza a una subpoblacién de linfocitos T CD4 con
capacidad supresora (Treg), cuya funcion es primordial en el mantenimiento de la
tolerancia [37, 38]. Por otra parte, uno de los mecanismos mediante el cual el sistema

inmune elimina células autoreactivas, es la muerte celular inducida por activacion
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(AICD), que esta mediado por el sistema IL-2/IL-2R [35]. En ambos casos cabria
esperarse que una acciéon bloqueadora prolongada sobre CD25 fuera perjudicial para
el establecimiento de la tolerancia a medio y largo plazo. Sin embargo, varios estudios
indican que la incidencia de rechazos en los pacientes tratados con daclizumab es

menor en relacion a otros inmunosupresores [39].

Al tratarse de un anticuerpo monoclonal humanizado disefiado por ingenieria genética
(el 90% de las secuencias que lo componen son humanas), posee poca
inmunogenicidad y una vida media en la circulacion similar a la IgG enddégena
(aproximadamente 20 dias). Se ha demostrado que es bien tolerado cuando se
administra a una dosis de 1 mg/kg cada dos semanas en pacientes sometidos a TC.
Su administracion no induce la sintesis de anticuerpos clinicamente relevantes, ni se
observa un aumento en la incidencia de infecciones ni tumores en estos pacientes
[40]. Se ha demostrado que utilizado en combinacion con anticalcineurinicos,
corticosteroides y micofenolato mofetil, tiene un perfil de tolerancia y seguridad

favorable.

3. Problemas asociados a la inmunosupresion

En el contexto del trasplante de 6rganos, el objetivo de la inmunosupresion es inhibir la
respuesta del sistema inmunitario frente al aloinjerto para evitar el rechazo. Como
consecuencia del uso prolongado de dichos farmacos se afecta el estado de
inmunocompetencia de los pacientes, lo que propicia la aparicion de infecciones
oportunistas, trastornos autoinmunes y reacciones de hipersensibilidad, asi como
diversas formas de cancer y desérdenes linfoproliferativos. A todo ello hay que anadir

la toxicidad directa de los inmunosupresores (que constituye uno de los mayores
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problemas que afectan a la supervivencia y calidad de vida del paciente) que pueden
provocar dano crénico renal, hipertensién arterial, diabetes, hiperlipidemias,
osteoporosis, etc. [41]. Dentro de los desoérdenes linfoproliferativos tienen especial
interés un grupo heterogéneo (PTLD), que pueden variar desde una expansion
policlonal benigna de células B, hasta linfomas malignos con patrén monoclonal. Entre
los factores de riesgo que se asocian a los PTLD se encuentra la infeccion primaria
con virus Epstein—Barr (EBV), episodios de rechazo, tipo de trasplante, intensidad de

la inmunosupresion, edad y la coinfeccion con citomegalovirus [42].

Para alcanzar el equilibrio adecuado entre profilaxis del rechazo y respuestas
inmunitarias necesarias, se suele determinar el estado neto de inmunosupresion
mediante la cuantificacion de los niveles de farmacos en sangre. Sin embargo, esta
medida no refleja en ningun caso los efectos fisioldgicos reales de la terapia sobre los
diferentes parametros inmunoldgicos. Por ello, es necesario optimizar técnicas mas
precisas que permitan la individualizacion del tratamiento. En este sentido, se estan
desarrollando sistemas basados en la gendmica y protedmica, que identificarian
patrones de expresion de genes y proteinas asociados a infecciones especificas y/o
rechazo del érgano [43]. Otras estrategias de monitorizacion inmunologica para la

prevencion de infecciones y el rechazo seran descritas en el Capitulo 4.

La incidencia global de infeccién en el TC oscila entre el 30% y el 60%, con una
mortalidad relacionada del 4-15%. Las infecciones mas frecuentes son las bacterianas
(43-60%), seguidas de las viricas (40-45%) y, en menor proporcion, las fungicas y las
causadas por protozoos (8-14%). La mayoria de las infecciones se manifiestan
durante los 3 primeros meses y se localizan principalmente en el pulmén y la cavidad

toracica [44].
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Entre los factores que predisponen a infeccion se encuentran aquellos del huésped:
edad, enfermedad de base, colonizacion previa por patdgenos nosocomiales, infeccion
latente, tratamientos antibidticos, ausencia de inmunidad especifica (CMV,
toxoplasma, EBV, VZV), diabetes, insuficiencia renal, desnutricion; y factores del
trasplante: tipo y trauma quirurgico, duracion de la cirugia, lesion del injerto
(preservacion, tiempo de isquemia), infeccion latente del injerto, tipo de

inmunosupresion, asi como la utilizacién de profilaxis antiinfecciosa [45].

El riesgo de infeccion posterior al trasplante es una variable que cambia con el tiempo,
y sus variaciones se observan fundamentalmente en los momentos en los que se
modifica la pauta de la terapia inmunosupresora. Al no existir en la actualidad ninguna
herramienta especifica que nos permita medir el riesgo individual de infeccion, las
estrategias profilacticas se basan en los resultados de pruebas seroldgicas y la historia
previa epidemioldgica del paciente. Dichos factores epidemioldgicos de exposicion se
dividen en cuatro categorias: i) infecciones derivadas del donante, ii) infecciones
derivadas del receptor, iii) infecciones nosocomiales e iv) infecciones comunitarias.
Todas ellas en conjunto, conforman el patron de infecciones post-trasplantes en un

esquema bastante predecible (Figura 7).

Los agentes infecciosos derivados del donante generalmente se encuentran latentes
en los tejidos de los érganos trasplantados y, al entrar en un medio propicio, se
reactivan e invaden tejidos del receptor. De forma general se suele considerar que
frente a un donante seropositivo para un patdégeno dado, existe un alto riesgo de
infeccién en un receptor seronegativo, mientras que el riesgo disminuye si el receptor

es seropositivo.
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« Aspergilosis atipica

* Infecciones con nocardia,
rhodococcus

Infecciones virales tardias:
* CMV (colitis y retinitis)

* Hepatitis (HBV, HCV)

* HSV (encefalitis)

« JC polyomavirus (LMP)

« Sindrome respiratorio agudo
severo

strongyloides, leishmania, T. cruzi

Figura 7. Evolucién de los procesos infecciosos en el periodo post-trasplante.

CMV: Citomegalovirus, EBV: Virus Epstein-Barr, HSV: Virus Herpes simples, VZV: Virus Varicela-Zoster, HBV: Virus
de la hepatitis B, HCV: Virus de la hepatitis C, SAMR: Staphylococcus aureus meticilin-resistente, EFVR: Enterococcus
faecalis vancomicin-resistente, CML: Coriomeningitis linfocitica, NPC: Neumonia por Pneumocystis carinii, LMP:
Leucoencefalopatia multifocal progresiva.

La evaluacion dinamica del riesgo de infeccion se ha hecho necesaria dado que el
patrén clasico ha ido cambiando a medida que se han introducido nuevos agentes
inmunosupresores, y se han modificado los protocolos profilacticos de rutina. La
introduccion de los farmacos antivirales y la profilaxis anti-Pneumocystis carinii han
hecho que disminuya la incidencia de las infecciones por herpes y las neumonias. En

los ultimos afos se ha observado la aparicion de infecciones tardias, debido

probablemente a que los efectos de la terapia inmunosupresora suelen persistir por un
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periodo de tiempo que supera el margen protector de la profilaxis antimicrobiana. En el
periodo post-trasplante temprano (< 1 mes) las infecciones oportunistas son poco
comunes, dado que el efecto de la inmunosupresion no es completo aun. En éste
periodo, la mayoria de infecciones son de origen bacteriano, se localizan en la cavidad
toracica y se relacionan con la cirugia, el post-operatorio y la instrumentacion

quirurgica.

Sin embargo, en el periodo intermedio (entre 1-6 meses) predominan las infecciones
virales y fungicas, disminuyendo el riesgo global en el periodo tardio (> 6 meses) por
la atenuacion del régimen inmunosupresor. No obstante, en éste momento el riesgo de
infeccion persiste debido a las fuentes de patdégenos comunitarios, que pueden derivar

en infecciones cronicas, potencialmente dafninas para el 6érgano trasplantado [46].

En general las estrategias de prevencion de infecciones se pueden desglosar en:
vacunacion pre-trasplante, profilaxis universal y terapia preventiva. En el primer caso,
previo al trasplante se debe valorar la necesidad de inmunizaciéon para prevenir varias
infecciones comunes, entre las que se encuentra: sarampion, rubéola, paperas,
difteria, tétanos, hepatitis B, poliomielitis, varicela, influenza y neumonia neumocdcica
[47]. En la profilaxis universal los farmacos se administran a todos los pacientes en
riesgo por un periodo determinado de tiempo, mientras que el enfoque de la terapia
preventiva consiste en administrar dichos farmacos sélo si se detecta, mediante
técnicas moleculares o determinaciones antigénicas sensibles, una infeccion

emergente antes de que aparezcan los sintomas.
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3.1. Citomegalovirus en el trasplante cardiaco

En la actualidad, y a pesar de las intervenciones profilacticas, el citomegalovirus
humano (CMV) continua siendo una de las principales complicaciones clinicas en el
TC, afectando al 7-35% del total de pacientes [44]. EI CMV es un herpes virus,
también conocido como herpes virus humano 5 (HHV-5). Pertenece a la subfamilia
Belaherpesvirinae de la familia Herpesviridae. Su nombre alude al aumento de tamano
que se observa en las células infectadas producto del debilitamiento del citoesqueleto.
Al igual que el resto de herpes tiene la capacidad de permanecer latente en los tejidos
del organismo por largos periodos de tiempo, y se reactiva cuando la
inmunocompetencia se ve comprometida. Demograficamente se encuentra de manera
universal en todas las localizaciones geograficas y en todos los grupos

socioecondmicos.

La infecciéon por CMV puede causar de forma directa enfermedad invasiva, pero
también puede provocar varios efectos secundarios de forma indirecta. La
presentacion clinica mas comun y menos grave es el sindrome mononucleésico, que
consiste en la aparicion de fiebre, mialgias, artralgias, odinofagia y mal estado general,
junto con leucopenia, trombocitopenia y elevacion ocasional de las enzimas hepaticas.
El sindrome CMV invasivo se caracteriza generalmente por fiebre y neutropenia, que
pueden ir acompanadas de linfadenopatias, y se desarrolla fundamentalmente a lo
largo del primer afo post-trasplante. En algunos casos la infeccion puede progresar de
manera organo-especifica ocasionando diferentes sintomas dependiendo del 6rgano
afectado: nefritis, hepatitis, carditis, colitis, neumonitis, retinitis, etc. En los
trasplantados cardiacos, las enfermedades focales mas frecuentes son la neumonia y

la afeccion gastrointestinal, que comporta especial gravedad. Sus manifestaciones
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clinicas consisten en dolor abdominal, diarrea, hemorragia digestiva, perforacion y
reactivacion ulcerosa, aunque puede ser asintomatica [44]. Por su parte los efectos
secundarios se asocian a un incremento global del riesgo de adquirir infecciones
oportunistas con posibles efectos patogénicos a largo plazo (i.e. PTLD asociada a
EBV), un aumento en el riesgo de rechazo y fallo del 6rgano (esclerosis coronaria
acelerada, disfuncion endotelial, enfermedad vascular del injerto), desarrollo de

tumores, diabetes mellitus, sindrome de Guillain-Barré, entre otros [48].

Desde el punto de vista epidemiologico en los pacientes trasplantados se pueden dar
3 posibles escenarios para el CMV: infeccion primaria por discordancia serologica
donante-receptor (D+/R-), reactivacién viral de una infeccion latente (D-/R+) o
superinfeccion (D+/R+) [49]. La infeccion primaria es la forma mas severa de la
enfermedad, aunque se presenta en raras ocasiones dada la baja frecuencia de
individuos CMV-seronegativos. No obstante, una estrategia de prevencion adecuada
deberia incluir la monitorizacion del riesgo de infeccion por CMV en todos los

pacientes inmunosuprimidos, independientemente del estatus serologico [50].

En el manejo clinico de los pacientes trasplantados la profilaxis universal ha
demostrado ser una opcioén efectiva para prevenir infecciones, no sélo por CMV, sino
también por otros herpes virus, asi como algunos hongos y bacterias [51]. A esto hay
que anadir el beneficio de reducir episodios de rechazo, vasculopatias y disminuir el
desarrollo de desordenes linfoproliferativos post-trasplantes [52]. Sin embargo ésta
estrategia presenta algunas desventajas tales como el alto coste de tratar a un
elevado numero de pacientes durante largos periodos de tiempo, mielotoxicidad [53],
infeccidén oculta [54], la aparicion de enfermedad CMV tardia tras la interrupcion de la

profilaxis (media=152 dias post-trasplante) con manifestaciones atipicas y una alta
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morbilidad [55] y la resistencia a ganciclovir [56]. Generalmente la profilaxis anti-CMV
se administra durante los 3-6 primeros meses post-trasplante y consiste en altas dosis
de acyclovir, ganciclovir o valganciclovir y, eventualmente, gammaglobulinas
hiperinmunes (preparado de sueros humanos que contienen altos titulos de
anticuerpos anti-CMV). El diagndstico de certeza de enfermedad por CMV se basa en

la demostracion de cuerpos de inclusion citomegalicos en muestras tisulares.

En los ultimos afos los avances en las técnicas de diagnostico, han hecho posible la
introduccion de la terapia antiviral preventiva. Entre dichos ensayos cabe destacar la
evaluacion de la presencia de virus con capacidad infectiva en sangre (viremia), la
cuantificacién de leucocitos pp65 positivos (antigenemia) y la cuantificacion de la
carga viral mediante PCR (DNAemia) [57]. Aunque esta propuesta terapéutica tiene la
ventaja de ser menos costosa, menos tdxica y no generar resistencias, el tiempo que
transcurre entre la aparicion de las primeras senales de activacion viral y el desarrollo

de sintomas clinicos, puede no ser suficiente para que el tratamiento sea efectivo.

En resumen, siendo ambas estrategias igualmente efectivas para la prevencion de la
infeccion por CMV, actualmente es motivo de debate entre los clinicos cual resulta
mas apropiada. Algunos autores proponen que la profilaxis universal se reserve solo
para aquellos pacientes con alto riesgo (D+/R-), mientras que la terapia preventiva sea
la pauta que se aplique cuando existe un riesgo moderado-bajo [58]. Por su parte, la
utilizacion de los sueros hiperinmunes se recomienda como profilaxis combinada con
antivirales, en aquellos pacientes sometidos a TC de alto riesgo, para disminuir el

riesgo de vasculopatias y enfermedades coronarias [59].

En cualquier caso, ninguno de los dos enfoques confiere proteccion contra el

desarrollo de enfermedad tardia y la viremia persistente. Por éste motivo, el impacto a
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medio y largo plazo de los efectos inmunomoduladores del CMV sobre el estado

clinico general del paciente, requiere una evaluacion detallada. EI mantenimiento de la

inmunocompetencia frente al CMV depende de la activaciéon y proliferacion de

linfocitos T (CD4 cooperadores y CD8 citotoxicos) especificos. Los péptidos virales IE1

y pp65 estimulan la produccion de IFN-y y promueven la activacion de las respuestas

citotoxicas antigeno-especificas [60, 61]. Sin embargo, la administracion de farmacos

inmunosupresores limita la capacidad de respuesta en éstos pacientes, tanto si se

trata de una infeccidn primaria, como secundaria. A este efecto supresor se suman los

mecanismos inmunomoduladores del propio virus que se dividen en 3 categorias [62]:

A. Afectacion de la replicacién celular: La leucopenia caracteristica que se

B.

observa durante una infeccion activa por CMV esta provocada por la supresion

viral de las fases G1 y S del ciclo celular en éstas poblaciones.

Seializacion celular deficiente: Los mecanismos de sefalizacion
intra/extracelular se pueden afectar interfiriendo en las transformaciones post-
traduccionales de los péptidos mensajeros (i.e. glicosilacion, plegamiento

tridimensional, etc.)

Escape inmunoldgico (resistencia de la célula infectada a ser atacada por las
defensas del huésped): EI CMV interrumpe el desarrollo normal del TCR,
disminuye la expresion del CPH, entre otros factores implicados en el
reconocimiento antigénico. Ademas se ha observado que el virus codifica
algunas proteinas de membrana que modifican los eventos de reclutamiento y
trafico celular que se producen durante una respuesta inmunitaria, de tal forma
que se incrementa la quimiotaxis de neutréfilos hacia las areas de infeccion,

facilitando la expansién patogénica del virus por el organismo.
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Teniendo en cuenta estas consideraciones, resulta obvio que la mejor estrategia en
relacion al CMV, es la prevencion. No obstante, se mantiene el debate sobre si se
debe administrar profilaxis universal o terapia preventiva, la duracién del tratamiento, o
qué farmacos son mas efectivos, menos costosos y menos téxicos [63]. Las
estrategias terapéuticas futuras van encaminadas hacia el desarrollo de una vacuna
segura y efectiva. Se han ensayado sin éxito algunas variantes con virus atenuados y
actualmente se encuentran en diferentes fases de monitorizacion preclinica varias

propuestas basadas en antigenos recombinantes [64].

4. Monitorizacién inmunolégica en pacientes trasplantados

Para evitar episodios de rechazo del injerto y complicaciones derivadas del tratamiento
inmunosupresor, es necesario establecer una oportuna monitorizacién inmunoldgica.
Pocos trabajos han investigado el posible poder predictivo de marcadores de la
inmunidad humoral o celular que puedan ser Uutiles para identificar el riesgo de
desarrollar infecciones en pacientes inmunosuprimidos [65], a diferencia de los
muchos esfuerzos focalizados en el estudio de marcadores inmunologicos de
prediccion del rechazo [66]. La monitorizacion de las alteraciones de la inmunidad
humoral y celular es utilizada frecuentemente en otros modelos humanos de
inmunodeficiencia primaria o secundaria, asi como también en la evaluacién de la
reconstitucién inmunoldgica tras el trasplante de médula 6sea, pero no suele utilizarse
en el contexto del trasplante de 6rganos solidos. Por tanto, resulta paradojico que,
reconociéndose el problema que significa la presencia de infecciones post-TC, existan
muy pocos trabajos que estudien el estado de inmunocompetencia de éstos pacientes

a lo largo del tiempo. Actualmente la modificacion de los protocolos de
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inmunosupresion y la introduccion de profilaxis antimicrobiana en ausencia de

infeccién, suele establecerse principalmente, sobre la base de 3 determinaciones:

1. Alteraciones en parametros hematolégicos (recuento de leucocitos vy

neutroéfilos)

2. Reaccion de hipersensibilidad retardada de células T contra antigenos de

Mycobacterium tuberculosis

3. Evaluacion serolégica de la presencia de anticuerpos IgG anti-CMV en donante

y receptor

La falta de marcadores inmunologicos de prediccion de infeccion se debe en parte a
que los estudios evaluando la inmunocompetencia antes y después del trasplante son
escasos [67-70]. A esto hay que anadir la dificultad que supone la identificacion de
grupos de control apropiados para comparar las variables analizadas. Se asume el
estado de inmunocompetencia en el pre-TC y de inmunosupresion post-TC, pero en la
actualidad no se realiza una evaluacion objetiva, cuantitativa y funcional, de los
parametros inmunolégicos. Por todo ello seria de mucha utilidad, no solo la
identificacion de marcadores humorales y celulares, tanto de la inmunidad innata como
de la especifica, sino también la validacion del valor predictivo de dichos marcadores
en el contexto clinico del trasplante. Esto permitiria el diagndstico precoz y tratamiento

oportuno de cualquiera de las patologias asociadas.
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4.1. Perfiles inmunoldgicos asociados a infeccidn

4.1.1. Parametros de la inmunidad humoral adquirida: Inmunoglobulinas séricas,
subclases de IgG y anticuerpos especificos

La disminucion en los niveles de IgG puede estar causada por factores que afecten
directamente la sintesis de inmunoglobulinas, por pérdida excesiva en orina o tracto
gastrointestinal o bien por trastornos que aumenten el catabolismo de las mismas. La
hipogammaglobulinemia (HPG) se clasifica segun los valores de IgG como leve (500-
700 mg/dl) moderada (350-500 mg/dl) o severa (<350 mg/dl) [71]. Estudios previos en
TC describen la HPG severa como un factor de riesgo de infeccion, incluida la
enfermedad por CMV [72, 73]. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
nuestro grupo en el Hospital Gregorio Marafién en un estudio retrospectivo de 41
pacientes trasplantados entre 1998 y 2002. Las variables que se asociaron con un
mayor riesgo de desarrollar infecciones fueron los niveles de 1gG e IgG1 pre-trasplante
(<1055mg/dl y <695mg/dl respectivamente), asi como valores de IgG post-trasplante
menores de 589 mg/dl [74]. Posteriormente al analizar prospectivamente mediante
regresion de Cox una cohorte de 38 pacientes trasplantados en el mismo centro entre
2002 y 2004, los valores de 1gG pre (<1140mg/dl) y post-trasplante (<679mg/dl) se
asociaron con un mayor riesgo de infecciéon [69]. Cabe destacar de estos estudios el
valor predictivo de la IgG basal (anterior al trasplante) lo que amplia el margen de
tiempo para una posible intervencion clinica. También en el contexto del TC, la
hipogammaglobulinemia severa post-trasplante ha sido descrita como un factor de
riesgo independiente para el desarrollo de episodios de diarrea por Clostridium dificile

[75].
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Asi mismo, en trasplante de pulmon se ha estudiado el posible papel de la HPG
moderada en el desarrollo de neumonias, bacteriemias, y enfermedad invasiva por
CMV [76-78]. En trasplante renal se ha descrito una mayor incidencia de infecciones
recurrentes del tracto respiratorio con posterior desarrollo de bronquiectasias en
pacientes con HPG [79] o bajos niveles de IgG+ [80]. Otro estudio prospectivo de 92
pacientes relaciona la HPG pre-trasplante con el desarrollo de infecciones,
confirmando el posible valor predictivo de las determinaciones basales [81]. Sin
embargo, en trasplante hepatico no se observa la misma tendencia. Curiosamente en
éste caso, varios autores han reportado que aquellos pacientes que desarrollaron

infecciones post-trasplante tenian niveles elevados de IgG basal [67, 82].

La determinacion de los niveles de anticuerpos especificos ofrece informacion acerca
de la capacidad de respuesta en relacion a un patégeno determinado, por lo que
también se ha valorado como posible marcador de riesgo. Tal es el caso de los
anticuerpos anti-neumococo (anti-PPS) cuyos niveles disminuyen de forma progresiva
durante el primer afo post-trasplante, a pesar de que los pacientes son vacunados de
forma profilactica antes de recibir inmunosupresion [83]. En un estudio retrospectivo de
una cohorte de 126 pacientes pediatricos sometidos a TC, se pudo demostrar la
asociacion entre ausencia de respuesta anti-PPS (definida como niveles de IgG anti-
PPS <20mg/dl) y el desarrollo de complicaciones por infecciones respiratorias cronicas
[84].

4.1.2. Parametros de la inmunidad humoral innata: Factores del complemento y

lectina unidora de manosa

Los componentes humorales de la inmunidad innata juegan un importante papel en la

defensa temprana contra agentes infecciosos. A pesar de ello, pocos estudios reportan
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la relacion de éstos factores con la aparicion de eventos infecciosos post-trasplantes.
En TC se ha observado que los niveles de C3 y C4 disminuyen tras el trasplante [85].
En la cohorte descrita por Sarmiento ef al. [69] se observé que aquellos pacientes con
valores de C3 bajos al mes post-trasplante, presentaban mas complicaciones

infecciosas. Esta misma tendencia se demostré en trasplante hepatico [67].

La lectina unidora de manosa (MBL) es un miembro de la familia de colectinas, que
son proteinas séricas que reconocen patrones de carbohidratos frecuentes en la
superficie de microorganismos patdgenos. En trasplante renal se describio la
asociacion que existe entre niveles bajos de MBL al afio post-trasplante, con una
mayor incidencia de sepsis e infecciones virales [81]. En el mismo contexto, la
deficiencia de MBL (definida como niveles <500ng/ml) se asocié al desarrollo de

enfermedad CMV tardia en pacientes tratados con valganciclovir profilactico [86].

4.1.3. Parametros de la inmunidad celular: Poblaciones linfocitarias, monocitos y

neutréfilos

El nivel mas simple de investigacion de la inmunidad celular es la determinacién del
numero de linfocitos, un parametro hoy en dia totalmente asequible en la practica
clinica rutinaria. A pesar de ello, cuando buscamos trabajos relacionando linfopenia
con infecciones en el TC, la unica referencia bibliografica encontrada es un estudio de
Khalaf ef al. que describe las alteraciones de las subpoblaciones de células Ty B en
10 pacientes sometidos a TC y tratados con gammaglobulina antitimocitica y
azatioprina [87]. En un seguimiento de 3 a 60 meses, se observd una persistente
linfopenia T (media de 467 células/ml) y B (media de 95 células/ml). Sin embargo, el
numero de pacientes es muy bajo, no se analizé la asociacién con eventos infecciosos

y el tipo de inmunosupresién utilizado fue muy diferente al actual. Un trabajo mucho
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mas reciente en trasplante renal ha sugerido que la monitorizacion de linfocitos T CD4
y CD8 podria servir para detectar el riesgo de desarrollar enfermedad por CMV. En
éste estudio la linfopenia T CD4 se correlaciond con un riesgo incrementado de sufrir

infecciones, cancer y ateroesclerosis [88].

Pero no soélo la cuantificacion linfocitaria resulta util a la hora de monitorizar la
capacidad de defensa, también la identificacion de los diferentes perfiles funcionales y
el andlisis del estado de maduracién/activacién en estas poblaciones podrian anadir
informacion. En relacidén a los marcadores de activacion celular en linfocitos T, se ha
descrito el incremento de la expresion de la molécula HLA-DR tras infeccion por CMV
en trasplante renal [89], mientras que en el mismo contexto, altos valores de la
subpoblacién CD8/CD38+ se asocido a enfermedad CMV con un valor predictivo
positivo del 90% en caso de infeccion primaria [90]. Recientemente, la alta expresion
de CD38 en células citotoxicas (CD3+CD8+/CD38hdh) se ha asociado a DNAemias
positivas con posterior desarrollo de infeccidon. En éste ultimo caso se reporté un valor
predictivo negativo del 100% para frecuencias superiores al 20% de la subpoblacién
identificada como marcador diagndstico, recomendandose su utilizacion especialmente
en casos donde las DNAemias son indetectables en sangre periférica porque existe
enfermedad invasiva tisular [91]. En trasplante hepatico se realizé un estudio similar,
pero en éste caso los autores sugieren la monitorizacion de los niveles de expresion
de CD38 en la superficie de células CD3+CD8+ como marcador de activacion viral e
infeccién temprana, aunque no establecen un valor de corte para la discriminacion
[92]. Por su parte, en monocitos, bajos niveles de HLA-DR se han asociado al

desarrollo de sepsis en trasplante hepatico [93]. Ademas, se han descrito alteraciones
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inmunofenotipicas y funcionales de las células dendriticas en pacientes con infeccidn

CMV post-TC [94].

De forma general, en el contexto de trasplante de érganos sélidos, la neutropenia se
considera un factor de riesgo asociado al desarrollo de infecciones. Sin embargo, al
contrario de lo que parece ser un indicador de sobre-inmunosupresién en sangre
periférica, la neutrofilia se ha relacionado con la aparicion de infecciones bacterianas o
fungicas del espacio pleural en trasplante pulmonar. Las efusiones pleurales de los
pacientes infectados presentan un elevado numero de neutréfilos con porcentajes
superiores a 21%, por lo que éste parametro ha sido empleado como marcador de

infeccion oculta con un 70% de sensibilidad y 79% de especificidad [95].

4.1.4. Estudios funcionales: Respuestas CMV-especificas

Al ser la infeccion por CMV una de las complicaciones mas frecuentes en pacientes
trasplantados, varios investigadores han analizado la relacién entre la capacidad de
respuesta celular frente al CMV y la prevalencia de infeccion activa en varios tipos de
trasplantes [60, 61, 68, 70, 96-105]. Los métodos para evaluar la inmunidad CMV-
especifica son muy variables, asi como también los resultados derivados de los

mismos.

En un estudio preliminar Boland et a/ analizaron la relacion entre la proliferacion
celular de linfocitos estimulados con fibroblastos infectados con CMV y la prevalencia
de infeccién activa por CMV en 105 pacientes seropositivos de varios tipos de
trasplantes. Los resultados mostraron que la presencia de respuesta celular,
detectable por incorporacién de 3H-timidina, se asociaba con menor riesgo de infeccion

activa [98]. Un resultado analogo se obtuvo en 20 pacientes trasplantados de rifion, al
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observarse una correlacion inversa entre el desarrollo de infeccién y la capacidad
citotdxica de los linfocitos CD8 CMV-especificos, generados por estimulacion frente a

fibroblastos autélogos infectados y medida mediante liberacion de 5'Cr [99].

Actualmente las respuestas CMV-especificas se pueden medir cuantitativa y
cualitativamente, analizando por separado células T CD4 cooperadoras y CD8+
citotoxicas. Los linfocitos aislados de sangre periférica son estimulados con péptidos
antigénicos del virus (IE1, pp65), células infectadas o lisados celulares. Las células
estimuladas responden produciendo diferentes citosinas (INF-y, TNF-a), cuya
presencia se valora por citometria de flujo (CFC). De ésta forma se puede analizar el
tipo y numero de linfocitos especificos que responden al estimulo, y por otra parte, la
calidad de la respuesta en términos de citocina producida. Otras técnicas empleadas
para medir la presencia de citocinas incluyen la utilizacién de tetrameros de HLA y el
inmunospot ligado a enzima (ELISPOT), aunque en éste ultimo caso no es posible

discriminar las subpoblaciones linfocitarias [106].

Mediante CFC Bunde ef al estudiaron 27 pacientes trasplantados de corazon y
pulmon y observaron que las frecuencias de células T CD8 IE1-especificas por encima
de 0.2% (dia cero) y 0.4% (dia 14) discriminaban entre pacientes que no desarrollaban
enfermedad CMV y aquellos con mayor riesgo [60]. Una estrategia similar fue
empleada por Gerna ef al. en la monitorizacién de las respuestas especificas en 38
pacientes trasplantados (20 corazoén; 9 pulmon; 9 rifidn). En éste caso los linfocitos T
fueron estimulados con células dendriticas autélogas infectadas con CMV al mes post-
trasplante. La mayoria de los pacientes que recuperaron los niveles basales de
respuesta especifica, fueron capaces de resolver los eventos infecciosos, mientras

que aquellos que tuvieron una recuperacion tardia (posterior al mes post-trasplante)
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desarrollaron enfermedad CMV que requirid tratamiento antiviral [100]. Este mismo
grupo evalu6é posteriormente una cohorte de 20 pacientes trasplantados que
desarrollaron infeccion primaria (n=4) o reactivacion viral (n=16) durante el primer afio
post-trasplante. Los resultados mostraron que la proteccion contra el virus se asociaba
a la presencia de respuesta T especifica para varios péptidos virales, sin que ninguno
de ellos en particular reflejara de forma consistente un efecto protector [101].
Utilizando una metodologia mas completa para el estudio de la respuesta pp65-
especifica de linfocitos T CD8 en trasplante hepatico, se encontré que la activacion de
dichas células (definidas por alta expresion de CD38) correlacionaba con un
incremento en las transaminasas y la presencia de anormalidades histologicas, incluso

con DNAemia negativa para CMV [102].

En relacion a los linfocitos CD4, se ha descrito que existe una correlacion inversa entre
el niumero de células CMV-especificas y la frecuencia de eventos infecciosos en
trasplante de pulmén [61]. En un estudio piloto reciente se monitorizé la respuesta anti-
CMV mediante el uso de tetrameros en 17 pacientes de trasplante renal, y se encontré
que, en relacion a los niveles basales, la proporcion de células CD4+IFNy+ a los 2
meses post-trasplante, tiene una correlacion inversa con los niveles de DNAemia
CMV. Cuanto mas acentuada es la reduccioén relativa de la respuesta CD4, mayor es

el numero de copias de ADN viral en sangre [103].

El estudio de las respuestas especificas adquiere especial relevancia en los pacientes
considerados de alto riesgo por serologia discordante (D+/R-). En trasplante de
pulmén se ha visto que en éstos pacientes seronegativos existe una correlacion
directa entre la capacidad de desarrollar una respuesta CMV-especifica de novoy la

ausencia de enfermedad [104]. En el caso de trasplante renal se ha visto que las
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frecuencias de células CD4 pp65-especificas mayores de 0.03% confieren proteccion
frente a la infeccion por CMV en los primeros 2 meses post-trasplante [105]. Sin
embargo, en trasplante hepatico no se pudo demostrar la correlacion entre los
diferentes patrones de respuesta utilizando varios estimulos antigénicos y el desarrollo

de enfermedad CMV tardia tras la interrupcion de profilaxis antiviral [68].

Recientemente se han publicado los resultados del primer estudio prospectivo
longitudinal de las respuestas CMV-especificas en 44 trasplantados renales. En un
periodo de seguimiento de 1 afo, se realizaron al menos 5 determinaciones de las
respuestas CD4 y CD8 especificas para pp65, IE1 y lisado viral, sin que pudieran
encontrar relacion alguna entre la capacidad de produccion de IFN-y y la presencia de

DNAemia detectable [70].

En resumen se puede concluir que, a pesar de que en el contexto de la inmunidad
celular existen trabajos que evalian transversalmente la capacidad funcional de
linfocitos CD4 y CD8 frente a CMV, aun son escasos los estudios longitudinales y
contintan sin establecerse las variaciones fenotipicas y funcionales que caracterizan
el estado post-trasplante y su posible relacién con la capacidad de defensa de los
pacientes [49]. Por otra parte, la discordancia de resultados publicados pone en
evidencia la necesidad de desarrollar nuevas estrategias, que permitan discriminar
aquellos pacientes con mayor riesgo de desarrollar infecciones, independientemente

de su estatus seroldgico [107].

4.1.5. Nuevos marcadores predictivos de riesgo de infeccién

El disefno de sistemas de puntuacién (scores) que vinculan varios parametros

inmunologicos se ha utilizado como medida de la inmunocompetencia global en
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trasplante renal. Este enfoque multiparamétrico se emple6é en el estudio de una
cohorte de 138 pacientes en el que se analizaron: subpoblaciones linfocitarias,
respuestas linfoproliferativas de células T a mitdégenos, capacidad fagocitica de
neutréfilos y la produccion de especies reactivas del oxigeno. Adjudicando 1 punto a
cada marcador cuyos valores estuviesen por debajo del percentil 10 se obtuvo el valor
del score de inmunocompetencia. Los pacientes con scores mas altos presentaban
una mayor incidencia de infecciones que requirieron ingreso hospitalario [108]. Estos
resultados fueron confirmados poco después utilizando un sistema similar al que
ahadieron nuevos marcadores. En éste caso los parametros analizados fueron: niveles
de inmunoglobulinas séricas, numero absoluto de linfocitos CD4, respuestas
linfoproliferativas, capacidad fagocitica de neutrofilos y la produccion de especies
reactivas del oxigeno. En un periodo de seguimiento de 5 afos los pacientes con peor

score tuvieron mas episodios de ingreso hospitalario debido a infecciones [109].

Recientemente se ha desarrollado una nueva técnica (QuantiFERON®-CMV; Cellestis
Ltd, Melbourne, Victoria, Australia) que mide la capacidad de respuesta celular frente
al virus mediante la cuantificaciéon del IFN-y producido por los linfocitos CD8 tras
estimulaciéon ex vivo con una mezcla de 22 epitopos de diferentes proteinas virales
(IE-1, IE-2, pp65, pp50, pp28). La diferencia con respecto a los ensayos funcionales
descritos en el apartado 4.1.4 radica en la forma de medir la citocina, que en éste caso
se realiza mediante un ELISA, lo que facilita su estandarizacion y aplicacién en la
practica clinica [110]. En un estudio preliminar de una cohorte de 108 pacientes
trasplantados de pulmén (D+/R-) se demostré que los pacientes con un resultado
positivo para éste ensayo al retirar el tratamiento profilactico, presentaban menor

incidencia de enfermedad CMV tardia [111].
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Otra opcidén disponible es el ensayo de funcionalidad inmunolégica Cylex®
ImmuKnow® Assay (Columbia, MD USA), que detecta la activaciéon celular midiendo
la concentracion de ATP producido por los linfocitos T CD4 tras estimulacion con PHA.
Su novedad radica en que es capaz de discriminar entre pacientes con alto riesgo de
sufrir infecciones por sobre-inmunosupresion y los que podrian presentar rechazo por
falta de inmunosupresion. El riesgo de desarrollar infecciones se incrementa 12 veces
en los pacientes con niveles de produccién de ATP por debajo de 25ng/ml, mientras
que las respuestas celulares con mas de 700ng/ml de ATP incrementan 30 veces el
riesgo de rechazo celular [112]. Esta metodologia ha sido empleada en el contexto de
TC, reportandose una buena correlacién entre respuestas bajas y la incidencia de
episodios infecciosos, pero no se pudo demostrar la contraparte con el riesgo

incrementado de rechazo [113].

Tabla 1. Polimorfismos en genes que codifican para proteinas de la inmunidad innata y especifica y

su asociacion con el desarrollo de infecciones post-trasplante.

Tipo de
Autor Gen estudiado Ne° Asociacion con clinica
trasplante
Ducloux et al. TLR4 Renal 238 Infecciones oportunistas y
bacterianas severas
Cervera et al. TLR4, MBL, MASP-2 Renal 245 Enfermedad CMV
Hoffmann et al. PD-1, IL-12p40 Renal 469 Infecciéon CMV
Rodrigo et al. IL-1B, IL-12 Renal 255 Desarrollo de infecciones
Kijpittayarit et al. TLR2 Hepatico 92 Enfermedad CMV
Worthley et al. MBL2 Hepatico 102 Infecciones relevantes
Mitsani ef al. IFN-y Pulmon 170 Enfermedad CMV

TLR: Receptor Toll-like, MBL: Lectina unidora de manosa, MASP: Serin-proteasa asociada a manosa, PD: muerte
programada, IL: Interleucina, IFN: Interferon.

Actualmente se encuentra en estudio la posible relacion entre la presencia de

determinados polimorfismos y mutaciones en genes vinculados con la inmunidad, con
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el aumento en el riesgo de infeccion. Entre ellos se encuentran genes que codifican
para varias citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-12, IL-10, IL-6), receptores de la
inmunidad innata, receptores foll-ike, receptores Fcy, etc. Algunos de estos estudios

se resumen en la Tabla 1 [114-121].

Utilizando la tecnologia de analisis de perfiles moleculares con microchips de ADN
(microarrays), se han podido identificar patrones de expresion génica en biopsias
cardiacas de pacientes trasplantados, con diferentes afecciones. De 76 muestras se
pudieron clasificar 22 rechazos, 4 rechazos incipientes, 8 infecciones y 5 infecciones
tempranas [122]. También en trasplante hepatico se han podido establecer los perfiles
de expresion génica asociados a infeccién aguda por CMV y rechazo agudo. En el
primer caso se observo un incremento en la expresion de IFN-y, caspasas 1y 3,

granzimas Ay B, TGF-8, VCAM-1, IL-4, TNF-q, IL-10, IL-18 e ICAM-1 [123].

Los estudios de farmacodinamica molecular permiten monitorizar los efectos de los
inmunosupresores sobre las células del sistema inmunitario y, por tanto, su posible
relacion con la susceptibilidad para desarrollar infecciones. En este sentido se ha
estudiado la expresion residual de genes regulados por el factor de activacion nuclear
NFAT, dos horas después de la administracion de ciclosporina en trasplantados
renales. Los resultados mostraron que los pacientes que tenian una mayor incidencia
de eventos infecciosos tenian la expresion de dichos genes fuertemente suprimida
[124]. En el caso de pacientes pediatricos se encontroé la misma relacion y ha sido
propuesto como una herramienta para identificar pacientes sobre-inmunosuprimidos

[125].
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4.2. Perfiles inmunoldgicos asociados a rechazo

En los receptores de trasplantes las reacciones inmunitarias contra antigenos
celulares del donante son la causa de los episodios de rechazo agudo o crénico y
posterior pérdida del injerto. A fin de minimizar el efecto de rechazo, en los trasplantes
se tiene en cuenta la compatibilidad entre donante y receptor, considerando grupo
sanguineo y la tipificacion genética de las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (sistema HLA). Ademas se consideran otros factores como la
presencia en el suero del receptor, de anticuerpos preformados contra antigenos
tisulares del donante. Para descartar este extremo se realiza una prueba llamada
cross-mafch donde se enfrentan células del donante con suero del receptor. Estos
anticuerpos anti-donante pueden formarse tras recibir transfusiones sanguineas, por

embarazos o trasplantes previos [66].
Se pueden producir tres tipos de rechazo:

A. Rechazo Hiperagudo: Se produce en el plazo de minutos a horas después del
restablecimiento de la circulacion sanguinea en el injerto y esta causado por
anticuerpos preexistentes. Actualmente es raro, debido a la seleccién de tejidos
y a las pruebas sanguineas cruzadas que se realizan para valorar la

compatibilidad de un 6rgano.

B. Rechazo Agudo: Se produce habitualmente durante los primeros meses
después del trasplante. Se puede sospechar este tipo de rechazo cuando
existe un deterioro agudo de la funcion del o6rgano trasplantado. La
confirmacion del diagndstico se realiza mediante biopsia del 6érgano afectado.

Puede estar asociado con una inmunosupresion muy baja o con enfermedades
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que provocan inflamacion del érgano. El rechazo agudo es uno de los factores

primarios de riesgo de rechazo crénico

C. Rechazo Croénico: Es la fase en que la funcion de un érgano trasplantado esta
cronicamente deteriorada y finalmente puede producirse la pérdida del injerto.
Evoluciona gradualmente durante meses o afnos. Entre las muchas causas
posibles, esta la lesion producida durante episodios previos "reversibles" de
rechazo agudo. Se caracteriza por una remodelacion de los tejidos (cicatriz del

6rgano y pérdida de su funcién).

Para prevenir el rechazo agudo tras el trasplante los pacientes reciben altas dosis de
farmacos inmunosupresores, que gradualmente se van ajustando hasta alcanzar
valores de mantenimiento mucho mas bajos que los iniciales. La tendencia actual es
eliminar dichos tratamientos si con el tiempo el sistema inmunitario del receptor se
adapta al injerto. Esto es posible gracias a los mecanismos de induccion de tolerancia
entre los que se encuentran la delecién clonal de linfocitos reactivos anti-donante, la
induccién de células T reguladoras, la generacién de anticuerpos anti-idiotipo y el
establecimiento de microquimerismos. Estos mecanismos suprimen de manera
especifica las respuestas contra el aloinjerto, sin afectar la capacidad de defensa

contra antigenos no relacionados (virales, bacterianos, etc.) [126-128].

4.2.1. Factores solubles: Patrones de citocinas
Para el diagnostico precoz de los episodios de rechazo resulta de especial utilidad el
estudio de las citocinas. Por ejemplo, los niveles plasmaticos de IL-10 e IFN-y son
indicadores del grado de tolerancia al injerto en trasplante hepatico. En relacién a los

niveles basales, los pacientes con buen pronostico muestran un incremento
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pronunciado de IL-10, y un descenso en los valores de IFN-y, a las 2 horas post-
trasplante, a diferencia de los que presentan rechazo agudo [129]. Por su parte, el
estudio de la expresion residual de los genes de citocinas regulados por el factor
nuclear NFAT (IL-2, IFN-y, GM-CSF) mediante PCR en tiempo real, ha sido propuesto
para el ajuste en las dosis de ciclosporina y tacrolimus. Se ha demostrado que los
pacientes cursan sin rechazo si los niveles de expresion génica se mantienen
inferiores al 30% a las 2 horas de administrar el farmaco [130]. También se ha descrito
que la cuantificacién en tejido de biopsias cardiacas de los niveles de RNAm de
algunas citocinas, puede servir como marcador precoz de rechazo en trasplante de
corazén. Especificamente, se encontré una fuerte asociacién entre los niveles de
RNAm de VEGF, con el desarrollo de episodios de rechazo agudo severo [131]. La
presencia de ciertos polimorfismos en los genes que codifican para citocinas
determina el grado de expresion de las mismas modificando, por tanto, su capacidad
reguladora. En el caso de una citocina proinflamatoria como la IL-18, un aumento en
su expresion debido al polimorfismo G137C, se ha relacionado con el desarrollo de
rechazo agudo en trasplante renal [132]. En otros casos, la combinacion de un perfil
polimorfico de alta expresion de citocinas proinflamatorias (VEGF/IL-6) y baja
expresion de citocinas reguladoras (IL-10), se ha asociado con un riesgo incrementado

de rechazo crénico tardio en pacientes pediatricos de trasplante cardiaco [133].

Otro factor soluble con valor prondstico en trasplante renal es sCD30, cuyos niveles
aumentan en las respuestas de tipo Th2. Valores altos de sCD30 en el pre y post-
trasplante se asocian a riesgo incrementado de rechazo agudo y nefropatia cronica del

injerto, incluso en ausencia de aloanticuerpos linfocitotoxicos [134].
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4.2.2. Parametros de la inmunidad celular

Los linfocitos CD4 juegan un papel crucial en la patogénesis del rechazo, no solo
mediante la diferenciacién/activaciéon de células CD8 citotoxicas aloreactivas, sino
también provocando la lisis directa de las células del injerto a través de mecanismos
proinflamatorios y activacion del complemento [135]. Diferentes estudios han
relacionado la incidencia de episodios de rechazo con varios parametros celulares
entre los que se encuentran: la frecuencia de precursores aloreactivos de células CD4
y CD8, la capacidad funcional de células reguladoras y la distribucién de las diferentes

subpoblaciones celulares (perfiles de maduracioén y activacion) [66].

En trasplante renal la identificacion de diferentes perfiles celulares por citometria de
flujo ha permitido distinguir entre pacientes con y sin rechazo. El cociente entre las
frecuencias de células T CD8 y CD4 de memoria (central+efectora), y células
reguladoras (CD4+CD25+FoxP3+), por una parte, y los cambios post-trasplantes en
los perfiles de maduracion de células CD4, por otra, han identificado de forma muy
especifica a los pacientes con rechazo agudo. De tal forma que: (i) cocientes
maduracién/reguladoras superiores a 20, y (ii) un incremento en las frecuencias de
células CD4 inmaduras, con una disminucion reciproca de células de memoria y
reguladoras, son los marcadores inmunolégicos que caracterizan, en este estudio, a

los pacientes con rechazo [136].

El estudio de las diferentes subpoblaciones de células reguladoras ha despertado
especial interés dado que juegan un papel crucial en la generacién de tolerancia hacia
el injerto. En este sentido se ha descrito que la presencia de linfocitos
CD4+CD25+FoxP3+ en infiltrados intersticiales de rifones trasplantados se asocia a

una baja reactividad especifica contra el injerto y, por tanto, con una mejor funcién
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renal y menos dafio cronico [137]. Otro parametro que ha servido para evaluar la
evolucion de los pacientes es la cuantificacion de RNAm de FoxP3 en orina. En
pacientes con rechazo agudo se encontrdé un valor aumentado del cociente RNAmM
FoxP3/RNA ribosomal 18S, indicando una expresion incrementada de FoxP3
coincidiendo con el evento de rechazo. En estos pacientes se pudo identificar aquellos
con mejor pronéstico de aceptacion del injerto tras el rechazo con un 90% de
sensibilidad y 73% de especificidad [138]. Otras células con capacidad supresora son
los linfocitos CD8+CD28-. La monitorizacién de esta subpoblacién ha servido para
evaluar el estado de inmunosupresion y personalizar el tratamiento sin incrementar el

riesgo de rechazo en trasplante renal [139].

También los marcadores de activacion celular han resultado utiles en la monitorizacion
del rechazo. La expresidon aumentada de moléculas HLA-DR en la superficie de
linfocitos de sangre periférica se ha asociado a una mayor incidencia de rechazo
agudo en trasplante cardiaco [140], mientras que en trasplante renal la presencia de
células CD3+HLA-DR+ en orina mostré una fuerte asociacion con la presencia e

intensidad de episodios de rechazo agudo [141].

Los estudios retrospectivos descritos de monitorizacion inmunolégica han demostrado
la asociacion entre numerosos parametros humorales y celulares, con el desarrollo de
eventos de rechazo. Sin embargo, aun son necesarios estudios prospectivos que
avalen la toma de decisiones clinicas en base a dichos parametros. El objetivo a largo
plazo de una estrategia de monitorizacion post-trasplante debe estar enfocado hacia la
individualizacién, disminucion y, a ser posible, retirada, del tratamiento

inmunosupresor.
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Il Hipotesis

Se asume que la terapia inmunosupresora y otras intervenciones que se realizan en el
TC alteran el estado de inmunocompetencia del paciente. Por otro lado se supone que
el paciente es normal, desde el punto de vista inmunolégico, antes del TC. Sin
embargo tal supuesto estado de inmunocompetencia o de inmunosupresion, que
motiva la introduccion de medidas profilacticas y terapéuticas, no es monitorizado con
parametros inmunoldgicos. Nuestra experiencia en la valoracion clinica inmunoldgica
de pacientes trasplantados, nos ha permitido considerar que el estado de
inmunocompetencia es evaluable y puede identificar rasgos individuales de
susceptibilidad a complicaciones clinicas post-trasplante. La infeccidbn que requiere
tratamiento intravenoso y el rechazo, se consideran factores de riesgo independientes
de mortalidad en TC. La identificacion de factores inmunolégicos de riesgo permitiria
realizar una intervencidn oportuna para disminuir la morbimortalidad en éstos

pacientes. En base a estas consideraciones planteamos las siguientes hipoétesis:

1. En el trasplante cardiaco, el procedimiento quirdrgico y la terapia
inmunosupresora generan alteraciones cuantitativas y funcionales de la

inmunidad celular que producen un estado de inmunodeficiencia secundaria.

2. Evaluar el estado de inmunocompetencia antes del TC puede ser util para la
identificacion de los pacientes con mayor riesgo de desarrollar complicaciones

clinicas (infecciones y/o rechazo) en el periodo post-TC.

3. Medir las alteraciones funcionales de la inmunidad celular que se producen en
distintos tiempos después del trasplante, puede ser util para la identificacion de
los pacientes en riesgo de desarrollar complicaciones clinicas (infecciones y/o

rechazo) en el periodo post-TC.
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Il Objetivos

1. Objetivos Generales

1.1. La evaluacion del estado de inmunocompetencia celular mediante estudio de

subpoblaciones linfocitarias de los pacientes antes y después del TC.

1.2. La identificacion de alteraciones en subpoblaciones linfocitarias T y B antes y

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

después del TC como factores de riesgo de desarrollo de infecciones y/o rechazo

celular en el periodo post-TC.

2. Objetivos Especificos

Descripcion de la cinética longitudinal de distintas subpoblaciones linfocitarias T
y B en base a parametros fenotipicos (maduracion, activacion, células
reguladoras, entre otros) durante el primer afio tras el trasplante.

Comparaciéon de los niveles de determinados parametros de la inmunidad
celular en distintos tiempos de observacion antes y después del TC, con el
nivel observado en controles sanos y pacientes sometidos a cirugia cardiaca
que no requieren tratamiento inmunosupresor.

Determinar las alteraciones en las distintas subpoblaciones linfocitarias que se
producen a largo plazo (entre 1 y 3 anos post-TC).

Establecer la asociacion existente entre las distintas alteraciones de la
inmunidad celular y el desarrollo de eventos infecciosos y/o rechazo en el
periodo post-TC.

Cuantificar los cambios que se producen en la inmunidad celular especifica
anti-CMV, asi como su posible relacion con el mantenimiento de niveles de
anticuerpos anti-CMV antes y después del TC.

Establecer la asociacion existente entre la respuesta CMV-especifica (humoral

y celular) y el desarrollo de infeccion por CMV en pacientes seropositivos.
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IV Material y métodos

1. Pacientes y controles

Los aspectos ético-legales planteados por el presente trabajo fueron sometidos a la
aprobacién del Comité de Etica e Investigacion Clinica del Hospital General
Universitario Gregorio Maranén (HGUGM), que aprobd su realizacion. Asi mismo, a
todos los pacientes y controles se les solicitd un consentimiento informado para
participar en el estudio y para que los datos obtenidos puedan ser publicados, siempre

y cuando se garantice la confidencialidad de los mismos.

El proyecto se plantea como un estudio prospectivo para la caracterizacion de las
alteraciones de la inmunidad celular relacionadas con inmunodeficiencia, y su

asociacion con el desarrollo de infecciones en el TC.

Para ello se registra una serie de 42 pacientes con cardiopatia grave que entran en
lista de espera para TC, y que son sometidos a trasplante entre Marzo de 2006 vy
Octubre de 2008. Se excluyen del estudio los pacientes con inmunodeficiencia
primaria conocida, aquellos que recibieron terapia inmunosupresora durante los 6
meses previos al trasplante, o con infecciones activas, nefropatias o enteropatia con
pérdida de proteinas. Las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes se

resumen en la Tabla 2.

Para el analisis transversal de comparacién con controles se incluyeron 36 sujetos
sanos (29 hombres-7 mujeres; edad media=50 anos [27-62]) y 32 pacientes sometidos
a cirugia cardiaca con circulacién extracorpérea sin inmunosupresion en el periodo
post-operatorio (controles quirurgicos; 19 hombres-14 mujeres; edad media=53 afos
[26-75]) para establecer valores de corte y como referencia de normalidad, con una

distribucion de sexo y edad similar al grupo de estudio. Para determinar las
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afectaciones que produce el tratamiento inmunosupresor a largo plazo se analizé una
serie de 31 pacientes trasplantados de larga evolucion (media de meses transcurridos

tras el TC [rango]= 30.4 [13-75]).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demograficas de 42 pacientes de trasplante cardiaco (Estudio

prospectivo).
Parametro N
Sexo masculino 28 (67)
Edad (rango) 54.7 (23-68)
CMV
Serologia receptor positiva 38 (91)
Serologia donante positiva 34 (81)
Antigenemia positiva () 19 (45)
N° de células positivas (rango) 23 (1-90)
Infeccion CMV® 17 (40)
Otras infecciones
Infecciones virales 29 (69)
Infecciones bacterianas aisladas 29 (69)
Infecciones bacterianas recurrentes (3 17 (40)
Infecciones fungicas 15 (36)
Infecciones parasitarias 3(7)
N° agentes patdgenos aislados (rango) ¢ 3.2 (0-17)
Infeccion tratada por via IV 22 (52)
Infecciones antes de TC 10 (24)
Rechazo
Presencia de episodios de rechazo ©® 11 (26)

(Confirmadas por PCR (viremia). @Al menos 2 antigenemias positivas. ®)Al menos 2 episodios confirmados por
cultivos positivos. @WTodos requirieron tratamiento IV antimicrobiano especifico. ®Biopsias endomiocardicas VD de
grado 2 o mayor (ISHLT). CMV: Citomegalovirus. TC: Trasplante cardiaco. Media (rango). Datos categdricos en
numeros absolutos (%).

Las muestras del punto basal fueron obtenidas cuando el paciente entr6 en lista de
espera de TC, o en el periodo inmediato anterior al trasplante (urgencia 0). Los
estudios de seguimiento se realizaron a los 7 dias (punto 1), 30 dias (punto 2), 90 dias
(punto 3), 180 dias (punto 4) y 365 dias (punto 5). En el caso de controles sanos y

trasplantados de larga evolucion se realizd una unica determinacion, y los controles

quirurgicos se estudiaron en el pre-operatorio y a los 7 dias post-cirugia.
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Todos los pacientes recibieron como terapia de induccidon inmunosupresora
micofenolato mofetil (1000mg V), metilprednisolona (500mg IV) y dos dosis de
daclizumab (anticuerpo monoclonal humanizado anti-CD25 o IL-2Ra) 1mg/kg a dia Oy
14. A las 48 horas del trasplante se introdujo la terapia triple de mantenimiento que
incluia un farmaco inhibidor de la calcineurina, tacrolimus (n=39) o ciclosporina (n=3),
micofenolato mofetil y prednisona. Como tratamiento profilactico se administrd
cefazolina 2g IV c/8hrs el primer dia post-trasplante, trimetoprim-sulfametoxazol
160/800 mg VO c/12hrs 2 veces por semana durante el primer afo, nistatina 500,000
U VO c/8hrs y norfloxacina 400 mg VO c/12hrs durante el primer mes post-trasplante.
Se indico profilaxis con itraconazol en aquellos pacientes con riesgo de aspergilosis
invasiva. En el periodo post-trasplante inmediato se administré profilaxis universal con
ganciclovir IV 5mg/kg c/12hrs durante 14 dias. En el caso de pacientes de alto riesgo
(serologia CMV R-/D+ [n=4]) se administré ademas como tratamiento profilactico

inmunoglobulinas CMV hiperinmunes (CMVIG; Cytotec, Biotest).

En el caso de pacientes CMV-seropositivos, se considerd la presencia de niveles
detectables de antigenemia positiva en sangre periférica en 2 o mas determinaciones
con mas de una célula infectada, como indicador de reactivacion o reinfeccion por

CMV durante el seguimiento.

2. Obtencién de muestras sanguineas

De cada paciente se recogieron en total 30 mL de sangre periférica por punto de
estudio: 5 mL en tubos Z serum sep Clot Activator (Greiner bio-one; Frickenhausen,
Alemania), 5 mL en tubos tratados con acido etilen diamino-tetraacético (EDTA)

(Greiner bio-one) y 20 mL en tubos con heparina sodica (Greiner bio-one). A partir de
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la sangre almacenada en tubo Z serum sep Clot Activator se extrajo el suero mediante
centrifugacion a 1750g durante 10 minutos a temperatura ambiente, y las muestras asi

obtenidas se congelaron a -70°C hasta su posterior utilizacion.

Con la sangre extraida en tubo con heparina sddica se realizé una purificacion de
células mononucleadas (PBMCs) mediante la técnica de separacion celular por
gradiente de densidad (Ficoll-Paque; Amersham Biosciences), centrifugando durante
30 minutos a 600g a temperatura ambiente. Se recogi6 la poblacién de leucocitos y se
procedié a un primer lavado con tampon salino fosfato estéril (PBS) (Lonza;, Verviers,
Bélgica), centrifugando a 450g durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguido
de un segundo paso de lavado a 300g en iguales condiciones. Una vez terminada la
centrifugacion se decanto el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendio en 10
mL de medio RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% (v/v) de suero de
ternera fetal inactivado (FCS) (Biochrome), 2 mM de L-glutamina (Biochrome), y 1% de
antibidticos (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 10 pg/mL). La suspension celular se
incubd en tubos de fondo cénico Falcon 50 mL (BD Biosciences) durante toda la noche
(16horas) a 37°C en atmosfera humeda con 5% de COz. A la mafnana siguiente se
realizaron los ensayos de induccion de produccion de citocinas ex-vivo con estimulos

antigénicos especificos (ver apartado 3.4).

3. Citometria de flujo

3.1. Marcaje de superficie

Para la caracterizacion fenotipica de las subpoblaciones linfocitarias se realizo el
marcaje de las moléculas de superficie en sangre total (tubos EDTA), con los

diferentes anticuerpos monoclonales (AcMo) especificos conjugados a fluorocromo. En
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la Tabla 3 se detallan los paneles de anticuerpos empleados en el ensayo para la

identificacion de cada subpoblacion.

Tabla 3. Panel de anticuerpos monoclonales utilizado para el estudio de las diferentes subpoblaciones

linfocitarias.
Fluorocromos
Tubo FITC PE PerCP APC Subpoblacién de estudio (Perfil)
1 IgG1k lgG2ak 1gG1k IgG1k Control isotipo
2 CD27 IgD CD19 IgM Linfocitos B (Maduracion)
3 CD45RA CCR7 CD4 CD8 Linfocitos T (Maduracion)
4 HLADR CD38 CD4 CD8 Linfocitos T (Activacion 1)
5 HLADR CD25 CD4 CD8 Linfocitos T (Activacion 2)
6 CD56 CD16 CD3 CD19 TBNK
7 CD127 CD25 CD4 FoxP3 Linfocitos T (Reguladoras)
8 CD25 CD122 CD4 CD8 Linfocitos T (IL-2R)
9 IFNy CD38 CD3 CD8 Linfocitos T (Estudio funcional)

FITC: Isotiocianato de fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PerCP: Proteina Clorofila Peridinina; APC: Aloficocianina. Todos
los anticuerpos de BD (Becton Dickinson, San José, CA), excepto CCR7-PE (R&D System Minneapolis, MN) y FoxP3-
APC (eBioscience, San Diego, CA).

Para la caracterizacion de los linfocitos B (Tubo 2), previo a la tincién, se realizé un
lavado de la sangre con PBS (5 minutos a 5509) para eliminar la IgM sérica, ya que
podria interferir en el marcaje de la IgM de membrana por inhibicion competitiva del
AcMo anti-IgM. Brevemente, 100 pyL de sangre se incubaron con 20 pL de las distintas
mezclas de AcMo conjugados, en concentracion saturante durante 20 minutos, a
temperatura ambiente y en oscuridad. Luego se afadieron 2 mL de solucion de lisis
(Facslysing solution, Becton Dickinson, San José, CA) para eliminar las células no
nucleadas de la sangre, y se incubaron las muestras en las mismas condiciones por
15 minutos mas. Transcurrido el periodo de incubacion se afnadieron 2 mL de PBS a
cada tubo para lavar el exceso de AcMo sin fijar y se centrifugaron a 500g durante 5
minutos a temperatura ambiente. Este paso de lavado se repiti6 una vez mas en

iguales condiciones y se resuspendi6 el precipitado celular en un volumen de 250 pL

de PBS antes de adquirir las células en el citometro de flujo.
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3.2. Marcaije intracelular

Se utilizé la estrategia descrita por Liu ef al [142] para la identificacion de linfocitos T
CD4 con actividad reguladora, definidos por el fenotipo
CD4+CD25highCD127,0wFoxP3+. La combinacion de los marcadores de superficie
CD25 y CD127 aumenta considerablemente la eficiencia del analisis, ya que mas del
80% de estas células (CD25nighCD12710w) expresan el factor de transcripcion nuclear

FoxP3 y tienen actividad supresora [143].

Una vez concluida la incubacién con los anticuerpos de superficie (CD4, CD25,
CD127), se realizd un lavado con 2 mL de PBS, centrifugando los tubos a 500g
durante 8 minutos a 4°C. Posteriormente se afiadi6 1 mL de paraformaldehido (PFA)
4% y se incubaron las muestras 10 minutos en oscuridad y temperatura ambiente. Las
células fijadas se lavaron con 2 mL de PBS al 0.5% de albumina de suero bovino
(tampdn de lavado) en iguales condiciones y el precipitado se resuspendié en 500 uL
de FACS-Perm Solution (BD Biosciences) para permeabilizar la membrana celular,
incubandose durante 20 minutos en oscuridad y temperatura ambiente. Se repitio el
lavado en iguales condiciones y se procedio a la tinciéon con el AcMo anti-human-
FoxP3-APC durante 30 minutos en oscuridad a 4°C. Finalmente, las células fueron
lavadas y resuspendidas en 200 uL de PFA 1% para su adquisicién en el citdmetro de

flujo.

3.3. Analisis de subpoblaciones

Tanto la adquisicion como el analisis se desarrollaron en un citometro FACSCalibur
(Becton Dickinson, San José, CA) utilizando el programa CellQuest Pro. Para un

analisis 6ptimo se adquirieron como minimo 50 000 eventos en la region de linfocitos,
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determinada por tamano y complejidad (FSC vs SSC). Las diferentes subpoblaciones
estan expresadas como porcentajes del total de linfocitos B, T CD4 o T CD8, segun se
indica. En la Figura 8 se representa de forma resumida la estrategia de analisis

seguida para la caracterizacion de cada subpoblacion.
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Figura 8. Estrategia de analisis de subpoblaciones linfocitarias mediante citometria de flujo multiparamétrica.

Tincién con anticuerpos monoclonales de células de sangre periférica para la identificacion y caracterizacion de
linfocitos B, T CD4, T CD8 y células reguladoras. Selecciéon secuencial de subpoblaciones para el estudio de los
diferentes perfiles de maduracién/activacion. Fenotipos definidos en apartado 3.3.

El analisis del fenotipo madurativo de las células B se establecié segun lo descrito en
estudios anteriores; B virgen CD19+/CD27-IgM+IgD+, memoria sin cambio de isotipo
(non-switched) CD19+/CD27+IgM+IgD+, memoria con cambio de isotipo (class-
switched) CD19+/CD27+IgM-IgD- [144]. Por su parte los linfocitos T fueron estudiados

en base a la expresion de los marcadores CD45RA y CCRY7 para determinar las

diferentes subpoblaciones: el fenotipo CD45RA+CCR7+ caracteriza a las células T
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virgen, CD45RA-CCR7+ memoria central (MCT), CD45RA-CCR7- memoria efectora 1
(MET1) y CD45RA+CCRY7- identifica a las células efectoras finales (MET2) [145]. Los
niveles de expresion de las moléculas HLA-DR, CD38 y CD25 se estudiaron para
medir activacion celular en los linfocitos T. Para la evaluacion prospectiva del efecto
del daclizumab (anti-CD25) sobre el sistema IL-2/IL-2R, se monitorizaron los niveles
de expresion de CD25 (IL-2Ra) y CD122 (IL-2Rp) sobre la superficie de los linfocitos
T (Tabla 3: Tubo 8). Los porcentajes de células reguladoras (Treg) se estudiaron

siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.2.

3.4. Ensayo funcional de respuesta CMV-especifica

A partir de las células mononucleadas (PBMCs) purificadas mediante gradiente de
densidad en Ficoll, se realizé6 un ensayo de induccidn de citocinas ex vivo para medir
la capacidad de respuesta CMV especifica, estimulando con péptidos antigénicos del
virus. Para ello se utilizé el procedimiento descrito por Bunde ef al. [60] empleando
péptidos de 15 aminoacidos correspondientes a las proteinas viricas IE-1 y pp65
(Jerini Ag PepmixTM, Nr 301002 y 200902, respectivamente) cedidos por el Dr. Florian
Kern del Institut fur Medizinische Immunologie der Charité, Berlin, Alemania. Las
soluciones stock de los péptidos fueron almacenadas a -80°C (8 u 80 mg/mL en dimetil

sulfoxido [DMSQO]) en alicuotas de 10 pL.

Se incubaron 400 pL de suspension celular ajustada a una concentracion de 2.5x108
cel/mL en tubos de polipropileno de fondo cénico Falcon 15 mL (BD Biosciences) con
4 uL de péptido antigénico (IE-1 o pp65) diluido en 96 pL de medio RPMI/FCS (500 pL
volumen total) a 37°C en atmésfera humeda con 5% de CO,. Como control se

montaron muestras en paralelo estimuladas sélo con DMSO, empleado como
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diluyente de los péptidos. A las 2 horas se anadieron 500 uL de medio RPMI/FCS con
20 pg/mL de brefeldina A (BFA; Sigma-Aldrich) diluida a partir de 1 pL de solucion
stock (10 mg/mL), y se incubaron las muestras 4 horas mas en iguales condiciones.
Las concentraciones finales de cada péptido y BFA fueron 1 pg/ml y 10 pg/mL,

respectivamente.
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Figura 9. Estrategia de andlisis para el estudio de la respuesta funcional CMV-especifica.
Las células mononucleadas purificadas fueron estimuladas con los péptidos antigénicos (IE-1 y pp65) o DMSO y se
cuantifico la produccion de IFN-y ex vivo mediante citometria de flujo. Las células respondedoras fueron identificadas
mediante seleccion secuencial de linfocitos (tamafio vs. complejidad), células T CD8 (CD3+CD8+) y células T CD4
(CD3+CD8-). Finalmente, se cuantifico el porcentaje de linfocitos respondedores representando en un grafico de
puntos la intensidad de fluorescencia de CD38 vs. IFN-y, y seleccionando las células IFN-y positivas. La frecuencia de

células respondedoras inespecificas (DMSO) se sustrajo al porcentaje de células IE-1/pp65-especificas.

Después de un total de 6 horas de estimulacion antigénica, las células fueron lavadas
con 3 mL de PBS frio centrifugando a 430g durante 8 minutos a 4°C. Posteriormente
se anadié 1 mL de PFA 4% y se incubaron las muestras 10 minutos en oscuridad y
temperatura ambiente. Las células fijadas se lavaron con 2 mL de PBS al 0.5% de

albumina de suero bovino en iguales condiciones y el precipitado se resuspendié en
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500 pL de FACS-Perm Solution (BD Biosciences), incubandose durante 20 minutos en
oscuridad y temperatura ambiente. Se repitidé el lavado en iguales condiciones y se
procedi6 a la tincién con 20 pL de cada uno de los anticuerpos monoclonales (Tabla 3:
Tubo 9) durante 30 minutos en oscuridad a 4°C. Finalmente, las células fueron lavadas
y resuspendidas en 200 pL de PFA 1% para su adquisicion en el citbmetro de flujo. En
la Figura 9 se representa de forma resumida la estrategia de analisis seguida para el
estudio de las respuestas funcionales CMV-especificas. El porcentaje de células CMV-
especificas se obtuvo al restar la frecuencia de células respondedoras inespecificas
(estimuladas s6lo con DMSO) a la frecuencia de células I|E-1/pp65-especificas

productoras de IFN-y.

4. ELISA cuantitativo anti-CMV

Se realizé un ensayo inmunoenzimatico indirecto para el reconocimiento cualitativo y
la determinacién cuantitativa de los anticuerpos IgG contra el citomegalovirus en suero

de pacientes y controles (Enzygnost-CMV-IgG; Dade Behring, Marburg, Alemania).

Para ello se utilizaron placas de microtitulacion de 96 pocillos recubiertas con
antigenos inactivados derivados de fibroblastos humanos infectados con CMV. Las
muestras de suero, asi como la solucion de referencia anti-CMV P/N, fueron
prediluidas en proporcion 1+20 con tampdn para muestras coloreado (Tris/HCL 0.3 M,
0.1%Tween 20). En cada uno de los pocillos se anadieron 200 yL de tampdn para
muestras sin colorear y 20 yL de muestra prediluida, para una dilucion final del suero
de 1+200. La placa se incubd durante 1 hora a 37°C. Concluida la incubacion se
realizaron 4 lavados con solucion de lavado y se anadié 100 pL de conjugado anti- IgG

humana-peroxidasa, prediluido 1+50 en tampdn microbiolégico para conjugado,
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incubando en iguales condiciones. Antes de la adicion del sustrato las placas fueron
lavadas 4 veces y finalmente se agregdé a cada pocillo 100 yL de cromégeno TMB
diluido 1+10 en tampon sustrato (kit de reactivos). Inmediatamente después de
finalizar la distribucion del sustrato, se incubé 30 minutos en oscuridad y temperatura
ambiente. La reaccién se detuvo con 100 L de solucion de parada (H.SO4 2.5 N) y la
absorbancia se ley6 en un espectrofotdmetro SEAC Sirio S (RADIM) a una longitud de

onda de 450 nm.

Se utilizé como control positivo la soluciéon de referencia anti-CMV P/N y como control
negativo pocillos que no fueron recubiertos con antigenos CMV. Para la valoracion

cualitativa se utilizaron los siguientes criterios:

Anti-CMV/IgG negativo: AE<0.100

Anti-CMV/IgG positivo: AE>0.200;

donde AE es la diferencia de sefial antigeno CMV positivo menos la senal obtenida de
la misma muestra con el control negativo. Las muestras que presentaron una actividad
de anticuerpo IgG positiva se valoraron cuantitativamente con ayuda del método a

(hoja Excel proporcionada por el fabricante) siguiendo la férmula:

Logio Titulo = axAES (las constantes a y B dependen del lote de reactivos)

Al no existir valores normales como datos de referencia, los titulos de anticuerpos se
analizaron en la cinética longitudinal de cada paciente y en comparacién con controles

en analisis transversal.

87



IV Material y métodos

5. Otros parametros inmunoldgicos

Para comprobar la especificidad del valor predictivo de los marcadores estudiados se
analizaron conjuntamente otros parametros de la inmunidad humoral y celular, y su
posible relaciéon con las variables CMV-especificas. Se incluyeron para el estudio
determinaciones de rutina realizadas en el laboratorio de Inmunologia tales como:
concentracion de IgG total y sus subclases (nefelometria), asi como también
concentracion de IgG especifica para otros virus (anti-varicella zoster [ELISA, Binding
Site, Birmingham, United Kingdom] y anti-antigeno de superficie de hepatitis B
[ELISA, Ortho-Clinical Diagnostics, United Kingdom]), y concentracion de IFN-y sérico
(Human high sensitivity IFNy ELISA Kit Diaclone SAS, France). En relacién a la
inmunidad celular se evaluo por citometria de flujo la respuesta proliferativa frente a un
agente mitdégeno inespecifico (fitohemaglutinina, PHA) de linfocitos T totales, CD4+, y
CD8+ mediante marcaje con carboxifluorescein diacetato succinimidil ester (CFSE) en

un subgrupo de 12 pacientes trasplantados.

6. Analisis estadistico

Para comprobar la bondad de ajuste a la normalidad de cada una de las variables
analizadas se utilizé el test de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias entre los valores
basales y los obtenidos en cada visita del estudio se analizaron con la prueba ¢ de
Student para muestras relacionadas (datos pareados). Para la comparacion de medias
entre 2 grupos se utilizé la prueba ¢ de Student para muestras independientes. La
comparacion de medias entre mas de 2 grupos se realizé mediante la prueba ANOVA
(analisis de la varianza, con correccién de Bonferroni para establecer diferencias entre

grupos). La comparacion de variables categoricas se realiz6 mediante el test y2. Los
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coeficientes de correlacion de Pearson o Spearman se utilizaron para calcular la
correlacion entre variables numéricas. La estimaciéon de la asociacion entre
marcadores inmunolégicos y la aparicion de episodios infecciosos o de rechazo se
realiz6 mediante comparacion de medias utilizando el test U de Mann-Whitney.
Aquellos parametros que se asociaron significativamente a los eventos clinicos
analizados se incluyeron en el analisis de supervivencia que se realiz6 mediante el
meétodo de regresidon de Cox o Kaplan-Meier, segun se indique. Para estratificar a los
pacientes en 2 grupos se establecié como punto de corte la mediana de las variables
analizadas, o el resultado derivado de las curvas de operacion caracteristica del
receptor (Receiver-Operating Characteristic [ROC]). Para comparar la igualdad de las
curvas de progresion se empleod el test Log-rank. Valores de p<0.05 se consideraron

significativos.

Todos los analisis estadisticos se efectuaron con el programa informatico SPSS
version 19.0 para Windows (Statistical Package for Social Sciences Inc., Chicago,

lllinois, USA).
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V Resultados

1. Evolucion de subpoblaciones linfocitarias de los pacientes

trasplantados cardiacos

Se realizé un analisis prospectivo longitudinal de los porcentajes (frecuencias relativas
al numero absoluto de linfocitos) de diferentes subpoblaciones linfocitarias en 42
pacientes (Tabla 2 Material y Métodos) sometidos a trasplante cardiaco entre Marzo
de 2006 y Mayo de 2009, previo al trasplante y en 5 puntos de estudio consecutivos: 7,
30, 90, 180 y 365 dias post-TC. Para ello se caracterizaron fenotipicamente las
subpoblaciones mediante citometria de flujo. Las variaciones en la evolucién de los
diferentes parametros analizados se compararon con los valores iniciales (punto basal

previo al trasplante) de cada uno de los pacientes.

En relacion a las principales poblaciones celulares el mayor impacto se observé a los 7
dias post-trasplante. Se objetivd un descenso del porcentaje de linfocitos T CD3+,
CD4+ y CD8+, y un incremento de células B CD19+, aunque soOlo se observo
significacion estadistica en el descenso de los linfocitos CD8 y en el incremento de la
poblacion B. Progresivamente comenzaron a recuperarse los niveles basales de las
diferentes poblaciones de forma que al ano post-TC dichas diferencias
desaparecieron, con la Unica excepcion de los linfocitos T CD8+ que se mantuvieron
significativamente aumentados. Las frecuencias de células NK (CD3-CD56+CD16+)
disminuyeron de forma significativa a los 90d post-TC, alcanzando los valores iniciales
en los meses sucesivos. Los monocitos describieron una cinética similar a los linfocitos
T, con una caida significativa a los 7 dias seguida de aumentos sostenidos entre los 3

y 6 meses (Figura 10).
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Figura 10. Evolucién de subpoblaciones linfocitarias en pacientes trasplantados cardiacos (TC). Andlisis longitudinal de
los porcentajes de diferentes subpoblaciones linfocitarias en 42 pacientes TC. Se indica el grado de significacion
estadistica de la diferencia de medias en los diferentes puntos de estudio en relacién al valor basal, utilizando prueba t
para muestras relacionadas: *(p<0.05), **(p<0.01) y ***(p<0.001). En el resto de puntos no se observan diferencias

significativas.
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Para analizar los posibles cambios en la homeostasis celular asociados a la
inmunosupresion, se estudiaron los perfiles de maduracion de cada una de las
subpoblaciones en relacion al punto basal. Las células B virgenes se mantuvieron sin
variaciones significativas a lo largo de todo el tiempo de estudio, mientras que las B
memoria sin cambio de isotipo (SCI) s6lo mostraron un incremento significativo en el
punto 180d y las B memoria con cambio de isotipo (CCIl) disminuyeron

significativamente al afno post-TC (Figura 11A).

En el caso de las células T, de forma general se puede resefar que en el periodo post-
TC temprano (7d-90d) se produce una expansion de células T CD8+ virgenes,
mientras que en el post-TC tardio (180d-365d) predominan las células de memoria,

principalmente MCT en LT CD4+ (Figura 11 By C).

Los perfiles de activacion se estudiaron en base a la coexpresion de los marcadores
HLA-DR y CD38 en linfocitos T CD4+ y CD8+. Al tratarse de marcadores de infeccién
cronica (DR) y aguda (CD38) en células T CD8+ se evaludé también la expresion
individual de ambos marcadores (perfiles CD8 activados 2 y 3). Tras el trasplante se
observo un significativo descenso en los niveles de CD4 activados, manteniéndose
ésta tendencia decreciente durante todo el periodo de estudio. Al analizar el perfil de
los linfocitos T CD8 en base a la coexpresidon de los marcadores de activaciéon, no se
aprecian diferencias significativas en ningun punto. No obstante, al desglosar las
frecuencias de células HLA-DR y CD38 positivas, se observo un descenso significativo
a los 7d y 180d, respectivamente. En resumen, en éstos pacientes el tratamiento
inmunosupresor disminuye el estado de activacion de las células T, fundamentalmente

CD4+ (Figura 12).
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Figura 11. Evolucién de perfiles de maduracién de subpoblaciones B y T. Andlisis longitudinal de los cambios en los
porcentajes de subpoblaciones virgenes y memoria en linfocitos B, T CD4 y T CD8. A) Media de los porcentajes de
subpoblaciones de células B; virgenes, memoria sin cambio de isotipo (SCI), memoria con cambio de isotipo (CCI). B) y
C) Media de los porcentajes de subpoblaciones de células T CD4 y CD8; virgenes, memoria central (MCT), memoria
efectora 1 (MET1) y memoria efectora 2 (MET2). Se indica el grado de significacion estadistica de la diferencia de
medias en los diferentes puntos de estudio en relacién al valor basal, utilizando prueba t para muestras relacionadas:

*(p=<0.05), **(p=<0.01) y ***(p=<0.001). En el resto de puntos no se observan diferencias significativas.
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Figura 12. Evolucién de perfiles de activacion de células T. Analisis longitudinal de los cambios en los porcentajes de
subpoblaciones T CD4 y CD8 activadas. Se indica el grado de significacion estadistica de la diferencia de medias en
los diferentes puntos de estudio en relacién al valor basal, utilizando prueba t para muestras relacionadas: *(p<0.05),
**(p<0.01) y ***(p=<0.001). En el resto de puntos no se observan diferencias significativas.

En relaciéon a las células con funcion reguladora, el estudio se centré6 en la
subpoblacién Treg caracterizada por el fenotipo CD4+CD25highCD127,0wFoxP3+, por
tratarse del tipo celular mas implicado en la inmunologia del trasplante. En los puntos
7d y 30d tras el tratamiento inductor con daclizumab (anticuerpo monoclonal anti-
CD25), se utilizé la combinacion CD127.wFoxP3+ para definir la poblacion reguladora,
dada la imposibilidad de medir la expresion de CD25. En los pacientes trasplantados
se observo un descenso significativo de la poblacién Treg CD4+ durante todo el

tiempo de estudio, sin que la frecuencia de células reguladoras alcanzara los niveles

pre-trasplante transcurrido un afno de seguimiento (Figura 13).
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Figura 13. Cinética de células reguladoras. Analisis longitudinal de los cambios en los porcentajes de células
reguladoras. Se indica el grado de significacion estadistica de la diferencia de medias en los diferentes puntos de

estudio en relacion al valor basal, utilizando prueba t para muestras relacionadas: *(p<0.05), **(p<0.01) y ***(p<0.001).

En el resto de puntos no se observan diferencias significativas.

1.1. Evolucién de la expresiéon de CD25 y CD122

Para evaluar de forma prospectiva el efecto del tratamiento inductor con daclizumab
sobre el sistema IL-2/IL-2R, se monitorizaron los niveles de expresion de CD25 (IL-
2Ra) y CD122 (IL-2RB) sobre la superficie de los linfocitos T. En la Figura 14 se
puede apreciar que, desde el punto basal, existe un perfil de expresion diferente de
ambas cadenas del receptor de IL-2 en linfocitos T CD4+ y CD8+. De forma general en
los pacientes trasplantados, los linfocitos T CD4+ se caracterizaron por altos niveles
de expresion de CD25 (>60%) y bajos de CD122 (<20%), mientras que los CD8+ se

caracterizaron por una baja expresion de CD25 (<15%) y alta de CD122 (>55%).

Se observo en ambos tipos celulares una disminucién significativa en los niveles de
CD25 durante los 3 primeros meses. Posteriormente, de forma gradual comienza a

recuperarse la expresion que no se completa hasta los 6 meses post-TC. A diferencia
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de CD25, no se observaron cambios significativos de la expresion de CD122 en

ningun punto del estudio.
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Figura 14. Evolucién de la expresién de CD25 y CD122 en linfocitos T. Comparacion de los niveles de expresion de
CD25 y CD122 en linfocitos T CD4 y CD8. Se indica el grado de significacion estadistica de la diferencia de medias en
los diferentes puntos de estudio en relacién al valor basal, utilizando prueba t para muestras relacionadas: *(p<0.05),
**(p<0.01) y ***(p<0.001). En el resto de puntos no se observan diferencias significativas.

En relacidn a la tasa gradual de recuperacion en la expresion de CD25, a los 90d se
observaron 3 patrones de reconstitucion diferentes en el conjunto de pacientes
estudiados. El grupo 1 se caracterizé por una recuperacion lenta con bajos niveles de
expresion de CD4/CD25+ (<43%), el grupo 2 lo constituyen pacientes con un patrén
de recuperacion medio (43%<CD4/CD25+<65%), mientras que en el grupo 3 se
encuentran los pacientes con un patrén de reconstitucion rapido (CD4/CD25+>65%).
Al analizar las medias de los porcentajes de CD25 y CD122 en ambos tipos celulares
se pudo demostrar que las diferencias entre grupos eran significativas para CD25, no

asi para CD122 (Tabla 4).
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Tabla 4. Diferencias en los niveles de expresién de CD25 y CD122 segun tasa de recuperacion de CD25
alos 90d post-TC.

Grupo 1: Baja  Grupo 2: Media  Grupo 3: Alta

Parametro (%) Valor p
(n=22) (n=10) (n=10)
LT CD4 CD25+ 117 + 118 601 + 52 751 + 7.8 <0.001*
LT CD8 CD25+ 39 =+ 39 153 + 126 152 = 54 <0.001*
LT CD4 CD122+ 148 + 118 256 + 169 143 = 6.0 0.185
LT CD8 CD122+ 547 + 182 66.1 * 191 583 + 182 0.482

Media * desviacion estandar. Estratificacién de los pacientes TC en 3 grupos segun la tasa de recuperacion de la
expresion de CD25 en LT CD4 a los 90d post-TC; Grupo 1: %CD25<43; Grupo 2: 43<%CD25<65; Grupo 3:

%CD25>65. *Diferencia estadisticamente significativa utilizando prueba ANOVA.

Se puede resumir, por tanto, que el efecto bloqueante del daclizumab se mantiene
durante los primeros 3 meses post-trasplante y se limita a la molécula diana

especifica; CD25, sin afectar la expresion del IL-2R de afinidad intermedia.
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2. Caracteristicas inmunofenotipicas de los pacientes trasplantados

cardiacos

La comparacion transversal de los niveles de las diferentes subpoblaciones
linfocitarias entre pacientes y controles permiti6 definir las singularidades
inmunofenotipicas de los trasplantados cardiacos en cada punto de estudio. A falta de
valores normales estandarizados esta comparacion es valida para describir la

anormalidad que se produce en cada subpoblacion.

El analisis previo al trasplante mostré que, en relacion a los controles sanos, los
pacientes TC se caracterizaban por tener menores niveles de: i) linfocitos B de
memoria sin cambio de isotipo (CD19+CD27+IgM+IgD+) y de linfocitos T CD8+
virgenes (CD8+CD45RA+CCR7+); y ii) mayores niveles de: linfocitos T CD8+
efectores finales MET2 (CD8+CD45RA+CCR7-) y de células T activadas
(CD4+CD38+HLADR+ / CD8+CD38+HLADR+). Por su parte, la comparacion con los
controles quirurgicos reveld que los pacientes que se incluyen en lista de espera por
enfermedad cardiaca terminal presentan niveles significativamente mayores de células

T activadas (Figura 15 A).

Asi mismo, en el estudio basal se pudo comprobar que los pacientes con etiologia
isquémica del trasplante se caracterizaban por mayores porcentajes de las
subpoblaciones T de memoria central CD45RA-CCR7+ ([CD4+: 48117 vs. 3918;
p=0.07] [CD8+: 17£10 vs. 916; p=0.015]) y de linfocitos T CD4+ activados ([CD25+:
6917 vs. 56£11; p=<0.001] [CD25+HLADR+: 915 vs. 5t£2; p=0.05]), en comparacion

con pacientes cuya patologia de base era de origen no isquémico.
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Figura 15. Estudio transversal: Diferencias entre pacientes y controles. A) Antes y B) después del tratamiento
inmunosupresor. Se indica el grado de significacion estadistica de la diferencia de medias entre grupos utilizando
prueba t para muestras independientes: *(p<0.05), **(p<0.01) y ***(p<0.001). TC: Trasplante cardiaco; CS: Control
sano; CQ: Control quirdrgico. Definiciones fenotipicas en texto. En el resto de parametros no se observan diferencias

significativas para los puntos de estudio representados.
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Al hacer el analisis extensivo al resto de puntos se pudo comprobar que, en relacién a
los controles sanos, el porcentaje de linfocitos B CD19+ de los pacientes se
incrementa a los 7d y 30d, pero a partir de los 6 meses disminuye de forma
significativa. El aumento de células B a la semana post-TC se debe fundamentalmente
a una expansion de ceélulas B virgenes (CD19+CD27-) (Figura 15 B) que se mantiene

hasta los 3 meses post-TC.

La cinética de las alteraciones en los porcentajes de linfocitos T CD3+ refleja un
comportamiento inverso al de los linfocitos B, con valores significativamente inferiores
durante el primer mes y superiores a partir de los 3 meses post-TC, vinculadas
fundamentalmente a las variaciones del total de linfocitos CD8+, ya que la frecuencia
de linfocitos CD4+ fue similar a la de los controles en todos los puntos del estudio. A
partir de los 30d se produce un incremento sostenido del porcentaje de la
subpoblacion T CD8+ MET2 que se mantiene de forma significativa durante el primer
afno post-TC. Asi mismo, en todos los puntos analizados las subpoblaciones de
linfocitos T CD8+ activados fueron significativamente superiores a los niveles
observados en controles. No obstante, debido al tratamiento inductor con daclizumab,
los niveles de células CD25+ (también considerado un marcador de activacion en
células T) fueron inferiores hasta los 90d, punto a partir del cual aumenta
significativamente la expresion de este marcador en linfocitos CD4+. Por su parte, los
niveles de células T CD4 reguladoras se mantuvieron significativamente bajos desde

los 7d hasta el afio post-TC (Figura 15B y Tabla 1 Anexos).
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2.1. Caracteristicas inmunofenotipicas de los pacientes trasplantados

cardiacos de larga evolucion

El analisis inmunofenotipico de los pacientes de larga evolucion (entre 1 y 3 afos post-
TC) reveld que algunas de las alteraciones encontradas durante el primer afio post-
trasplante se mantuvieron, a pesar de la atenuacién del tratamiento inmunosupresor.
En estos pacientes persistia la relativa linfopenia B compensada por un aumento de
linfocitos T CD8+, cuyo perfil de maduracion se caracterizaba por altos niveles de
células efectoras finales (MET2) y que ademas expresan marcadores de activacion.

También persistia la disminucién en la expresion de CD25, tanto en linfocitos T CD4+

como CD8+ (Figura 16).
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Figura 16. Estudio transversal: Diferencias entre pacientes de larga evolucién post-TC y controles. Se indica el grado
de significacion estadistica de la diferencia de medias entre grupos utilizando prueba t para muestras independientes:
*(p=0.05), **(p<0.01) y ***(p<0.001). TC: Trasplante cardiaco; CS: Control sano; TCLE: Trasplante cardiaco de larga
evolucién. Definiciones fenotipicas en texto. En el resto de parametros no se observan diferencias significativas para
los puntos de estudio representados.
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3. Alteraciones inmunofenotipicas asociadas con el desarrollo de

rechazo celular agudo

Durante el periodo de seguimiento (primer afio post-TC) un total de 11 pacientes
(26%) desarrollaron al menos un episodio de rechazo celular agudo que requirié
tratamiento (ISHLT grado 2 [n=6], 3 [n=3], y 4 [n=2]). El tiempo medio transcurrido

hasta el evento de rechazo fue de 87 dias (rango; 7-267 dias).

Los pacientes con rechazo del 6rgano (R), mostraron menores niveles de células B
virgenes (CD19+CD27-IgM+IgD+) desde la primera semana hasta los 180d post-TC,
en comparacion con los pacientes que no tuvieron rechazo (NR) (Figura 17). En éstos
pacientes (R) se encontraron niveles significativamente superiores de células B de
memoria (CD19+CD27+) a los 3 y 6 meses post-TC (Figura 17). Dicho incremento se
vinculoé a una expansion de células de memoria con cambio de isotipo a los 3 meses
(R:20.4+7.1 vs. NR:14.0+7.5; p=0.021) y de células de memoria sin cambio de isotipo

a los 6 meses (R:25.31£8.7 vs. NR:15.1£9.3; p=0.004).

En los pacientes con episodios de rechazo se encontrd una correlacion positiva entre
niveles disminuidos de células B virgenes y disminucion del cociente T CD4:CD8 antes
del trasplante (R=0.77; p=0.016) y a los 7d (R=0.71; p=0.031), 30d (R=0.78; p=0.013),
y 90d (R=0.74; p=0.014). Esta correlacion no se observd en los pacientes que no
tuvieron rechazo. Ademas, se observé una correlacion inversa significativa entre los
valores de células B virgenes y los de linfocitos T CD8 con fenotipo de memoria
efectora 1 (MET1) antes del trasplante (R=-0.7; p=0.037) y a los 30d (R=-0.73;
p=0.025), asi como con el grado del primer episodio de rechazo (LB virgenes 30d; R=-

0.60, p=0.045).
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Figura 17. Diferencias en la distribucién de la memoria B en pacientes TC con y sin rechazo celular agudo. Se
consideraron biopsias endomiocardicas de grado 2 o mayor (ISHLT). Los diagramas de caja representan; mediana,

percentiles 25y 75, y valores extremos. Se indica el grado de significacion estadistica de la diferencia de medias entre
grupos utilizando test U de Mann-Whitney: *(p<0.05), **(p<0.01) y ***(p<0.001). TC: Trasplante cardiaco.
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Es decir, en el periodo post-TC temprano se observd que los pacientes con mayor

grado de rechazo tenian menores porcentajes de células B virgenes y mas linfocitos T

CD8 (menor cociente CD4:CD8) con fenotipo de memoria efectora.

Al estratificar los pacientes utilizando como valor de referencia la mediana de los

niveles de células B virgenes a los 7d, los pacientes con frecuencias superiores

(>58%) tenian un 91% menos de riesgo de desarrollar un evento de rechazo celular

agudo (Figura 18 y Tabla 5).
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Figura 18. Curva Kaplan-Meier para el desarrollo de rechazo celular agudo en pacientes estratificados segun niveles de

células B virgenes (7d). Se consideraron biopsias endomiocardicas de grado 2 o mayor (ISHLT). TC: Trasplante

cardiaco.

Tabla 5. Andlisis de regresion de Cox de los factores asociados con rechazo celular agudo

Factores RR (95% IC) Valor p
Univariado

7d CD19+CD27-IgM+IgD+ (>58%) 0.09 (0.01-0.80) 0.02
30d 1gG>630 mg/dL 0.21 (0.04-0.99) 0.04
Bivariado

7d CD19+CD27-IgM+IgD+ (>58%) 0.10 (0.01-0.84) 0.03
30d 1gG>630 mg/dL 0.51 (0.10-2.59) 0.06

RR: Riesgo Relativo, IC: Intervalo de confianza
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Esta asociacion se mantuvo significativa incluso después de realizar el ajuste por la
presencia de hipogammaglobulinemia IgG al mes post-TC, que fue la uUnica variable
significativamente asociada con el desarrollo de rechazo al realizar el analisis de

regresion de Cox univariado (Tabla 2 Anexos y Tabla 5).
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4. Alteraciones inmunofenotipicas asociadas con el desarrollo de

infecciones severas

Durante el periodo de seguimiento (primer ano post-TC) un total de 22 pacientes
(52%) desarrollaron al menos una complicacion infecciosa severa que requirio
tratamiento endovenoso antimicrobiano especifico. La distribucién de los agentes
infecciosos, aislados por cultivo o antigenemia, fue la siguiente: Citomegalovirus (n=8),
Pseudomonas aeruginosa (n=5), Corynebacterium sp (n=2), Aspergillus fumigatus
(n=2), Enterococcus sp (n=1), Stenofrophomonas maltophilia (n=1), Aspergillus
nidulans (n=1), Mucor circionelloides (n=1) y Candida tropicalis (n=1). El 82% de los

eventos primarios de infeccidn severa ocurrié durante los primeros 3 meses post-TC.

Los pacientes que durante el seguimiento se mantuvieron sin complicaciones
infecciosas severas (NI) mostraron una tendencia hacia niveles mas altos de células B
de memoria CCI (CD19+CD27+IgM-IgD-) en el punto pre-TC, en comparacion con los
pacientes que posteriormente si desarrollaron infecciones (I) (NI:19.8+10.2 vs.
1:13.6+6.6; p=0.066). A los 90d los pacientes NI tuvieron mayores frecuencias de
células T CD4 virgenes (NI:42.9+17.1 vs. 1:32.1+£16.6; p=0.047) y menores niveles de

células T CD8 memoria central (NI:9.5+5.9 vs. 1:16.6£10.1; p=0.012).

Al estratificar los pacientes utilizando como valor de referencia la mediana de los
niveles basales de células B de memoria CCI, los pacientes con frecuencias
superiores (>14%) tenian un 74% menos de riesgo de desarrollar un proceso
infeccioso severo tras el trasplante (Figura 19 y Tabla 6). En trabajos previos de
nuestro grupo reportamos que la determinacion de los niveles de IgG post-TC puede
ser util para identificar los pacientes en riesgo de desarrollar infecciones [69, 74], por

ésta razon se realizé un analisis simultaneo de ambos parametros. No se observo
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Figura 19. Curva Kaplan-Meier para el desarrollo de infecciones severas en pacientes estratificados seguln niveles

basales de células B de memoria. TC: Trasplante cardiaco, CCl: Con Cambio de Isotipo.

Tabla 6. Analisis de regresion de Cox de los factores asociados con el desarrollo de infecciones severas

Factores RR (95% IC) Valor p
Univariado

Pre-TC CD19+CD27+IgM-IgD- (>14%) 0.26 (0.07-0.86) 0.027
30d 1gG>630 mg/dL 0.31 (0.12-0.81) 0.01
Trasplante urgente 2.96 (1.26-6.95) 0.01
Peso donante 1.04 (1.01-1.08) 0.04
Bivariado

Pre-TC CD19+CD27+IgM-IgD- (>14%) 0.24 (0.07-0.79) 0.02
30d 1gG>630 mg/dL 0.32 (0.09-1.05) 0.06
Pre-TC CD19+CD27+IgM-IgD- (>14%) 0.29 (0.09-0.95) 0.04
Trasplante urgente 0.27 (0.09-0.84) 0.02
Pre-TC CD19+CD27+IgM-IgD- (>14%) 0.28 (0.08-0.94) 0.04
Peso donante 1.02 (0.98-1.06) 0.36

RR: Riesgo Relativo, IC: Intervalo de confianza

correlacion significativa entre el porcentaje de células B de memoria CCl y los valores

de IgG en el punto pre-TC ni a los 30d (R=0.19; p=0.34 y R=0.304; p=0.1,

respectivamente).

Sin  embargo,

la prevalencia de
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significativamente menor (11.1%) en los pacientes con niveles basales de células B
memoria CCI superiores al 14% 6 valores de 1gG por encima de 630mg/dL a los 30d,
en comparacion con los pacientes con niveles de éstos marcadores por debajo del

valor de corte (64.8%; p=0.008).

Ademas, el analisis bivariado de regresion de Cox reveld que la determinacion de los
niveles basales de células B de memoria CCl (>14%) afade informacion a la
determinacion de la IgG al mes post-TC (>630mg/dL) como factor de proteccion frente
a las infecciones severas. Para éste ultimo analisis sélo se incluyeron los eventos
infecciosos desarrollados después del primer mes post-TC. La asociacién entre la
frecuencia de células B de memoria CCl y el desarrollo de infecciones se mantuvo
significativa después de realizar el ajuste por diferentes variables clinicas, que se
asociaron con el desarrollo de infecciones en el analisis de regresion de Cox

univariado (Tabla 6).

Por otra parte, los pacientes con infecciones bacterianas recurrentes (n=17; 40%) se
caracterizaron por una disminucion en los niveles basales de células B de memoria
CCI (11.7£6.9 vs. 19.7£9.3; p=0.0014) y un incremento en la frecuencia de linfocitos

activados CD4+CD38+DR+ (10.6%4.3 vs. 5+2.4; p=0.002).

Finalmente, los pacientes con antigenemia CMV positiva (n=19; 45%) mostraron
menores porcentajes de: linfocitos T CD8 de memoria efectora 1 a los 7d
(CMV+:16£9.3 vs. CMV-:27.6+16; p=0.024), linfocitos T CD4 de memoria efectora 2 a
los 90d (CMV+:1.6x1.2 vs. CMV-:4.116.3; p=0.045); y mayor frecuencia de linfocitos
activados CD8+CD38+DR+ a los 12 meses post-TC (CMV+:33.4+12.5 vs. CMV-

:19.7+8.2; p=0.002).
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5. Evaluacion de la respuesta especifica anti-CMV en pacientes

trasplantados cardiacos

La infeccién por CMV es una de las que conlleva mayor morbimortalidad en los
pacientes trasplantados, por lo que se realizé un analisis prospectivo longitudinal de la
respuesta anti-CMV en un subgrupo de 38 pacientes seropositivos (CMV+) sometidos
a trasplante cardiaco entre Marzo 2006 y Octubre 2008. Para ello se evaluaron de
forma simultanea parametros de la inmunidad humoral (anticuerpos) y celular
(linfocitos T CD4+ y CD8+). Dada la mayor complejidad de este estudio, las variables
se analizaron en 2 puntos: previo al TC y a los 30d. Posteriormente se realizd un
seguimiento clinico de los pacientes durante un periodo de 6 meses. Ninguno de los

pacientes recibio GGIV en el primer mes post-TC.

Durante el periodo de seguimiento 13 pacientes (34%) desarrollaron infeccion por
CMV (2 6 mas antigenemias positivas). Se detectaron de media 15 células positivas
(1-90) confirmadas por una viremia de 14313 copias/mL (6180-16800). El tiempo
medio transcurrido hasta el desarrollo de infeccion activa por CMV fue de 3.2 meses
(1.6-5 meses). Se administro terapia antiviral preventiva a 5 pacientes que tuvieron
mas de 30 células positivas en las determinaciones de antigenemia (ganciclovir 1V
[n=3], valganciclovir oral [n=2]). Se diagnosticé enfermedad CMV en 3 pacientes
(pulmonar [n=1], hematoldgica [n=1], gastrointestinal [n=1]). La informacion clinica de

los pacientes se resume en la Tabla 3 Anexos.

En relacion a la morbilidad asociada al virus, los pacientes que durante el seguimiento
desarrollaron infeccidon por CMV tuvieron una prevalencia significativamente mayor de
infecciones bacterianas y/o fungicas que requirieron tratamiento endovenoso

antimicrobiano especifico. Estas infecciones se documentaron antes y después de la
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infeccion por CMV y fueron mas virulentas en los pacientes con infeccion activa por el
virus (co-infeccion) (8 de 10 casos de aspergillosis, 3 de 3 infecciones multiresistentes
por Acinetobacter baumannii, 4 de 8 infecciones por Pseudomonas aeruginosay 5 de
11 infecciones por Candida). Asi mismo 1 de los 3 pacientes que desarrollé infeccion

por Varicella zoster tenia infeccion activa por CMV.

5.1. Evolucién de la respuesta humoral y celular especifica anti-CMV

Para cuantificar los cambios que se producen en la inmunidad especifica anti-CMV se
compararon los valores iniciales (pre-TC) de anticuerpos IgG y células T productoras
de IFN-y, con los obtenidos a los 30d (post-inmunosupresion), analizando de forma

independiente los pacientes con y sin infeccién por CMV.

Los pacientes que durante el seguimiento desarrollaron infeccion por CMV mostraron
una disminucion no significativa en el titulo de anticuerpos IgG anti-CMV
(14462111048 vs. 8877+8281; p=0.17) acompanada de una disminucién significativa
del porcentaje de células CD8/IFNy+ estimuladas con el péptido IE-1 (0.40+0.29 vs.
0.17%0.15; p=0.035). En cambio, los pacientes que no desarrollaron infeccion por CMV
mantuvieron los niveles de células CD8/IFNy+ estimuladas con IE-1 sin variaciones
significativas tras el trasplante (0.41+0.45 vs. 0.53+£0.64; p=0.50), aunque en éstos
pacientes también se observé una disminucion no significativa del titulo de anticuerpos
IgG anti-CMV (24926+17013 vs. 18061+15193; p=0.16). Por su parte, el grupo control
de pacientes quirurgicos mantuvo constantes tanto los titulos de anticuerpos anti-CMV

como las respuestas celulares especificas analizadas.
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5.2. Comparacién con controles quirdrgicos

Previo al trasplante, los pacientes que posteriormente desarrollaron infeccion por CMV
mostraron niveles de anticuerpos IgG y frecuencias de linfocitos especificos anti-CMV
similares al grupo control quirurgico. Los pacientes que no tuvieron infeccién por CMV
mostraron niveles significativamente superiores de anticuerpos IgG anti-CMV en

comparacion con los controles (24926+17013 vs. 10317+£10179; p=0.001).

Al mes post-TC, el porcentaje de células CD8/IFNy+ estimuladas con IE-1 fue
significativamente menor en el grupo de pacientes infectados por CMV en relacion a
los controles quirurgicos (0.17+£0.15 vs. 0.53+0.71; p=0.018). Por el contrario, los
pacientes que no sufrieron infeccion por CMV tuvieron titulos superiores de
anticuerpos anti-CMV (18061£15193 wvs. 10558+9379; p=0.031) y similares

frecuencias de células CD8/IFNy+ estimuladas con IE-1 al grupo control.

5.3. Correlacidon entre parametros inmunoldgicos

En los pacientes con infeccién por CMV no se encontré correlacion entre ninguno de
los parametros de la inmunidad humoral y celular especifica anti-CMV estudiados, ni
en el punto basal ni al mes post-TC. Sélo en los pacientes sin infeccion por CMV, se
pudo demostrar la existencia de una débil correlacion positiva entre la frecuencia de
células CD8/IFNy+ estimuladas con IE-1 y el titulo de anticuerpos IgG anti-CMV a los

30d (r=0.43; p=0.038).

En cuanto a los marcadores inmunologicos estudiados para comprobar la
especificidad del valor predictivo de las variables analizadas, en ninguno de los grupos

se encontrd correlacion entre las respuestas humoral y celular anti-CMV y las variables
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inespecificas (concentracién sérica de IFN-y, concentracion de IgG total y sus
subclases, frecuencias de células T CD4+ y CD8+, NK, B, asi como de células T
activadas). Tampoco se encontrd correlacion entre los parametros de la inmunidad

especifica anti-CMV y los niveles de farmacos inmunosupresores al mes post-TC.
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6. Asociacidn entre la respuesta CMV-especifica y el desarrollo de
infeccion por CMV

Para establecer la posible asociacién entre la capacidad de respuesta anti-CMV vy el
riesgo de reinfeccion por el virus, se compararon parametros de las respuestas

humoral y celular entre pacientes con y sin infeccion tras el trasplante.

En el punto previo al trasplante el titulo de anticuerpos IgG anti-CMV fue
significativamente menor en los pacientes que posteriormente desarrollaron infeccion
por CMV, y ésta diferencia entre los dos grupos se mantuvo significativa al mes post-

TC (Tabla 7).

Tabla 7. Parametros de la respuesta humoral y celular anti-CMV segun la presencia o no de infeccién

CMV en pacientes TC seropositivos.

Pre-TC Post-TC (30d)
Infeccién Sin Infeccién Infeccién Sin Infeccién
Valor Valor
CMV CMV CMV CMV

Parametros (n=13) (n=25) P (n=13) (n=25) P
% CDA4/IFNy+IE1 0.05+0.06 0.08+0.02 0.74 0.08+0.18 0.15+0.46 0.63
% CD8/IFNy+IE1 0.40+0.29 0.41+0.45 0.97 0.17+0.15 0.53+0.64 0.013
% CDA4/IFNy+pp65 0.13+0.08 0.13£0.10 0.72 0.194£0.23 0.13+0.14 0.31
% CD8/IFNy+pp65 1.01+£1.01 0.80+0.86 0.94 1.05%+1.03 0.75+0.76 0.32

Titulo anti-CMV 14462+11048  24926+17013 0.045 8877+8281 1806115193  0.021

Media + desviacion estandar. Diferencias estadisticas calculadas utilizando prueba f para muestras independientes o
Mann-Whitney, segun proceda. Porcentajes de linfocitos T CD4+ y CD8+ productores de IFN-y referidos al total de

CD4 y CD8, respectivamente. TC: Trasplante cardiaco

En cuanto a las respuestas celulares especificas, en el punto basal no se observaron
diferencias significativas entre los dos grupos en los porcentajes de células T CD4+ y
CD8+ productoras de IFN-y estimuladas con los péptidos antigénicos IE-1 y pp65. Sin

embargo, a los 30d la frecuencia de células T CD8+ IE1-especificas productoras de
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IFN-y (CD8/IFNy+ IE-1) fue significativamente menor en los pacientes que sufrieron

infeccion por CMV (Tabla 7 y Figura 20).

El resto de marcadores inmunoldgicos analizados para comprobar la especificidad de
las diferencias observadas en las variables CMV-especificas, mostraron valores muy

similares en ambos grupos (Tabla 8).

Sin infeccion CMV Con infeccion CMV
Pre-TC Post-TC Pre-TC Post-TC
Péptido IE1
01% | 0.28%
w e
[a B R R “® ! 1w w0 !
e}
(sp]
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0.16% - 0.1%
T2 100 109 °2mn“ w0 100 w0
IFNy-FITC

Figura 20. Respuesta celular CD8 frente a IE-1 en pacientes con y sin infeccion por CMV antes y después del
trasplante. Imagenes representativas de 2 pacientes. A los 30d post-TC la frecuencia de células IE1-especificas es
inferior en el paciente que desarrolla infeccién por CMV. Las células estimuladas con DMSO se estudiaron como
control de respuesta inespecifica, restdndose éste porcentaje al obtenido al estimular con IE-1 para obtener el valor de

la respuesta especifica. CMV: Citomegalovirus; TC: Trasplante cardiaco; DMSO: Dimetil sulféxido.

Se evalu6 ademas la respuesta linfoproliferativa frente a un agente mitégeno
inespecifico (PHA) a los 30d en un subgrupo de pacientes sin infeccion CMV (n=6) y
con infeccion CMV (n=6). Al comparar los porcentajes de células CFSE-positivas como

medida del nivel de proliferacion inducida, no se observaron diferencias significativas
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en ninguna de las poblaciones estudiadas (CD3+, CD4+ y CD8+) entre pacientes con

y sin infeccion por CMV (Figura 21).

Tabla 8. Otros parametros inmunoldgicos segun la presencia o no de infeccion CMV en pacientes TC

seropositivos.
Pre TC Post-TC (30d)
Infeccién Sin Infeccién Infeccién Sin Infeccién Valor
CMV CMV Valor p CMV CMV

Parametros (n=13) (n=25) (n=13) (n=25) P
IgG (mg/dL) 1168+386 11371444 0.86 673+£194 7074333 0.69
IgG1 (mg/dL) 850+372 700£292 0.29 4761241 413+£119 0.29
IgG3 (mg/dL) 5127 5940 0.80 31x19 29+14 0.80
Anti-varicella (mUl/mL) 6431237 730£131 0.29 6524213 615+269 0.69
Anti-HBsAg (Ul/mL) 8.5+20.8 4.28+7.81 0.52 3849 25+33 0.45
IFN-y sérico (pg/mL) 5.219.8 3.416.5 0.64 1.4+2.6 2.3x3.7 0.25
% LT 716 75%7 0.12 7119 7519 0.29
% LT CD4 47+8 5111 0.30 48+10 51+14 0.49
% LT CD4 activado 6.6+4.7 7.1+4.6 0.81 5.4+4.7 4,915 0.77
% LT CD8 23+11 24+8 0.91 22+5 2410 0.69
% LT CD8 activado 25.3%19.3 24.7+11.3 0.92 21.9%£19.6 23.7£13.9 0.76
% LB 157 1717 0.71 1917 1517 0.18
% NK 128 107 0.31 9+5 75 0.44

Media + desviaciéon estandar. Diferencias estadisticas calculadas utilizando prueba f para muestras independientes o
Mann-Whitney, segun proceda. HBsAg: Antigeno de superficie de Hepatitis B; LT=CD3+; LT CD4=CD3+CD4+; LT
CD8=CD3+CD8+; LT activado=CD38+DR+; LB=CD19+; NK=CD3-CD56+CD16+. Porcentajes de linfocitos T activados
referidos al total de CD4 y CD8. TC: Trasplante cardiaco

Teniendo en cuenta las diferencias observadas en el analisis de comparacién de
medias, se realizé el andlisis de la curva caracteristica de operacién del receptor
(ROC) para establecer los valores de corte de las variables identificadas. De este
modo se establecieron los niveles de respuesta por encima o por debajo de los cuales
existia un riesgo inferior o superior, respectivamente, de desarrollar infeccion por CMV.
Posteriormente los pacientes se estratificaron en dos grupos, segun el titulo de
anticuerpos 1gG anti-CMV vy el porcentaje de células CD8/IFNy+ estimuladas con IE-1
a los 30d post-TC. Los valores limite se establecieron en 16100 para el titulo de

anticuerpos IgG anti-CMV (sensibilidad: 92%; especificidad: 48%) y en 0.40% para la
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frecuencia de células CD8/IFNy+ estimuladas con IE-1 (sensibilidad: 92%;

especificidad: 44%).
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Figura 21. Respuesta proliferativa frente a PHA en pacientes con y sin infeccion por CMV al mes post-trasplante.
Analisis secuencial del porcentaje de células CFSE-positivas en el total de linfocitos T (CD3+) y de las poblaciones
CD4+ y CD8+ (referidas al total de CD3+). No se encontraron diferencias en la capacidad proliferativa de las
poblaciones T entre pacientes infectados y no infectados.

El analisis de supervivencia demostr6 que valores por debajo de los limites
establecidos para las variables estudiadas, se asociaban con desarrollo de infeccion
por CMV (titulo de anticuerpos anti-CMV: Log Rank 5.21 [p=0.02]; % CD8/IFNy+ IE-1:
Log Rank 4.17 [p=0.04]). Entre los 25 pacientes con niveles de anticuerpos anti-CMV
inferiores a 16100 la tasa de desarrollo de infeccion por CMV a 1, 2 y 3 meses fue 8%,

24% y 28%, respectivamente; mientras que en los 13 pacientes restantes (>16100) fue

de 0%, 8% y 8%, respectivamente (Figura 22).
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Posteriormente se evalud si la combinacion de ambos marcadores incrementaba el
valor predictivo de las variables, para seleccionar los pacientes con mayor riesgo de
desarrollar infecciéon por CMV. Los resultados derivados del analisis cruzado de los

parametros (tabla de contingencia) se resumen en la Tabla 9.

Titulo anti-CMV (30d) %Células CD8/IFNy+ IE-1 (30d)
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Figura 22. Curva Kaplan-Meier para el desarrollo de infeccién por CMV en pacientes TC estratificados segtn niveles de
titulo de anticuerpos anti-CMV y células CD8 especificas para IE-1 a los 30d post-TC. TC: Trasplante cardiaco.

Tabla 9. Asociacion entre marcadores inmunolégicos y el desarrollo de infeccion por CMV al mes post-TC.

Chi-cuadrada

Parametros Valorp SEN ESP VPP VPN RPP
)

CD8/IFNy+ IE-1<0.40%" 4.66 0.033 92 44 46 92 1.6

Titulo 1IgG anti-CMV<16100" 6.17 0.015 92 48 48 92 1.8

Combinaciéon de marcadores? 8.1 0.006 85 67 55 89 25

" Valor de corte obtenido mediante anadlisis de la curva caracteristica de operacion del receptor (ROC). 2 CD8/IFNy+ IE-
1<0.40% vy titulo IgG anti-CMV<16100- TC: Trasplante cardiaco; SEN: Sensibilidad; ESP: Especificidad; VPP: Valor
Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo; RPP: Razén de Probabilidad Positiva.
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Tal como se aprecia, al combinar ambos marcadores se incrementa el grado de
significacion estadistica obtenido con cada variable asociada de forma independiente.
La combinacion de los dos marcadores seleccionados (CD8/IFNy+ 1E-1<0.40% vy titulo
IgG anti-CMV<16100 al mes post-TC) se encontré en el 85% (11/13) de los pacientes

infectados por CMV y s6lo en el 36% (9/25) de los pacientes que no sufrieron infeccion

(Figura 23).
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Figura 23. Monitorizacién simultanea de marcadores inmunolégicos asociados a riesgo de infeccion por CMV. Linea
horizontal: valor de corte del titulo de anticuerpos IgG anti-CMV (16100). Linea vertical: valor de corte del nivel de
células CD8/IFNy+ IE1 (0.40%). Al mes post-trasplante la determinacion simultanea de ambos parametros incrementa

el valor predictivo para estimar el riesgo de infeccion por CMV.

El andlisis de regresion de Cox reveld la existencia de una asociacion significativa
entre la combinaciéon de marcadores inmunologicos estudiados y el riesgo de
desarrollar infeccion por CMV (Riesgo Relativo [RR]: 6.07; Intervalo de confianza
95%: 1.34-27.48; p=0.019). Esta asociacion se mantuvo significativa en el analisis
multivariado al realizar el ajuste por diferentes variables clinicas. Los parametros

estadisticos se mantuvieron sin cambios significativos tras ajustar por: sexo del
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receptor del trasplante (RR: 6.07; p=0.019), serologia CMV del donante (RR: 6.07;
p=0.019), edad del donante (RR: 7.13; p=0.011), tiempo de intubacién (RR: 11.7;
p=0.02), tiempo en Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) (RR: 7.04; p=0.011) y tiempo

de circulacion extracorporea (RR: 7.39; p=0.01).
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En el trasplante cardiaco pocos estudios han investigado los cambios que se producen
en las diferentes poblaciones linfocitarias y su potencial impacto en la evolucion clinica
de los pacientes [146-150]. La necesidad de encontrar nuevos biomarcadores que
permitan monitorizar el estado inmunolégico de cada paciente, es el principal reto

pendiente para alcanzar un tratamiento post-TC personalizado.

En la busqueda de estos marcadores, uno de los primeros pasos es la definicion de
patrones patogénicos y para ello es necesario conocer las alteraciones que se
producen en las variables analizadas. En el presente estudio se describen las
anomalias que se producen antes y después del TC en distintas subpoblaciones
linfocitarias, asi como su posible asociacién con algunos eventos clinicos relevantes,
como la infeccién y el rechazo. El analisis de los porcentajes de dichas subpoblaciones
y sus variaciones a lo largo del tiempo, refleja los cambios homeostaticos que se
producen independientemente de la linfopenia secundaria a los tratamientos

inmunosupresores.

Del analisis de la cinética (comparacion punto de estudio-punto basal) descrita para
las células B y T en los pacientes trasplantados se desprende que: i) en el periodo
post-TC temprano se produce una deplecion linfocitaria que afecta fundamentalmente
a los linfocitos T CD8 de memoria, y ii) un incremento porcentual de los linfocitos B
secundario a la deplecion T, sin que se evidencien cambios significativos en la
distribucion de las subpoblaciones B de memoria. Ademas, tampoco se observaron
cambios en las subpoblaciones de memoria de las células T CD4. A pesar de ésta
disminucion inicial, la expansion de las células T CD8 de memoria en el periodo post-

TC tardio, sugiere que el reconocimiento antigénico del aloinjerto podria estimular la
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diferenciaciéon y proliferacion de células aloespecificas. Se ha descrito que la
exposicion al injerto provoca una expansion de células T CD8 efectoras finales (MET2)
donante-especificas que contienen altos niveles de granzima B y perforina, lo que
podria explicar la presencia sostenida de células activadas con capacidad citotoxica en

estos pacientes [151].

La caracterizacion del efecto del daclizumab (anti-CD25) sobre la expresién de las
cadenas a (CD25) y B (CD122) del receptor de la IL-2 en los diferentes puntos del
estudio arroja varias conclusiones. En primer lugar que las subpoblaciones T CD4 y
CD8 tienen una constitucion basal bien diferenciada del IL-2R, predominando la
cadena a (IL-2R alta afinidad) en los linfocitos T CD4 y la cadena 8 (IL-2R afinidad
intermedia) en los linfocitos T CD8. De ello se deduce que el efecto del daclizumab
debe ser mas pronunciado sobre los linfocitos CD4, bloqueando gran parte de los
receptores de alta afinidad de la IL-2 durante los primeros 3 meses post-TC. Otro
hallazgo relevante es que a pesar de estar formando parte de un complejo
heterotrimérico (a/B/y) el bloqueo es selectivo para la cadena a (CD25) y no afecta al
resto del receptor. Ello se desprende del mantenimiento de los niveles de expresion de
la cadena B (CD122) en ambas subpoblaciones a lo largo de todo el estudio. Ademas,
el nivel de CD122 no correlaciona con la cinética de re-expresion de CD25, indicando
que la recuperacion del receptor de alta afinidad es independiente del receptor de
afinidad intermedia, sin que las diferencias en la tasa de reconstitucion de CD25

(baja/media/alta) se asociara a ninguno de los eventos clinicos monitorizados.

Por otra parte, a pesar de que los niveles de las células Treg
(CD4+CD25hghCD1270wFoxP3+) se mantienen significativamente disminuidos durante

el primer afo post-TC, los pacientes de larga evolucion (1-3 afos post-TC)
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recuperaron los niveles basales de esta subpoblacion, relevante por su papel en la
induccion de tolerancia en el trasplante de 6rganos. Resulta llamativo por tanto, que la
disminucion de células reguladoras no se haya asociado al desarrollo de rechazo
celular agudo en ninguno de los puntos evaluados. En una reciente revision Newell ef
al. resumen la evidencia cientifica sobre el papel de las Treg en la induccion de
tolerancia clinica en trasplante. Entre sus conclusiones sefialan la posibilidad de que la
expansion de las Treg se produzca como consecuencia de un episodio de rechazo que
emerge de novo, en un intento por atenuar el dafio al injerto, y no como un mecanismo
protector necesario para el establecimiento previo de tolerancia [152]. Ademas,
nuestros resultados concuerdan con otros estudios en los que se describe que el
efecto del daclizumab sobre las Treg no parece afectar su capacidad supresora [37,
38], pero si es capaz de atenuar el nivel de activacion de los linfocitos T CD4. También
se ha postulado que aunque disminuya la frecuencia de Treg periféricas, la induccion
de alotolerancia se garantiza por un numero suficiente de células donante-especificas
con capacidad para infiltrar el injerto y ejercer su papel regulador /in situ [137].
Ademas, debe tenerse en cuenta que los pacientes estudiados recibieron una pauta
corta de induccion con daclizumab (2 dosis). Como se ha indicado, la disminucién en
el porcentaje de células reguladoras se acompana de una reduccion en los niveles de
subpoblaciones T CD4 activadas entre la semana y el afno post-TC, lo que explicaria
también el hecho de que no se observe tendencia al rechazo con esta terapia de

induccion.

Para establecer el grado de anormalidad que se produce en la distribucion de las
subpoblaciones, se hicieron comparaciones punto por punto con los porcentajes de los

controles estudiados. En la evaluacion pre-TC, el deterioro cardiaco avanzado de los
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pacientes que entran en lista de espera se asocido con una patron de activacion
linfocitaria diferente al observado en pacientes que fueron sometidos a cirugia
cardiaca sin tratamiento inmunosupresor (controles quirurgicos). El incremento en la
expresion de marcadores de activacion en las células T con predominio de citocinas
pro-inflamatorias, se ha descrito en pacientes con fallo cardiaco crénico [153]. En
nuestra cohorte encontramos niveles basalmente aumentados en la expresién de
marcadores de activacion en ambas subpoblaciones T, particularmente en los
pacientes con etiologia isquémica del trasplante. Ademas, se encontré una correlacion
directa significativa entre las frecuencias de células T activadas (CD38+DR+) y la
concentracion sérica de IFN-y (datos no mostrados), lo que refuerza la existencia de
un perfil pro-inflamatorio en el periodo pre-TC. Se ha sugerido que la activacion
linfocitaria podria tener un papel patogénico en el desarrollo de la cardiopatia [154-
156] pero se necesitan estudios mas profundos que permitan esclarecer este supuesto

0, si por el contrario, se trata de un fenomeno secundario.

Cabe destacar ademas, el aumento significativo que se observo desde el primer mes y
a lo largo de todo el seguimiento, en el porcentaje de células CD8 de memoria
efectoras finales, tal como se argumenta previamente. Como era de esperar en
pacientes que han recibido inducciéon con daclizumab, los porcentajes de células
reguladoras fueron inferiores a los hallados en controles durante todo el seguimiento.
Asi mismo, resulta de interés el hecho de que, pese a que en la cinética descrita el
nivel de células T CD4 disminuye a lo largo del tiempo, este nivel es significativamente

mas alto que el observado en controles sanos.

En los receptores de trasplantes la viabilidad del injerto esta limitada por varias formas

de rechazo [1]. Hasta el momento, se conoce poco sobre los mecanismos especificos
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que desencadenan y controlan las respuestas inmunolégicas que median este
complejo proceso. Se ha descrito que los linfocitos T CD4 juegan un papel crucial en la
patogénesis del rechazo celular, promoviendo la diferenciaciéon y activacion de los
linfocitos T CD8 citotoxicos [157], pero también mediante lisis celular directa de las
células del injerto a través de mecanismos pro-inflamatorios y activacion del
complemento [135,158]. En el caso del rechazo mediado por anticuerpos, su funcion
cooperadora con las células B aloespecificas resulta esencial para el establecimiento

de la respuesta humoral dirigida contra el injerto.

Por el contrario, el papel de los linfocitos B en el rechazo celular no se ha definido con
exactitud. La presencia de aloanticuerpos se ha correlacionado tanto con el desarrollo
de rechazo celular agudo, como con el rechazo celular cronico, indicando que pueden
ser procesos que estan muy interrelacionados. En trasplante hepatico se ha descrito
incluso, la presencia simultanea de rechazo celular agudo y mediado por anticuerpos
[159]. Recientemente varios autores han descrito la dualidad de las células B por su
capacidad para aumentar o suprimir las respuestas aloinmunes [160, 161], ya que,
aunque pueden inducir el rechazo del 6rgano actuando como presentadoras de
antigenos o mediante la generacion de anticuerpos donante-especificos [162], también
podrian estar implicadas en la induccién de alotolerancia [163-166]. La capacidad
supresora de las células B se describi6 simultdneamente por tres grupos
independientes utilizando modelos experimentales de aloinmunidad. Estos primeros
estudios demostraron el papel fundamental de los linfocitos B, tanto en la induccién
como en el mantenimiento de la tolerancia [167-169]. Le Texier ef al analizaron las
caracteristicas de la respuesta B inducida en un modelo de rata tolerogénica para

injertos cardiacos. Encontraron que la induccién de tolerancia se alcanzaba mediante
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una respuesta humoral muy regulada, facilitada por la infiltracion del injerto por células
B con un perfil supresor/inhibitorio. Curiosamente, la inhibicion de la respuesta B se
caracterizaba por la acumulacion progresiva de células B inmaduras IgM+, que no
eran capaces de hacer el cambio de isotipo hacia IgG y por una disminucion en la
expresion de CD27. Segun nuestros resultados, los pacientes que no desarrollaron
eventos de rechazo celular (funcionalmente tolerantes) se caracterizaron por tener
mayores niveles de células B virgen (CD19+CD27-IgM+IgD+) durante los primeros 6
meses post-TC, indicando que un mecanismo similar al descrito en modelos animales,
podria mediar la induccion de tolerancia en humanos. Ademas, sélo en los pacientes
no tolerantes se encontré una correlacion inversa entre frecuencias de células B virgen
y linfocitos T CD8 de memoria efectora, lo que sugiere que la expansion de
subpoblaciones especificas podria desencadenar los eventos celulares que median el
rechazo. Newell ef al. describieron en 2010 una cohorte de 25 receptores de trasplante
renal con tolerancia operacional establecida, en los que habia un aumento en la
expresion de genes relacionados con la activacion y diferenciacion de las células B, y
dicho perfil genético correlacionaba con un incremento porcentual y absoluto de
células CD19+ en periferia. El analisis fenotipico de dicha poblacion indicé que el
aumento se producia por expansion de células virgenes y transicionales inmaduras
[170]. En el mismo contexto y a partir de una hipotesis y disefio experimental similares,
otros dos grupos han coincidido en asociar el estado tolerogénico con la presencia de
linfocitos B con fenotipo inhibidor [171, 172]. Estos hallazgos en su conjunto sugieren
la posibilidad de que estas células puedan contribuir en alguna medida al
establecimiento del estado de tolerancia al injerto y ponen de manifiesto la relevancia

de dicha poblacion en el trasplante de 6rganos solidos. No obstante, en trasplante
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hepatico la induccion de tolerancia se ha asociado con la expansion de células NK, lo
que sugiere que los biomarcadores relacionados con el estado de tolerancia pueden

variar en dependencia del tipo de 6rgano [173].

Con respecto al desarrollo de infecciones severas la variable de riesgo también se
encontr6 en la distribucion de memoria de las células B. En éste caso, el incremento
basal de células de memoria con cambio de isotipo se asocié con un efecto protector
anti-infeccioso en los pacientes. En trabajos previos de nuestro grupo se demostré que
niveles mas altos de IgG pre-TC se asocian con menor riesgo de desarrollar
infecciones [69]. Ambos hallazgos sugieren que la proteccién frente a infecciones
podria estar favorecida por la presencia de un mayor numero de células maduras con
capacidad para secretar anticuerpos protectores y mayores niveles de anticuerpos
preformados previo al trasplante. La ausencia de correlacion entre el porcentaje de
células B de memoria CCI y los valores de IgG, apunta a que ambos componentes
podrian tener un papel protector diferente. Nuestros resultados no demuestran si la
expansion de células B de memoria es un reflejo de la capacidad funcional real de
cada paciente para sintetizar anticuerpos protectores frente a un agente infeccioso. En
cambio, si demostramos que la monitorizacion del estado madurativo de los linfocitos
B anade potencia al valor predictivo de la determinacion post-TC (30d) de los niveles
de IgG. Por la complejidad de las respuestas que median el equilibrio entre induccion
de tolerancia y defensa frente a patdgenos, es poco probable que un Unico marcador
bioldgico sea capaz de predecir el riesgo de infeccidon en el contexto del trasplante de
organos. Por ello, seria recomendable la evaluacion simultanea de varios parametros,
tal como sugerimos en esta tesis. Recientemente se ha descrito asociacion entre

niveles disminuidos de células B de memoria, hipogammaglobulinemia 1gG y riesgo
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incrementado de infeccion en receptores de médula 6sea [174, 175]. En nuestro
estudio los pacientes con la combinacién: bajos niveles pre-TC de células B de
memoria CCIl y bajos niveles post-TC de IgG, desarrollaron infecciones severas,
bacterianas recurrentes y por CMV, con mayor prevalencia que los pacientes que no
tenian dichos marcadores combinados. Por esta razon, la presencia de tal perfil podria
indicar un estado de baja inmunocompetencia frente a agentes infecciosos,
convirtiendo a estos pacientes en potenciales candidatos a recibir profilaxis
antimicrobiana por un periodo de tiempo mas prolongado (p. €j. profilaxis anti-CMV,

que suele suspenderse a los 15 dias tras el trasplante en los receptores seropositivos).

Estos resultados refuerzan la conveniencia de realizar nuevos estudios que incluyan la
realizacién de analisis multivariados que permitan identificar los factores protectores
contra las complicaciones clinicas descritas. El numero de pacientes incluidos en
nuestra cohorte, no nos permiti6 hacer este tipo de aproximaciéon que requiere un
tamafo muestral superior. No obstante, al evaluar el riesgo de rechazo celular no se
encontré ningun parametro clinico que anadiera informacién, con la Unica excepcion
de la hipogammaglobulinemia IgG al mes post-TC. En el caso de infeccion severa el
analisis bivariado demostré que el incremento en el porcentaje de células B CCl se

asociaba de forma independiente al riesgo de infeccion.

En relacidon a la evaluacién de las respuestas inmunoldgicas frente a citomegalovirus,
una de las complicaciones infecciosas mas relevantes en TC, nuestros resultados
mostraron que la disminucion, tanto del nivel de anticuerpos IgG anti-CMV como de las
células T CD8/IFNy+IE-1-especificas, pueden ser un factor de predisposicion para
desarrollar infecciéon por CMV. A pesar de su baja especificidad, la combinacion de

ambos marcadores puede ser util para identificar a los pacientes seropositivos con

132



VI Discusion

mayor riesgo de sufrir infeccién, ya que la reactivacion del virus se produjo casi
exclusivamente en los pacientes en los que ambos parametros coincidian por debajo
del valor de corte seleccionado. De confirmarse estos resultados, haciendo extensivo
el estudio a un mayor numero de pacientes, seria oportuno considerar estas

determinaciones como herramientas preventivas en el manejo clinico post-TC.

En la actualidad, los receptores de TC selectivamente reciben profilaxis universal o
terapia preventiva, en funcion unicamente de su estatus serologico (D+/R-: alto riesgo;
D+/R+: bajo riesgo) y de la viremia CMV. Normalmente se considera que los
receptores seronegativos son los que tienen mayor riesgo de desarrollar enfermedad
CMV, a pesar de lo cual, la prevalencia de casos en términos absolutos es mayor en el
grupo D+/R+. Manuel ef al demostraron que los receptores seropositivos son
susceptibles a la transmision de multiples cepas de CMV del donante o a la
reactivacion de las propias. La coexistencia de diferentes variantes genéticas de CMV
se asocid con mayor carga viral y un mayor retraso en la eliminacién del virus,
independientemente del estatus serologico basal [176]. Por consiguiente, la
seropositividad en si misma no confiere una ventaja o estado de proteccién frente al
CMV tras la terapia inmunosupresora. La identificaciéon y posterior validacion del
umbral de riesgo en las respuestas anti-CMV, haria posible ajustar la seleccion de los
pacientes candidatos a recibir tratamiento profilactico por un periodo de tiempo
prolongado o, por el contrario, indicar la terapia, incluso con niveles indetectables de
viremia. Por lo tanto, la realizaciéon de ensayos inmunologicos como los aqui descritos,
permitiria individualizar el tratamiento segun las necesidades especificas de cada
paciente, disminuyendo por una parte, la toxicidad y otros riesgos relacionados con la

exposicion prolongada universal a los farmacos, y por otra, la incidencia de la
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enfermedad CMV. Se necesitan mas estudios para determinar si la proteccién frente al
virus depende del estado inmunoldgico basal (p. €j. titulo de anticuerpos IgG anti-
CMV) o si la monitorizacion de estos biomarcadores podria indicar cuando retirar la

profilaxis antiviral, una vez alcanzado cierto nivel de proteccion [177].

Varios grupos han explorado la utilidad de cuantificar las respuestas celulares T CMV-
especificas, sin que hasta el momento exista un consenso en cual es la mejor
estrategia para predecir el riesgo de infeccién en pacientes trasplantados. Algunos
investigadores han coincidido en asociar el aumento de la viremia y el desarrollo de
enfermedad CMV, con un descenso en la magnitud de la respuesta de los linfocitos T
CD8 [60, 96], T CD4 [61, 105], o de ambas subpoblaciones [178, 179] frente a lisados
virales y/o a los péptidos IE-1 y pp65. Otros, por el contrario, no han encontrado
asociacion entre las respuestas celulares frente al virus y el incremento de la viremia
[68, 70]. Al evaluar las respuestas celulares T frente a IE-1 y pp65 Kirchner et al.
mostraron que la complejidad de las mismas esta determinada por la existencia de una
gran variabilidad entre individuos en cuanto a: i) amplitud o capacidad de respuesta, ii)
subpoblacién celular dominante vy iii) epitopos antigénicos reconocidos [180]. En
nuestra cohorte los pacientes que desarrollaron infeccion por CMV mostraron a los
30d post-TC menores niveles de respuesta T CD4 y CD8 frente a IE1, mientras que en
el mismo punto las respuestas frente a pp65 fueron superiores. Recientemente se ha
descrito que las respuestas T CD8 parecen ser mas importantes en la infeccion
primaria y durante el periodo post-TC temprano, mientras que las respuestas T CD4

serian necesarias para el control de la replicacion viral a largo plazo [181].

Contrariamente, poco se ha investigado sobre la capacidad protectora de los

anticuerpos anti-CMV y su relacion con el aumento de la viremia. Hay estudios que
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demuestran que individuos sanos seropositivos, a pesar de fracasar en el control
celular del virus, son capaces de desarrollar anticuerpos anti-CMV, y viceversa [182].
Es decir, que las respuestas humorales y celulares pueden ser divergentes y no
siempre complementarias. Este hecho podria explicar la ausencia de correlacion entre
las respuestas celulares especificas y el titulo de anticuerpos anti-CMV, observada en

la cohorte de pacientes seropositivos evaluada en nuestro estudio.

Al igual que en el caso de las infecciones severas, la evaluacion del riesgo global de
infeccion por CMV deberia basarse, por tanto, en la monitorizaciéon simultanea de
parametros humorales y celulares. La definicion de patrones de anticuerpos
especificos, ligado a la induccién de activacion en células T CD4 de memoria, ha
demostrado ser una estrategia util en el estudio de infecciones causadas por otros
microrganismos [183]. Ademas, nuestros resultados apoyan la hipétesis sugerida por
otros grupos sobre la conveniencia de que los protocolos profilacticos, para aumentar
su eficacia, deben ser capaces de inducir respuestas protectoras tanto humorales

como celulares especificas [184, 185].

El analisis de la cinética de la respuesta CMV-especifica también puede ser relevante
en el seguimiento clinico de estos pacientes. Las determinaciones antes y después del
trasplante permiten establecer y cuantificar, la pérdida de intensidad (o no) en las
respuestas. En nuestro estudio, solo los pacientes que desarrollaron infeccién por
CMV mostraron una disminucion significativa en la frecuencia de células T CD8/IFNy+
estimuladas con IE-1 al mes post-TC. Resulta llamativo el hecho de que la cirugia
cardiaca per se no parece tener un efecto relevante en esta subpoblacion, tal como se

deduce de los resultados encontrados en los controles quirurgicos.
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Paralelamente se analizaron otros parametros inespecificos, ya que la falta de
respuesta celular T CD8 frente a IE-1 y los bajos titulos de anticuerpos anti-CMV
podrian simplemente reflejar un estado inmunolégico comprometido por los
tratamientos inmunosupresores. Las concentraciones séricas de IFN-y, 1gG total, y de
las subclases 1gG1 e 1gG3, que estan relacionadas con el control de las infecciones
virales, fueron similares en ambos grupos (con y sin infeccion CMV). Tampoco se
encontraron diferencias en los niveles de anticuerpos especificos para otros virus (anti-
varicella, anti-HBsAg), en la distribucién de las principales poblaciones linfocitarias (T,
B, NK), ni en las respuestas proliferativas evaluadas. Ademas, la ausencia de
correlacion entre las respuestas CMV-especificas y los marcadores inmunolégicos
inespecificos, sugiere que los pacientes con infeccion CMV podrian tener una
deficiencia funcional particular que los haga mas susceptibles al virus. En resumen,
nuestros resultados mostraron que las anomalias descritas se asociaban de forma

especifica con el riesgo de infeccion por CMV.

Los resultados presentados en este trabajo podrian ser el de punto de partida en la
validacion posterior de algunos de los marcadores estudiados para su utilizacion en la
practica clinica. Para ello se deben disefiar estudios multicéntricos que incluyan un
mayor numero de pacientes. La citometria de flujo es un recurso ampliamente
disponible en hospitales con capacidad para realizar trasplantes que cuentan con
Servicios o Unidades de Inmunologia. En consecuencia, de confirmarse los resultados
en futuros estudios, seria factible la traslacion y aplicacion de los mismos en el manejo
de estos pacientes. La propuesta del uso combinado de marcadores como forma de
evaluacion inmunolégica multifuncional (p. €j. inmunidad humoral y celular anti-CMV),

es otra de las aportaciones de esta tesis. Los resultados mostrados pueden servir
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también de base conceptual para la indicacion de medidas profilacticas. El uso de
gammaglobulinas intravenosas especificas anti-CMV no ha llegado a demostrar
claramente su eficacia para prevenir la infeccion CMV. Debe tenerse en cuenta que los
ensayos realizados no se han centrado en el paciente con riesgo inmunolégico, en los
que tal indicacion esta realmente justificada [186, 187]. Lo mismo ocurre con la
indicacion de terapia celular CD8 anti-CMV [188]. En ambos casos la indicacion puede
ser mas eficaz si se concentra en los pacientes con riesgo inmunolégico [189], que es
lo que en la medicina actual se ha denominado profilaxis o terapia guiada

inmunologicamente [177].
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La principal afectacion en la distribucion de subpoblaciones linfocitarias se
observo a los 7d post-trasplante cardiaco y se caracterizé por el incremento
del porcentaje de células B y la disminucién de las células T CD8 efectoras

finales, linfocitos T CD4 activados y células reguladoras.

. Al afio post-trasplante se produjo un incremento de linfocitos T CD8 mientras
que se mantuvieron significativamente bajos los porcentajes de linfocitos T CD4

activados y células reguladoras.

En pacientes tratados con daclizumab se observé una disminucion en la
expresion de CD25 en ambas subpoblaciones de linfocitos T, que se mantuvo
durante los primeros 3 meses post-trasplante. El tratamiento con anti-CD25 no

afectd la expresion de CD122.

Los pacientes incluidos en lista de espera para trasplante cardiaco presentaron
mayores porcentajes de células T activadas que los controles sanos y

quirurgicos.

Después del primer ano post-trasplante se observé una disminucion porcentual
de la poblacion linfocitaria B, acompafada de un incremento en el porcentaje

de células T CD8, fundamentalmente efectoras finales y activadas.

Los pacientes con porcentajes de células B virgenes superiores al 58% a los 7d
post-trasplante, tuvieron un 91% menos de riesgo de desarrollar un evento de

rechazo celular agudo durante el primer afo tras el trasplante.

Los pacientes con porcentajes basales de células B de memoria con cambio de
isotipo superiores al 14% tuvieron un 74% menos de riesgo de desarrollar un

proceso infeccioso severo durante el primer ano tras el trasplante.
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8.

10.

11.

12.

En los pacientes que desarrollaron infecciéon por CMV se observd un descenso
en el porcentaje de células CD8 productoras de IFN-y tras estimulacion con el
péptido IE-1 a los 30d post-trasplante, mientras que dicha disminuciéon no se

aprecié en pacientes sin infeccion por CMV ni en controles quirurgicos.

No se observo correlacion entre el porcentaje de linfocitos T productores de
IFN-y estimulados con IE-1 y pp65 vy el titulo de anticuerpos 1gG anti-CMV en

ninguno de los puntos de estudio.

Los valores de IgG anti-CMV inferiores a 16100 y de células CD8/IFNy+ frente
a IE-1 por debajo de 0.4% a los 30d post-trasplante, se asociaron a mayor

probabilidad de desarrollar infeccion por CMV.

La combinacién de bajos titulos de anticuerpos IgG anti-CMV y menores
porcentajes de células T CD8 productoras de IFN-y tras estimulacion con IE-1,

incrementoé de forma significativa el riesgo de infeccion por CMV.

Nuestros datos sugieren que la monitorizacidon de parametros inmunitarios
celulares y humorales podria ser util para identificar pacientes con mayor riesgo

de desarrollar infeccion o rechazo tras el trasplante.
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Tabla 1. Analisis transversal de las diferencias inmunofenotipicas a diferentes tiempos post-TC entre pacientes y

controles sanos (CS).

i TC . Cs
Parametro (%) Punto de estudio Valor p*
(n=42) (n=36)
13.8 + 7.5 30d 0.023
LB 71 £ 32 180d 103 £ 41 <0.001
6.4 + 4.3 365d <0.001
LB virgen 685 * 130 90d 623 + 145 0.05
767 * 6.1 90d 0.028
LT 787 + 73 180d 730 + 76 0.002
776 = 9.0 365d 0.031
LT CD8 272 * 98 180d 229 + 6.2 0.021
247 * 152 180d 0.028
LT CD8 virgen 32.5 + 15.5
227 147 365d 0.012
LT CD8 MCT 103 % 49 365d 147 + 83 0.010
367 * 213 30d 0.033
LT CD8 MET2 35.6 * 7.4 90d 28.0 + 12.4 0.030
38.6 + 20.2 180d 0.007
42.5 + 18.6 365d 0.001
1.1 * 1.3 7d <0.001
1.2 * 1.2 30d <0.001
LT CD4CD25+ 38.3 + 30.3 90d 59.3 + 11.3 <0.001
68.1 + 12.1 180d 0.001
67.5 + 114 365d 0.005
1.1 k. 1.0 7d <0.001
LT CD8CD25+ 13 11 30d 143 += 102 <0.001
93 + 9.1 90d 0.025
2.5 * 1.9 7d <0.001
2.4 1.8 30d <0.001
Reguladoras 3.2 + 2.1 90d 5.4 + 1.5 <0.001
39 + 14 180d <0.001
35 + 13 365d <0.001
5.0 * 4.4 90d 0.035
LT CD4 activado 3.3 + 1.9
4.6 + 2.8 180d 0.023
28.0 ES 17.4 30d <0.001
LT CD8 activado 207 £ 184 90d 107 + 64 <0.001
26.8 + 12.2 180d <0.001
23.1 + 11.0 365d <0.001

Media * desviacion estandar. Definiciones fenotipicas: LB=CD19+; LB virgen=CD19+CD27-; LT=CD3+; LT
CD8=CD3+CD8+; LT virgen=CD45RA+CCR7+; LT memoria central (MCT)=CD45RA-CCR7+; LT memoria efectora 2
(MET2)=CD45RA+CCR7-; Reguladoras=CD4+CD25hghCD127'ovFoxP3+; LT CD4 o CD8 activado=HLADR+CD38+.

Porcentajes de las diferentes subpoblaciones referidos al total de linfocitos, células B, T CD4 o T CD8, segun el caso.

*Diferencia estadisticamente significativa utilizando prueba ¢ para muestras independientes. En el resto de parametros

no se observan diferencias significativas en cada punto de estudio.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demograficas de pacientes TC segun la presencia o no de complicaciones post-

trasplante.
i Rechazo No Rechazo Valor p Infeccién No Infeccién Valor p

Parametro

(n=11) (n=31) (n=22) (n=20)
Edad (afios) 57.346.3 54.1+12.1 0.37 57.7+7.6 52.6+12.7 0.11
Sexo masculino 64 68 0.50 59 75 0.54
Peso (Kg) 7113 6610 0.47 69+11 66+11 0.41
Etiologia isquémica 72.7 40 0.08 63.6 33.3 0.08
NYHA tipo IV 49 73 0.29 59 75 0.35
FEVI 24+11 2210 0.61 2010 24110 0.29
Trasplante urgente 30.7 27.2 0.54 45.4 12.5 0.021
Fallo renal pre-TC 7.7 21.2 0.41 18 16.7 0.59
Infeccion pre-TC 9.1 12.9 0.56 13.6 10 0.66
Edad donante (afos) 36113 37+12 0.79 37+14 36+10 0.69
Peso donante (Kg) 68+19 70114 0.65 7512 64116 0.025
Antigenos HLA

1.3+1.49 1.41+0.84 0.78 1.414£1.27 1.35+0.81 0.86
compartidos
Tiempo de isquemia

223161 233463 0.65 248162 213457 0.053
(min)
CEC (min) 158+54 145+49 0.45 156154 142447 0.34
Tiempo en UCI (dias) 16+16 15+18 0.98 18115 12+18 0.31
Disfuncién del injerto 30.8 24.2 0.72 31.8 20.8 0.51
DM post-TC 50 61 0.73 50 35 0.37
Rechazo celular agudo - - - 27.3 29.2 0.90
Infeccion temprana

46.2 39.4 0.75 - - -
(<3meses)
Tacrolimus 7d (ng/mL) 9.35+4.33 9.88+5.07 0.77 10.1+4.8 9.3+4.9 0.64
Micofenolato 7d (ug/mL) 4.05+4.08 2.59+3.22 0.29 3.5+3.8 2.7+3.3 0.53
Tacrolimus 30d (ng/mL) 13.64£5.26 11.7£4.05 0.25 11+3.02 13.545.3 0.07
Micofenolato 30d (ug/mL) 2.69+2.15 2.37+2.49 0.72 2.21£2.11 2.65+2.63 0.56
HGG IgG 30d
80 41.2 0.05 71 30.4 0.015

(<630mg/dL)

Media * desviacion estandar. Datos categoricos en %. NYHA:New York Heart Association, FEVI: Fraccion de eyeccion
ventricular izquierda, TC: Trasplante cardiaco, CEC:Circulacion Extra-Corporea, DM:Diabetes Mellitus, UCI:Unidad de
Cuidados Intensivos, HGG IgG: Hipogammglobulinemia 1gG. Diferencias estadisticas calculadas utilizando prueba ¢

para muestras independientes o y2.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y demograficas de pacientes TC CMV-seropositivos segun la presencia o no de

infecciéon por CMV.

Infeccién CMV Sin Infeccién CMV
Valor p

Paréametro (n=13) (n=25)
Edad (afos) 52.08 (29-63) 52.96 (22-66) 0.81
Sexo masculino 6 (46) 19 (76) 0.08
Serologia CMV D+/R+ 6 (46) 20 (80) 0.09
Etiologia isquémica 7 (54) 9 (36) 0.32
NYHA tipo IV 5(39) 9 (36) 0.88
Trasplante urgente 4 (31) 5 (20) 0.69
Fallo renal pre-TC 2 (15) 3(12) 0.93
DM pre-TC 3(23) 5 (20) 0.97
Dispositivo de asistencia ventricular

2 (15) 3(12) 0.98
pre-TC
Infeccion pre-TC 1(8) 3(12) 0.96
Edad donante (afios) 41.5 (17-60) 33.8 (16-54) 0.11
Tiempo de intubacion (horas) 30.1+27.6 22.1+13.9 0.31
Tiempo en UCI (dias) 20.1+23.1 11.7£10.7 0.24
Tiempo de isquemia (min) 226.5+60.4 222.2+50.8 0.83
CEC (min) 175.3+81.7 138.2+29.1 0.15
FEVI 23.7+13.4 23+9.1 0.86
Fallo primario del injerto 5(39) 5 (20) 0.26
Rechazo celular agudo() 2 (15) 7 (28) 0.46
N° Infecciones bacterianas o
fingicas® 2+1.7 0.6£0.9 0.002
Tacrolimus 30d (ng/mL) 11.5+£3.3 12.9+5.05 0.36
Micofenolato 30d (ug/mL) 1.56+1.23 2.68+2.04 0.26

Media * desviacion estandar (6 Rango segun se indique). Datos categéricos en %. TC: Trasplante cardiaco, CMV:
Citomegalovirus, NYHA:New York Heart Association, DM:Diabetes Mellitus, UCIl:Unidad de Cuidados Intensivos,
CEC:Circulacién Extra-Corporea, FEVI: Fraccion de eyeccion ventricular izquierda. ("Biopsias endomiocardicas VD de
grado 2 o mayor (ISHLT). @Todos requirieron tratamiento endovenoso antimicrobiano especifico. Diferencias

estadisticas calculadas utilizando prueba #para muestras independientes o 2.
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Abstract

Purpose Human cytomegalovirus (CMV) active infection
(CMV infection) poses serious risks to CM V-seropositive heart
transplant recipients. We evaluated the usefulness of simulta-
neous assessment of CMV-specific values for parameters of
the humoral (antibodies) and cellular (CD4+ and CD8+ T-
cells) immune responses in the identification of heart recipients
at risk of developing CMV infection after transplantation.
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Methods We prospectively studied 38 CMV-seropositive
heart recipients. Anti-CMV antibody titers were assessed
using enzyme-linked immunosorbent assays. CD4+ and
CD8+ T-cell responses to overlapping peptide pools of the
CMV proteins pp65 and immediate early protein-1 (IE1)
were evaluated by flow cytometry. Immunological studies
were performed before transplantation and at 30 days after
transplantation. Patients with CMV infection were com-
pared with heart recipients without CMV infection.

Results During the 6-month follow-up period, 13 (34.2%)
patients developed CMYV infection. At baseline, the mean
anti-CMV-IgG antibody titer was lower in patients who
developed CMV infection. This difference remained at
30 days after transplantation. One month after transplanta-
tion, the mean percentage of IE1-specific CD8+ T cells that
are IFNg-positive (CD8/IFNg+IE1) was lower in CMV-
infected patients. The predictive value of these variables at
30 days was increased when they were combined. Cox
regression analysis revealed an association between the risk
of developing CMV infection and the combination marker
(low anti-CMV titer [<16,100] and low CDS8/IFNg+IEl
percentages [<0.40%], relative hazard, 6.07; p=0.019).
The combination marker remained significant after adjust-
ment for clinical variables.

Conclusions This novel approach of a simultaneous assess-
ment of specific anti-CMYV antibody titers and CD8/IFNg+
IE1 percentages might help identify heart transplant recipi-
ents with an increased risk of developing CMV infection.

Keywords Anti-cytomegalovirus antibodies - CD8 specific

T-cell response - cytomegalovirus - heart transplantation -
infection - immune monitoring
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Introduction

Active human cytomegalovirus (CMV) infection remains one
of the major clinical complications in heart recipients [1].
High rates of viral replication may lead to CMV disease,
whereas lower levels of CMV viremia have been associated
with more chronic abnormalities such as an increased risk of
rejection and graft dysfunction, opportunistic infections, ma-
lignancy, and other clinical complications [2]. Universal pro-
phylaxis with ganciclovir was introduced as an effective
option to prevent CMV infection. [3]. However, there is no
consensus on the duration of prophylaxis or the ideal antiviral
agent for long-term prophylaxis. In any case, the occurrence
of subclinical CMV infection [4], late CMV disease after
interruption of prophylaxis [5], and ganciclovir-resistant dis-
ease [6] highlights the need for new strategies. As CMV
disease occurs only when specific immune responses are
compromised, early evaluation of an individual’s protective
capacity could improve the accuracy of current monitoring
[7]. Monitoring CMV-specific immunity in immunocompro-
mised hosts could help identify high-risk patients and allow
prophylaxis to be tailored to individual needs [8].

We previously demonstrated that serum IgG monitoring
is useful for detecting patients at risk of severe infectious
complications after heart transplantation [9] and that quan-
titative assessment of specific anti-CMV antibodies identi-
fies patients at risk of CMV disease [10]. Several studies
have shown a positive correlation between CMV-specific
CD4+ and CD8+ T-cell counts and viral protection [11-15].

Most studies have focused on patients at a high risk (D+/
R-) for primary CMV infection [16—18]; however, despite
universal use of ganciclovir, CMV-seropositive recipients
may experience CMV infection.

Here, we investigated whether simultaneous assessment
of CMV-specific values for parameters of the humoral (anti-
bodies) and cellular (CD4+ and CD8+ T-cells) immune
responses could help identify CMV-seropositive heart recip-
ients with a high risk of developing CMV infection after
transplantation.

Material and Methods
Patients and Controls

We prospectively studied 38 CMV-seropositive heart recip-
ients from March 2006 to October 2008. Patients who died
during the first month after transplantation were not includ-
ed. Each patient was followed up for 6 months after trans-
plantation. Clinical and laboratory data were collected
prospectively using a standardized questionnaire during
scheduled check-ups after transplantation. All patients re-
ceived immunosuppressive induction therapy with

@ Springer

methylprednisolone and 2 doses of daclizumab (humanized
anti-IL2-R-alpha monoclonal antibody) (days 0 and 14).
Maintenance triple therapy was started 48 h after transplan-
tation and included a calcineurin inhibitor (tacrolimus [n=
35], or cyclosporin [n=3]) depending on the side effects,
with mycophenolate mofetil and prednisone.

Universal prophylaxis with intravenous (IV) ganciclovir
or oral valganciclovir was administered. Prophylaxis also
included cephazolin on the first day after transplantation,
trimethoprim-sulphamethoxazole during the first year, nys-
tatin during the first month, and norfloxacin during the first
month. Itraconazole was indicated in patients with risk
factors for invasive aspergillosis. None of the patients re-
ceived intravenous immunoglobulin preparations before the
1-month assessment.

The investigators considered that it was important to take
into account the potential effect of heart surgery on the
immunological markers assessed. Therefore, a control group
comprising 32 age-matched surgical patients (open heart
surgery with extracorporeal circulation but no immunosup-
pression) was enrolled for cross-sectional comparison. The
presurgery diagnoses of surgical controls were valvular
heart disecase (n=27; 85%), ischemic heart disease (n=3;
9%), and other conditions (n=2; 6%).

Definition of CMV Infection

In all heart recipients, CMV antigenemia testing was fol-
lowed weekly from 2 to 4 weeks, every other week from
1 month to 3 months, and monthly from 3 months to
6 months after transplantation. Patients who had positive
persistent detectable CMV antigenemia in whole blood sam-
ples (with 2 or more positive samples) during follow-up
were considered to have active CMV infection. The first
day of detection CMV antigenemia was considered to be the
day of CMV infection. CMV infection was confirmed with
viral DNA quantification using polymerase chain reaction
(PCR [CMV viremia]). Quantification of CMV covered a
range of 600 to 100,000 copies/mL.

Immunological Assessment Points

Immunological markers were evaluated at 2 points in heart
recipients and surgical controls: baseline, when the patient
was included on the transplantation or heart surgery waiting
list and 1 month after transplantation or heart surgery.
Specific Anti-CMV Antibody Levels

Routine Screening for CMV IgG

Pretransplant screening for CMV IgG was performed with
an automated system, the LIAISON CMV IgG assay
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(DiaSorin, Saluggia, Italy), which uses chemiluminescent
immunoassay technology for the quantitative determination
of specific IgG antibodies to CMV.

Quantitative Studies of CMV IgG

Serum samples were divided into aliquots and stored at
—70°C until further processing. Human CMV IgG was
determined using a commercial indirect enzyme immu-
noassay (Enzygnost-CMV-IgG; Dade Behring, Marburg,
Germany) according to the manufacturer’s instructions.
All samples were diluted 1:230 and incubated on a micro-
titration plate coated with inactivated antigen derived from
human CM V-infected fibroblasts and simultaneously in wells
coated with antigen from non-infected cells (control antigen).
Optical density was measured using a SEAC Sirio S
(RADIM) photometer at 450 nm and 620 nm within the first
hour. Delta absorbances were calculated at different wave-
lengths and compared to those of the anti-CMV reference
(human serum containing IgG antibodies to CMV antigens).
For quantitative evaluation, measurements were corrected
using the alpha-method (Excel data sheet provided by manu-
facturer). The results are given as virus-specific antibody titers
[10].

A good correlation was found for anti-CMV antibody
levels obtained with both methods (r=0.722, p<0.001)
(Spearman Rho).

Specific Anti-CMV Cellular Immune Levels
Ex Vivo Interferon Gamma (IFNg) Induction Assay

After isolation of peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from heparinized blood (Ficoll-Paque; Amersham
Biosciences), PBMCs were washed twice in sterile
phosphate-buffered saline (PBS) (Lonza, Verviers, Belgium)
and cultured in RPMI 1640 medium (Biochrome) supple-
mented with 10% (v/v) heat-inactivated FCS (Biochrome),
2 mM L-glutamine (Biochrome), and 1% antibiotics (peni-
cillin 100 U/mL, streptomycin 10 pg/mL). Cells were incu-
bated in bulk overnight for 16 h at 37°C in a humidified 5%
CO, atmosphere in loosely covered Falcon 50-ml blue-cap
conical tubes (BD Biosciences). Next day, 400 pL of the
volume-adjusted cell suspension (2.5%10° cells/mL) was
transferred to Falcon 15-mL conical polypropylene tubes
(BD Biosciences). Immediately, 100 uL of RPMI/FCS me-
dium containing the single CMV peptides IE1 or pp65 (4
uL of stock solutions) was added. At 2 h, 500 uL of RPMI/
FCS medium containing 20 pg/mL of brefeldin A (BFA;
Sigma-Aldrich) corresponding to 1 pL of BFA stock solu-
tion (10 mg/mL) was added. The final concentrations of
each peptide and BFA were 1 pg/mL and 10 pg/mL, respec-
tively. Unstimulated control samples were run in parallel (4

puL of pure DMSO instead of peptide stock solution). At 6 h,
cells were washed with 3 mL of ice-cold PBS (430 g for
8 min at 4°C), and carefully vortexed for 30 s. Cells were
then fixed with 1 mL of paraformaldehyde 4% for 10 min in
the dark at room temperature and then washed with 3 mL of
PBS containing 0.5% bovine serum albumin (wash buffer).
The supernatant was removed and tubes were blotted dry.
The pellets were resuspended in 500 pl. of FACS-Perm
Solution (BD Biosciences) for permeabilization, incubated
for 20 min in the dark at room temperature, washed as
before, resuspended, stained with monoclonal antibodies
(80 pL total volume at 4°C for 30 min in the dark), and
washed once more before acquisition. The procedure corre-
sponds to that described by Bunde T. et al [11].

Monoclonal Antibodies and Peptides

The monoclonal antibodies used were as follows: fluores-
cein isothiocyanate (FITC)—conjugated anti-IFNg, phycoer-
ythrin (PE)—conjugated anti-CD38, peridinin chlorophyll
protein (PerCP)—conjugated anti-CD3, and allophycocyanin
(APC)—conjugated anti-CD8. All were purchased from Becton
Dickinson (San Jose, California, USA).

Standard 15-amino acid peptides (11 overlaps) spanning
the CMV IE-1 and pp65 proteins (Jerini Ag PepmixTM, Nr
301002 and 200902, respectively) were provided by Dr Flo-
rian Kern (Institut fiir Medizinische Immunologie der Charité,
Berlin, Germany). Stock solutions (8 or 80 mg/mL in DMSO)
were stored at —80°C.

Flow Cytometry

Cells were analyzed on a Becton Dickinson FACSCalibur®
interfaced with an Apple PowerMac using Cellquest Pro
software. The acquisition of at least 50,000 events within a
CD3+ lymphocyte gate was required for the analysis to be
valid. CD3+/CD8+ or CD3+/CD8- (used as surrogates for
CD4 T cells) were displayed in a CD38 versus IFNg dot plot
for data analysis, and subsets of positive cells were
expressed as a percentage of the respective reference popu-
lation (Fig. 1). Positive events in the corresponding regions
of unstimulated samples (DMSO) were used as negative
controls. The background signal of DMSO was subtracted
to obtain the frequencies of specific IE1 IFNg-positive cells
(Fig. 2). Percentages of CMV IE-1 and pp65-specific CD4+
and CD8+ T cells that are IFNg-positive are presented as
CDS8 or CD4/IFNg+IE1 or pp65.

Other Immunological Markers
We also aimed to analyze the specificity of the predictive

value of the evaluated markers. For this purpose, we ana-
lyzed other humoral and cellular immunity markers and their
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Fig. 1 Gating strategy for 4-color cytometric detection of the total
specific CD3+CD8+/IFNg+IE1 cell pool. Lymphocytes were gated
based on forward scatter (FSC) versus side scatter (SSC) (R1). CD3+ T
lymphocytes were gated by fluorescence intensity of CD3 versus SSC

relation to CM V-specific parameters. Serum I[FNg concentra-
tion was quantified by ELISA (Human high sensitivity IFNg
ELISA Kit Diaclone SAS, France). Immunoglobulin levels
and IgG subclasses were determined using nephelometry.
Total CD3, CD4, CD8, NK, and B lymphocyte percentages,
as well as activated CD4 and CD8 T-cell percentages, were
determined by flow cytometry. These markers are studied on a
routine basis in our hospital. We also tested serum samples for
the concentration of specific IgG antibodies against other

No CMYV Infection

(R2). CD3+/CD8+ or CD3+/CD8- (used as surrogates for CD4 T cells)
were gated by fluorescence intensity of CDS8 versus CD3 (R4). The
percentage of IFNg-positive cells was displayed in a CD38 versus
IFNg dot plot from R4

viruses including anti—varicella zoster (ELISA, Binding Site,
Birmingham, United Kingdom) and anti-hepatitis B surface
antigen (ELISA, Ortho-Clinical Diagnostics, United King-
dom). Finally, we used 4-color flow cytometry to mea-
sure the proliferative response of peripheral CD3+, CD4
+, and CD8+ T cells to phytohemagglutinin mitogen
(PHA) using the fluorescent dye 5,6-carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl ester (CFSE) in a subgroup of 12
heart recipients.

CMYV Infection
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Fig. 2 Higher CD8/IFNg+IE1 percentages at one month after trans-
plantation in a patient without CMV infection than in a heart recipient
who developed CMV infection during follow-up. Control (DMSO)
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Statistical Analysis

Statistically significant differences between qualitative var-
iables were calculated using the chi-square test. Differences
between quantitative variables were determined using the
Mann—Whitney test or ¢ test as indicated. Overall differences
between more than 3 groups were assessed using an analysis
of variance. Significant differences were identified using the
post hoc least significant difference test. Receiver operating
characteristic (ROC) analysis was performed to identify cut-
off levels of selected parameters. Time-to-event analyses
were conducted using the Kaplan—Meier and Cox regression
methods. The presence of CMV infection was considered an
event. Time was calculated from the performance of the
immunological test to the first demonstration of CMV in-
fection in peripheral blood or to the end of follow-up. The
log-rank test was performed to analyze the equality of
progression curves. Correlations were assessed using Spear-
man’s rho or Pearson Tests as indicated. p values less than or
equal to 0.05 were considered statistically different. All
analyses were performed using SPSS 16.0 statistical soft-
ware for Windows (Statistical Package for Social Sciences
Inc., Chicago, Illinois, USA).

The study protocol fulfilled the ethical requirements of
the 1975 Declaration of Helsinki and was approved by our
local research ethics committee. All patients provided their
written informed consent.

Results
Clinical Data

During the 6-month follow-up period, 13 patients (34.2%)
developed CMV infection. The mean value of CMV anti-
genemia was 15 (range, 1-90) cells. The mean value of
CMV viremia was 14,313 (range 6,180—-16,800) copies/
mL. The mean time until development of CMV infection
was 3.24+1.4 months after transplantation (interval, 1.6—
5 months). All episodes of CMV infection occurred after
the post-transplant immunological study. Preemptive anti-
CMV therapy was administered in 5 patients who were
found to have more than 30 cells in the CMV antigenemia
determination (IV ganciclovir [n=3], oral valganciclovir
[n=2]). CMV disease was diagnosed in 3 patients (pulmo-
nary [n=1], hematologic [n=1], gastrointestinal [n=1]).
Patients who had developed CMYV infection had a signifi-
cantly higher prevalence of bacterial or fungal infections
requiring specific intravenous antimicrobial therapy during
the 6 months of follow-up (Table I). These infections were
documented before and after CMV infection and were more
virulent in CM V-infected recipients (8 out of 10 cases of
aspergillosis, 3 out of 3 multiresistant Acinetobacter

baumannii infections, 4 out of 8 Pseudomonas aeruginosa
infections and 5 out of 11 Candida infections). During
follow-up, 1 of the 3 patients who developed varicella zoster
infection was CM V-infected. There were no cases of hepa-
titis B during follow-up.

Time Course of CMV-specific Antibody and Cellular Levels

The mean time from baseline to post-transplant evaluation
was similar in heart recipients with and without CMV in-
fection. When we compared baseline with 30-day post-
transplant values, patients with CMV infection disclosed a
nonsignificant decrease in anti-CMV titers (14,462+11,047
vs 8,877+8,280, p=0.17) and a significant decrease in the
percentage of CD8/IFNg+IE1 cells (0.40+029 vs. 0.17+
0.15, p=0.035). There was no decrease in the percentage of
CDS8/IFNg+IEI cells in non—CMV-infected patients (0.41+
0.45 vs. 0.53+0.64, p=0.50). A nonsignificant decrease in
anti-CMV titers was also observed in these patients (24,926+
17,013 vs 18,061£15,193, p=0.16). Interestingly, the anti-
CMV titer and the percentage of CD8/IFNg+IE1 cells
remained constant in the surgical controls.

Association Between Immunological Markers
and Development of CMV Infection

Table I summarizes the patients’ clinical data. There were no
significant differences in the clinical parameters monitored.
At baseline, the anti-CMV IgG titer was significantly lower
in patients who later developed CMV infection. This differ-
ence between these groups remained statistically significant
at 30 days after transplantation (Table II). Before transplan-
tation, specific anti-CMV CD4 and CDS8 T-cell percentages
were similar in both groups. One-month after transplanta-
tion, the mean percentages of CD8/IFNg+IE1 CMV T cells
was lower in CMV-infected patients. The values for other
humoral and cellular immunity parameters analyzed to as-
sess specificity of the abnormalities encountered within the
tested humoral and cellular specific anti-CMV markers were
similar in both groups (Table III). Lymphoproliferative
responses against nonspecific stimuli evaluated in a small
subgroup of patients at 1 month after transplantation (CM V-
infected n=6, non—CM V-infected n=6) disclosed similar
results in both groups (Fig. 3).

Taking into account the differences observed in the com-
parison of means analysis, ROC analysis was performed to
set levels at which a response above or below indicated a
decreased or increased risk of CMV infection, respectively.
Patients were split into 2 groups according to the 30-day
post-transplant values of CMV IgG titer and CD8/IFNg+
IE1 percentages. Thresholds were established at 16,100
for CMV-IgG titer (sensitivity, 92%; specificity, 48%)
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Table I Clinical characteristics of 38 heart recipients with and without CMV infection

Parameter Patients with CMV infection Patients without CMV infection p value
Number of patients 13 25

Age, years (range) 52.08 (29-63) 52.96 (22-66) 0.81
Male gender (%) 6 (46.1) 19 (76) 0.084
D+/R +serostatus (%) 6 (46.1) 20 (80) 0.09
Etiology (ischemic, %) 7 (53.8) 9 (36) 0.32
NYHA class IV (%) 5(38.5) 9 (36) 0.88
Urgent transplant (%) 4 (30.8) 5(20) 0.69
Pretransplant renal dysfunction (%) 2 (15.4) 3(12) 0.93
Pretransplant treated diabetes (%) 3(23.1) 5(20) 0.97
Pretransplant left ventricular assist device (%) 2 (15.4) 3(12) 0.98
Pretransplant infection (%) 1(7.7) 3(12) 0.96
Donor age, years (range) 41.5 (17-60) 33.8 (16-54) 0.11
Intubation time in hours 30.1 (27.6) 22.1 (13.9) 0.31
Time in intensive care unit, days 20.1 (23.1) 11.7(10.7) 0.24
Ischemia time, minutes 226.5 (60.4) 222.2 (50.8) 0.83
Extracorporeal circulation, minutes 175.3 (81.7) 138.2 (29.1) 0.15
LVEF 23.7 (13.4) 23 (9.1) 0.86
Primary allograft failure (%) 5(38.5) 5(20) 0.26
Acute Cellular Rejection (%) 2 (15.4) 7 (28) 0.46
Number of bacterial or fungal infections 2 (1.7) 0.6 (0.9) 0.002
Tacrolimus levels at day 30, ng/mL 11.5 (3.3) 12.9 (5.05) 0.36
Mycophenolate levels at day 30, ug/mL 1.56 (1.23) 2.68 (2.04) 0.26

Results are expressed as the mean (standard deviation) unless otherwise indicated. Statistically significant differences were calculated using the chi-
squared (Fisher exact) test and the ¢ test. Abbreviations: CMV, cytomegalovirus; NYHA, New York Heart Association; LVEF, left ventricular
ejection fraction. Acute cellular rejection was defined as an ISHLT grade IR or greater by protocolized endomyocardial biopsies. Bacterial and

fungal infections were defined as infections requiring specific intravenous antimicrobial therapy during the 6 months of follow-up

and 0.40 for IE1 CDS8/IFNg+percentages (sensitivity,
92%; specificity, 42%).

A survival analysis was performed. Lower CD8/IFNg+
IE1 percentages and anti-CMV titers were associated with
development of CMV infection (log rank, 4.17 [p=0.04] and
5.21 [p=0.02], respectively). Among the 25 heart recipients
with anti-CMYV antibody titers lower than 16,100, the 1-, 2-,
and 3-month rates of development of CMV infection were

8%, 24%, and 28%, respectively, compared with 0%, 8%,
and 8% for the 13 patients with higher concentrations of
anti-CMYV antibodies (>16,100) (Fig. 4).

We then evaluated whether the combination of markers
was more suitable for detecting patients at risk of CMV
infection. Results from the cross-table analysis are shown
in Table IV. The significance value of testing each of the
selected variables independently was improved when the

Table II Immunological parameters in heart recipients according to the presence or absence of CMV infection

Pre—heart transplant

Post-heart transplant (day 30)

No CMYV infection CMYV infection p Value No CMYV infection CMYV infection p Value
n=25 n=13 n=25 n=13
% CDA4/IFNg+IE1 0.08+0.02 0.05+0.06 0.74 0.15+0.46 0.08+0.18 0.63
% CDS8/IFNg+IE1 0.41+0.45 0.40+0.29 0.97 0.53+0.64 0.17+0.15 0.013
% CDA4/IFNg+pp65 0.13+0.10 0.13+0.08 0.72 0.13+0.14 0.19+0.23 0.31
% CDS8/IFNg+pp65 0.80+0.86 1.01£1.01 0.94 0.75%0.76 1.05+1.03 0.32
Anti-CMV IgG titers 24,926+17,013 14,462+11,048 0.045 18,061+15,193 8,877+8,281 0.021

Values are expressed as the mean+standard deviation. Means were compared using a 2-tailed ¢ test or Mann—Whitney test as indicated. CD4+ and
CD8+ IFNg—producing lymphocytes are expressed as a percentage of total CD4+ or CD8+ lymphocytes after antigenic stimuli
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Table III Other immunological parameters in heart recipients according to the presence or absence of CMV infection

Pre—heart transplant

Post-heart transplant (day 30)

No CMYV infection CMV infection p Value No CMYV infection CMV infection p Value

n=25 n=13 n=25 n=13
IgG (mg/dL) 1,137+444 1,168+386 0.86 707+333 673+194 0.69
1gG1 (mg/dL) 700+292 850+372 0.29 413+£119 476+241 0.29
1gG3 (mg/dL) 59+40 51+27 0.80 29+14 31+19 0.80
Anti-varicella (mIU/mL) 730+131 643+237 0.29 615+269 6524213 0.69
Anti-HBsAg (IU/mL) 4.28+7.81 8.5+20.8 0.52 25.2+33.3 38+48.8 0.45
IFN-gamma (pg/mL) 3.42+6.45 5.21£9.80 0.64 2.33+3.74 1.44+2.64 0.25
% CD3+ T cells 75+7 T1+6 0.12 75+9 71+9 0.29
% CD4+ T cells S51+11 47+8 0.30 51+14 48+10 0.49
% CD4+CD38+DR+ 7.12+£4.57 6.60+4.67 0.81 4.92+4.97 5.42+4.72 0.77
% CD8+T cells 24+8 23411 0.91 24+10 2245 0.69
% CD8+CD38+DR+ 24.68+11.25 25.32+19.30 0.92 23.72+13.92 21.96+19.62 0.76
% CD19+ B cells 14+7 15+7 0.71 157 19+7 0.18
% NK cells 10+7 12+8 0.31 B 945 0.44

Values are expressed as the mean+standard deviation. Means were compared using a 2-tailed ¢ test or Mann—Whitney test as indicated. IgG, serum
immunoglobulin G. NK, natural killer cells (CD16+/CD56+CD3-). Anti-HBsAg, anti hepatitis B surface antigen antibodies. IFN-gamma: serum

concentration of interferon-gamma

CMYV IgG titer was combined with the CD8/IFNg+IE1
percentage. The combination marker (lower CMV IgG titer
and lower CD8/IFNg+IE1 percentages 1 month after trans-
plantation) was present in 85% (11/13) of CM V-infected
patients and in only 36% (9/25) of the non—CM V-infected
patients (Fig. 5). Cox regression analysis revealed an asso-
ciation between the risk of developing CMV infection and
the combination marker (relative hazard [RH] 6.07; 95%

80

p=0.91

IRk,

p=0.84  p=0.59

(2]
(=]

p.
L= ]

% CFSE+ cells to PHA mytogen

rJ
(=]

1 CMV infection

_l_ — L [ Infected

0 - . . [ | Noninfected
CD3+ CD4+ CD8+

Fig. 3 Percentages of CD3+, CD8+, and CD4+ CFSE proliferating
subsets to PHA at 1 month after transplantation were evaluated by
gating on CD3+ T-cells and measuring sequentially proliferating CD8+
and CD4+ subsets within the CD3+ subset

confidence interval, 1.34-27.48, p=0.019). This association
remained significant after adjustment for distinct clinical
variables in the multivariate analysis. RH and p values
remained unchanged after adjustment for recipient sex
(RH, 6.07; p=0.019), CMV serological status of donor
(RH, 6.07; p=0.019), donor age (RH, 7.13; p=0.011), intu-
bation time (RH, 11.7; p=0.02), time in the intensive care
unit (RH, 7.04; p=0.011), and extracorporeal circulation
time (RH, 7.39; p=0.010). These variables disclosed a trend

Cumulative Hazard
w

Anti-CMV IgG titer

© >16,100
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Time after transplantation (months)
Fig. 4 Kaplan-Meier curves for the development of CMV infection in

heart recipients stratified by specific anti-CMV titers at 1 month after
transplantation
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Table IV Association between immunological markers and development of CMV infection 1 month after transplant

Immunological marker Chi-square p Value SN SP PPV NPV LRP
% CDS8/IFNg+IE1 <0.40%" 4.66 0.033 92 44 46 92 1.6
Anti-CMV IgG titers <16,100" 6.17 0.015 92 48 48 92 1.76
Combination marker® 8.108 0.006 85 66.6 55 88.8 2.5

# Cut-off value obtained in ROC analysis

® Combination marker: Anti-CMV titers <16,100 and CD8/IFNg+IE1 cells <0.40%
SN sensitivity; SP specificity; PPV positive predictive value; NPV negative predictive value, LRP likelihood ratio positive

towards an association with development of CMYV infection
(Table II).

Correlation Between Immunological Markers

At baseline and 30 days after transplantation, there was no
correlation between specific anti-CMV humoral and cellular
parameters in patients with CMV infection. After transplan-
tation, non—-CM V-infected recipients displayed a weak pos-
itive correlation between CD8/IFNg+IE1 cell percentages
and anti-CMV IgG titers (r=0.43; p=0.038).

We found no significant correlations in either group
between anti-CMV titers and CDS8/IFNg+IE1 percen-
tages and other humoral and cellular immunity markers
included to assess the specificity of the association
between these markers and development of CMV infec-
tion (serum IFNg concentration, total IgG concentration,
IgG subclass concentration, and percentages of T, B,
and NK cells, as well as activated CD4+ and CD8+
T-cell subsets).
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Fig. 5 Simultaneous assessment of CMV-IgG titer and IE-1 at 1 month

after transplantation enables more accurate prediction of CMV
infection
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Correlation with Immunosuppressive Drug Levels

We found no significant correlations at 1 month after trans-
plantation between anti-CMV titers, CD8/IFNg+IE1 per-
centages, and immunosuppressive drug levels.

Comparison with Surgical Controls

At baseline, CM V-infected patients disclosed levels of anti-
CMV antibodies and anti-CMV specific lymphocyte subsets
similar to those of surgical controls. Interestingly non—
CMV-infected recipients had a significantly higher mean
titer of anti-CMYV antibodies than controls (24,926+17,013
vs 10,317£10,179, p=0.001). At 30 days after transplanta-
tion, CD8/IFNg+IE1 percentages were significantly lower
in CMV-infected patients than in controls (0.17£0.15 vs
0.53+0.71, p=0.018). By contrast, non-infected patients
had higher concentrations of anti-CMV antibodies than con-
trols (18,061+15,193 vs 10,558+9,379, p=0.031) and sim-
ilar percentages of CD8/IFNg+IE1 T cells.

Discussion

Our results show that lower CM V-specific values for parame-
ters of the humoral (antibodies) and cellular (CD4+ and CD8+
T-cells) immune responses could be a predisposing factor for
CMYV infection. Even if the combination of both parameters
had low specificity, it might help to identify a subgroup of heart
recipients susceptible to developing CMV infection. CMV
infection developed almost exclusively in patients in whom
low anti-CMV antibody titers overlapped with a diminished
response of CD8/IFNg+IE1-specific T cells. If these data are
confirmed in larger samples, the potential role of the combined
evaluation in making clinical decisions about the prevention of
CMV infection should be studied.

At a time when heart recipients are given universal pro-
phylaxis or preemptive therapy guided only by serologic
status and monitoring of CMV viremia, immunologic assays
may make it possible to tailor prophylaxis, thus optimizing
exposure to drugs and reducing the likelihood of toxicity.
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Posttransplant immunological evaluation would enable clini-
cians to select seropositive candidates for long-term anti-
CMYV prophylaxis (rather than prescribe universal prolongued
anti-CMV prophylaxis) and to identify an immunological
cutoff for risk of CMV infection. . This would make it possible
to start anti-CMV prophylaxis in the absence of positive CMV
viremia tests. Further investigation is necessary to determine
whether these post-transplant immunological markers could
indicate when to stop antiviral prophylaxis once a protective
level is reached [19].

Since it is unlikely that any single marker could account for
the overall risk of CMV infection, immune-monitoring strat-
egies might also focus on specific immune profiles, rather than
on the measurement of isolated immune monitoring markers.
The simultaneous evaluation of distinct patterns of antibody
and T-cell responses might also prove useful in the study of
immune responses to other microorganisms [20].

Our results might also serve as a basis for the hypothesis
that a prophylactic protocol that is able to elicit both humoral
and cellular CMV-specific immune responses might be more
effective in protecting individuals from CMV infection [21,
22]. A beneficial effect of prophylactic CMV immunoglobulin
on total survival and prevention of CMV-associated death in
solid organ recipients has been reported [23]. Adoptive trans-
fer of virus-specific T cells has the potential to accelerate
reconstitution of CMV-specific immunity [24].

Previous studies highlight the concept that CMV
responses have to be explored simultaneously using differ-
ent approaches. As far as the cellular immune response is
concerned, there is no consensus on the best strategy for
monitoring the risk of CMV infection or disease. Several
groups have studied the CD8-mediated response after stim-
ulation with the CMV peptides IE1 and pp65 in solid organ
recipients [8, 11, 12, 17, 25]. Others suggest that a decrease
in CMV-reactive CD4 T-cell percentages precedes clinical
symptoms [14, 26] or even that both CD4 and CDS8 T cells
could be useful for monitoring patients after transplantation
[27]. Kirchner et al presented results on the T-cell responses
to pp65 and IE1, and showed the complexity of individual
responses in terms of breadth, dominance, and recognized
epitopes [28]. In our cohort, heart recipients who later
developed CMYV infection disclosed lower percentages of
anti-CMV CD4/IFNg+IE1 and CD8/IFNg+IE1 T cells at
30 days, while at the same time, CD4+ and CD8+ responses
to pp65 tended to be higher. In addition, we failed to identify
a cut-off for CD8/IFNg+pp65, CD4/IFNg+IE1, and CD4/
IFNg+pp65 T-cell percentages that were associated with a
risk of CMV infection (data not shown). As far as the
humoral immune response is concerned, previous studies
have focused mainly on Thl responses, excluding from their
analysis the potential effect of a protective Th2 pattern. It
has been suggested that some patients who are exposed to
CMV could fail to develop cellular immunity, but do in fact

develop an antibody response, and vice versa [29]. The
observation that humoral and cellular anti-CMV responses
may be divergent in healthy donors has been suggested [29]
and could explain the lack of correlation or weak correlation
between specific cellular responses and CMV IgG titer
observed in our cohort of seropositive patients. Such discor-
dance is an additional factor to be considered when analyz-
ing total (cellular and humoral) protective capacity.

We also found that the kinetics of the humoral and
cellular anti-CMV specific antibody responses might be
relevant. Assessment before and after transplantation could
help to determine the loss (or not) of intensity in specific
responses. In our study, a significant decrease in CD8/IFNg
+IE1 percentages up to 1 month after transplantation was
only observed in seropositive heart recipients who later
developed CMV infection. Interestingly, heart surgery might
not have a relevant effect on this lymphocyte population as
suggested by our observations in the surgical controls.

Individual baseline characteristics might also have been
associated with protection from CMYV infection. In our study,
the mean baseline titer of anti-CMV antibodies was higher in
the group of patients who did not develop CMV infection after
transplantation than in CM V-infected patients and controls.
Seronegative recipients are usually considered to have a high
risk of developing CMV disease, even though prevalence in
terms of absolute numbers of cases of CMV disease is greater
in D+/R+recipients. Manuel et al [30] showed that seroposi-
tive recipients presented transmission or reactivation of mul-
tiple CMV strains from the donor or from reactivation of a
recipient’s own strains. These authors also observed that, in
transplant recipients with CMV disease, mixed glycoprotein-
B genotype CMV infections are frequent (49% of patients
with CMV disease) and that this was associated with higher
viral loads and delayed viral clearance, irrespective of CMV
serostatus at baseline and other factors. Consequently, sero-
positivity does not necessarily confer a specific CMV advan-
tage or protection against severe CMV infection (after
immunosuppressive therapy) [30, 31]. Further studies are
necessary to determine whether protection from CMYV infec-
tion might depend on baseline immunological status (e.g. anti-
CMYV antibody titer in seropositive recipients).

As low anti-CMV antibody levels and hyporesponse of
CDS8/IFNg+IEI1 T cells might merely reflect a compromised
immune response, we tested other immune markers to assess
the specificity of these abnormalities and found that they
seem to be specifically associated with the risk of develop-
ing CMV infection. Serum IFNg, total IgG, IgG1, and 1gG3
concentrations, which are associated with control of viral
infections, were similar in both groups. In addition, the titers
of antibodies against other viruses were indistinguishable in
CMV-infected and non—CM V-infected heart recipients. On
the other hand, we found no significant differences in the
distribution of total T, B, and NK cell subsets in either
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group. In addition, the lack of correlations between these
markers and the routine markers of humoral and cellular
immunity we assessed might also indicate that these abnor-
malities reflect a distinct functional deficit that made these
patients more susceptible to CMV infection. Finally, post-
transplant nonspecific lymphocyte proliferative responses
evaluated in a subgroup of patients were similar in CMV-
infected and non—CM V-infected patients.

In our study, the frequency of acute cellular rejection was
lower in CM V-infected patients, although this difference was
not significant. The relationship between specific CD4+ and
CD8+ anti-CMV responses and acute cellular rejection
remains undefined. A higher CMV-specific CD4 T-cell im-
mune response in the first month after heart transplantation
has been associated with a protective rather than a deleterious
effect on cardiac allograft rejection [32]. Studies performed in
kidney recipients found an association between higher specif-
ic anti-CMV T-cell responses and a lower prevalence of
cellular rejection [33]. On the other hand, it has been sug-
gested that virus-specific memory T cells cross-react with
allogeneic HLA molecules [34] and that CMV infection indu-
ces CD8+ cytotoxic responses, thus leading to acute rejection
[35]. We did not find a significant association between spe-
cific CD4+ or CD8+ anti-CMV responses and development of
acute cellular rejection (data not shown).

Our study is limited by the small size of the cohort.
Nevertheless, the immunological parameters assessed were
the only variables associated with the risk of CMV infection
that affected more than 30% of the cohort. Evaluation of
distinct clinical and routine immunological markers failed to
reveal an association with the risk of CMV infection. The
low frequency of patients with CMV disease we observed
prevented us from assessing the risk for developing this
complication. This may be due to the universal anti-CMV
prophylaxis regimen or the introduction of preemptive ther-
apy. Another limitation of our study is that we did not
analyze neutralizing anti-CMV titer for fibroblasts or for
epithelial cells. Lack of antibodies against the antigen do-
main 2 epitope of CMV glycoprotein B is associated with
CMYV disease after renal transplantation [36]. On the other
hand, multifunctional CMV-specific CD4 and CD8 T-cell
responses should be evaluated. Further evaluation of both
humoral and cellular anti-CMV specific responses is antic-
ipated in the search for immune profiles associated with risk
of CMV infection in solid organ recipients.
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The Potential Role of T-Cell Memory Distribution as Predisposing
Factor for Rejection in Heart Transplant Recipients

N. Lanio, E. Sarmiento, A. Gallego, J. Fernandez-Yanez, J. Palomo, J. Pérez-Rojas, and J. Carbone

ABSTRACT

CD4 T cells play a significant role in the pathogenesis of rejection, providing help to
alloreactive CD8 and B cells, however, the exact contribution of each memory compartment
in vivo has not been defined. They are also important for the maintenance of tolerance due to
regulatory activity of specialized subsets. In this study, we assessed changes in frequencies of
functionally distinct lymphocyte subsets of peripheral blood (PBLs) in 26 heart transplant
recipients (HT) in association with rejection episodes. Patients who developed rejection (n =
7), namely Grade 3B (n = 1), 3A (n = 4), or 2 (n = 2), in comparison with those with stable graft
function displayed at baseline (pre-HT) higher percentages of naive (CCR7+CD45RA+) CD4 T
cells (median 48 vs 36.6%; P = .035) and lower percentages of central memory
(CCR7+CD45RA—) CD4 T cells (333 vs 46.5%; P = .035). At 30 days post-HT, CD4/
CD127°"FoxP3+ T cells were significantly reduced among patients with rejection episodes (0.84
vs 2.15%; P = .042). CDS final effector T cells were increased at 90 days post-HT among those
patients who experienced rejection (TEM2: 60.8 vs 31.9%; P < .1), at the expense of shrinking CD8
central memory compartment (TCM: 8.6 vs 12.9%; P = .046). The potential role of T-cell memory
distribution should be further evaluated in HT patients as possible markers to discriminate patients

at risk for rejection.

EJECTION episodes are one of the major complica-
tions after solid organ transplantation, despite im-
proved induction and maintenance therapies. Although
mechanisms underlying allograft rejection remain to be
fully elucidated, CD4 T lymphocytes are known to be
crucial for the pathogenesis, not only by stimulating differ-
entiation/activation of cytotoxic CD8 T cells,' but also by
causing direct lysis of graft cells through inflammatory
functions and complement activation.?> The critical role of
memory T cells in rejection has been demonstrated in
animal models,* but their possible function has been less
investigated in human patients. All individuals possess a
high precursor frequency of T cells that exhibit alloreactiv-
ity>© and generation of allo-specific memory depends on
direct exposure to alloantigen after the transplantation. The
present study assessed whether immune monitoring of the
distribution of memory T cells could be useful to identify
patients at greater risk of rejection episodes.

MATERIALS AND METHODS
Patients and Healthy Donors

This prospective study performed at a single center enrolled 26
heart transplantation patients for 1 year follow-up. Their median

0041-1345/09/$-see front matter
doi:10.1016/j.transproceed.2009.06.043
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age was 59 * 9 years (range, 34-68); there were 7 women and 19
men. The incidence of rejection episodes between the HT date and
September 2008 (mean time of clinical follow-up, 109 = 121 days)
was registered together with measurements at pre-HT, 7 days, 30
days, 90 days, 180 days, and 365 days after HT. The etiology
requiring transplantation was ischemic cardiopathy (n = 13),
dilated cardiomyopathy (n = 8), valvular heart disease (n = 4), or
other causes (n = 1). Maintenance immunosuppressive treatment
included tacrolimus (n = 25) or cyclosporine (n = 1) plus
mycophenolate mofetil and prednisone. For induction therapy we
used a 2-dose regimen of daclizumab 1 mg/kg (days 0-14).
Prophylaxis of infections was performed with cephazolin
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T-CELL MEMORY DISTRIBUTION

trimethoprim-sulfamethoxazole, nystatin and either itracon-
azole or fluconazole (if indicated), and gancyclovir. Cytomega-
lovirus (CMV) hyperimmune globulin was indicated in high-risk
HT patients (D+/R—). Preoperative immunizations included
anti-pneumococcal and anti-hepatitis B (if indicated). Serial
endomyocardial biopsy specimens were obtained using right
cardiac catheterization at various times after HT. During the
first year after HT rejection events were described based on
right ventricular endomyocardial biopsy specimens as grade 2
(ISHLT) or greater. Over the follow-up period, 7/26 patients
(27%) had at least 1 acute rejection episode at a mean time after
HT of 3.6 months (range, 1-8). The distribution of rejections
was as follows: Grade 3B (n = 1); 3A (n = 4), and 2 (n = 2).

As a control group we enrolled 26 age- and gender-matched
healthy controls (HC) of median age 51 * 6 years (range, 44—62)
including 3 women and 23 men.

The study protocol was conducted according to the ethical
guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki and approved by our
hospital research ethics committee. Informed consent was obtained
from all subjects.

Cell Surface and Intracellular Staining

Blood samples were collected into tubes containing ethylene
diamine tetraacetic acid (EDTA) for cell surface staining using
various combinations of fluorochromes conjugated to monoclo-
nal antibodies (MoAbs). Briefly, 100 wL whole blood (WB)
added to mixtures of directly conjugated MoAbs at saturating
concentrations was incubated for 20 minutes at room tempera-
ture. Then, erythrocytes were lysed by addition of 2 mL lysis
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buffer (Facslysing solution, Becton Dickinson, San Jose, Calif,
United States) for 15 minutes prior to washing twice with
phosphate buffered saline PBS before acquisition. To avoid
antibody staining, inhibition of membrane immunoglobulin
(Ig)M by pentameric IgM from serum, WB was washed to
remove it before surface staining.

For intracellular staining of FoxP3 cells were fixed with 1 mL
paraformaldehyde (4%) for 10 minutes in the dark prior to
washing with 3 mL PBS containing 0.5% bovine serum albumin.
The supernatant was removed and the tubes were blotted dry.
Permeabilization was performed with 500 uL of FACS-Perm
Solution (BD Biosciences) incubated for 20 minutes in the dark
at room temperature followed by washing, and staining with the
corresponding monoclonal antibody at 4°C for 30 minutes in the
dark. Finally, cells were washed once more before acquisition.

MoAbs

To determine lymphocyte subsets we used the following MoAbs:
fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated anti-CD27,
CD45RA, HLA-DR, CD56, and CD127 (eBioscience Inc., San
Diego, Calif, United States; phycoerythrin (PE) conjugated
anti-IgD, CCR7 (R&D Systems Inc., Minneapolis, Minn, United
States), CD38, CD25, and CD16; peridinin chlorophyll protein
(PerCP) conjugated anti-CD19, CD4, and CD3; and allophyco-
cyanin (APC) conjugated anti-IgM, CD8, CD19, and FoxP3
(eBioscience Inc.). 1gG1 and 1gG2a isotypes were used as
controls (all, but detailed exceptions were obtained from Becton
Dickinson).

Table 1. Baseline Relative Numbers of Different Lymphocyte Subsets From HT Patients With/Without Acute Rejection Episodes
and HC Reference Values

Rnh=7) SGF (n = 19) HC (n = 26) P Value (R vs SGF)
% CD 19+ 429 = 1.1 6.33 = 6.7 9.6 + 3.9 .248
% B Naive 71.25 £ 22 52.02 = 19 58.93 = 17 .340
% B Memory nonswitched 7.71 = 8.6 8.61 =10 17.29 = 11 402
% B Memory class-switched 12.30 = 11 14.56 = 10 15.74 + 9.1 .583
% NK (CD3—-CD56+CD16+) 10.02 = 1.7 11.10 £ 9.4 10.50 = 5.6 .665
CD4:CD8 ratio 257 2 21314 19+08 435
% CD4+ 47.71 =10 42.42 = 12 46.91 = 8.2 .285
% CD4 naive 48.04 =13 36.56 = 16 32.70 = 15 .035*
% CD4 TCM 33.32 = 14 46.54 = 11 48.13 = 13 .035*
% CD4 TEM1 8.60 = 7.9 15.83 £ 9.7 12.99 + 8.6 157
% CD4 TEM2 23424 1.02 =43 0.67 £ 2.9 .370
% CD8+ 17.22 £ 12 20.70 = 10 24.08 = 6.5 .665
% CD8 naive 20.65 = 9.8 18.73 £ 14 30.97 = 15 402
% CD8 TCM 727 79 11.11 =10 14.97 + 8.1 .260
% CD8 TEM1 20.66 = 7.7 23.30 = 16 22.94 = 12 .665
% CD8 TEM2 50.10 = 19 38.48 = 22 29.31 =12 .506
% CD4/DR+CD38+ 6.51 + 2.8 6.87 = 4.8 294 =21 712
% CD4/CD25+ 60.76 = 9.4 65.42 = 11 61.19 = 11 795
% CD8/DR+CD38+ 20.22 = 11 25.01 = 18 10.40 = 6.8 .658
% CD4 regulatory cells 747 =4 6.17 =7 5.00 1.5 .637
% Monocytes 6.59 = 3 576 = 2.6 5.06 = 1.3 .610
% Monocytes/DR+ 86.94 = 5.5 92.82 = 19 91.90 = 6.9 .308

Abbreviations: R, rejection; SGF, stable graft function.

Note: Median Values = SD. B, T, and NK lymphocyte are expressed as percentage of total PBLs; B subsets as percentages of CD19+; T subsets as percentages
of CD4+ and CD8+. Phenotypic definitions on M&M (flow cytometric analysis).

*Statically significant difference using Mann-Whitney U test.



2482

Flow Cytometric Analysis

Acquisition and analysis were performed on FACSCalibur (Bec-
ton Dickinson) using Macintosh CellQuest Pro software. For
optimal analysis we acquired a minimum of 20,000 events within
a lymphocyte or monocyte light-scatter gate. Naive B cells were
established as CD19+/CD27—-1gM+1gD+; nonswitched mem-
ory as CD19+/CD27+I1gM+IgD+ and class-switched memory
were established as CD19+/CD27+IgM—IgD—. For the T-cell
maturation profile CD4 and CD8 subsets were analyzed on the
basis of CD45RA and CCR7 expression. RA+CCR7+ charac-
terized naive T cells; RA—CCR7+ T central memory (TCM);
RA—CCR7-T effector memory (TEM1); and RA+CCR7— com-
prises final effector cells (TEM2). HLA-DR, CD38, and CD25
were assessed as activation markers. Regulatory cells were evaluated
as CD4/CD25"e"CD127°"FoxP3+. Because induction therapy
made us unable to identify this subset due to transient blockade

HTR1

LANIO, SARMIENTO, GALLEGO ET AL

of CD25 during the first 3 months, regulatory cells were identified
by CD127"°*FoxP3+ phenotype.

Statistical Analysis

Because most values were not normally distributed (Shapiro-Wilk
test) statistical comparisons among different groups (rejection vs
normal graft function) were performed using the nonparametric
Mann-Whitney U test. P < .05 was considered to be significant. All
analyses were performed using SPSS 16.0 statistical software for
Windows (SPSS Inc., Chicago, Ill, United States).

RESULTS

To assess possible changes in PBL subsets, we evaluated
a cohort of 26 HT patients before and after the trans-
plantation. The protocol included the distribution of B-

HTR2
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Fig 1. (A) Dot plots from 2 representative HT patients, with rejection (HTR1) and stable graft function (HTR2) showing CD4 T-cell

memory profile at baseline. Relative frequencies of each quadrant are indicated. Line graphs show longitudinal assessment of CD4
naive (B) and CD4 TCM (C) subsets, for 1-year follow-up. Solid lines represent median values for positive rejection patients and broken
lines represent median values for stable graft function patients. Nonparametric Mann-Whitney U test was performed.
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and T-cell memory as well as regulatory CD4 cells, and
activation markers on T lymphocytes and monocytes.
Table 1 shows the frequencies of various subsets before
HT among patients who developed rejection after HT
compared with those subjects with normal graft function.
We have also indicated HC reference values. In general,
both groups displayed similar frequencies of analyzed
subsets. Only the distribution of memory CD4 T cells
displayed differential behavior among rejecting patients,
with greater percentages of the naive subset and subse-
quently lower central memory frequencies. These differ-
ences remained statistically significant at 7 days for CD4
naive (median, 46.8 vs 29.5%; P = .013), but not for the
CD4 TCM subset (Fig 1).
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In prospective follow-up studies, at 30 days patients
with rejection episodes showed a significant decrease in
CD127"°"FoxP3 frequencies (median, 0.84 vs 2.15; P = .042).
Also, CD8 memory subsets revealed a distinct distribution
between patients with allograft dysfunction versus those with
stable function. At 90 days post-HT rejecting patients dis-
played increased levels of CDS8 final effector T cells (median,
60.8 vs 31.9; P < .1) and a low percentage of CDS8 central
memory elements (median 8.6 vs 12.9; P = .046; Fig 2).

DISCUSSION

It has been proposed that frequency of circulating alloreac-
tive memory T cells correlates with allograft rejection in

40,00~
p=0.046
~
300~
=
3]
.—
0
£ 20,00
3]
ES
10,00 T
. 1
Q00 T T
Rejection Stable graft function

Fig 2. Frequencies of specific subsets in HT patients with allograft rejection and stable graft function. (A) Regulatory T cells at 30
days post-HT; (B) CD8 final effector cells (TEM2 CD45RA+CCR7—); and (C) CD8 central memory cells (TCM CD45RA—CCR7+) at
90 days post-HT. Box plots show median, 25th, and 75th percentiles, and extreme values. Nonparametric Mann-Whitney U test was

performed.
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animal models,*” but the exact contribution of each mem-
ory compartment in vivo is unknown. In the human solid
organ setting, naive/memory distribution is altered due to
antigenic stimultation by graft alloantigens and immuno-
suppressant treatment. Some authors have proposed that
enhanced CD4 T-cell differentiation from a central memory
to an effector memory phenotype identified stemcell trans-
plant recipients at higher risk to develop graft-versus-host
disease.® In our cohort we observed that patients who at
the baseline disclosed a distinct memory profile, character-
ized by higher frequencies of CD4 naive T cells, developed
rejection episodes after HT. Memory T cells specific for
alloantigen are generated after naive cells are exposed to
the implanted graft. Because all patients included in this
study were transplanted de novo, one may expect that
alloantigen-memory generation is favored by increasing
naive circulation in the periphery. Once the graft is recog-
nized, and specific alloantigen-memory repertoire is gener-
ated, the presence of increased percentages of CDS cyto-
toxic final effector cells (TEMZ2) could raise cellular
rejecting funtions. In this regard, recent findings in murine
skin graft models have shown that either CD8 TCM or
TEM can mediate allograft rejection, but TEM cells have
an advantage over TCM in immune surveillance of periph-
eral tissues.'”

CD25 high expression characterizes a subset of CD4
regulatory T cells (Tregs) that are considered to be essential
mediators of peripheral tolerance in transplant settings.
Some studies have shown a positive correlation between
Treg function and allograft survival.''~** The expression of
FoxP3 on graft infiltrating cells has also been associated
with donor-specific hyporesponsivness, and less severe
chronic changes on kidney transplant biopsy specimens,'*
Daclizumab, a humanized MoAb directed against the
a-chain of interleukin-2 (IL-2) receptor (CD25) has shown
efficacy to prevent acute rejection episodes after solid organ
transplantation.'> Some authors have report that anti-CD25
MOoAD injection results in functional inactivation, not de-
pletion, of regulatory cells.'®'” Although CD25 levels are
normally undetectable for the first 90 days after HT, the
presence of CD4/FoxP3+ cells resemble regulatory func-
tions of classic Tregs as demonstrated by others work-
ers.'®!? Furthermore, CD127 low expression also identifies
a cell subset with highly suppressive functions.* In agreement
with previous studies, we also demonstrated decreased fre-
quencies of the regulatory CD4/CD127°“Foxp3+ subset at
30 days among patients who developed rejection episodes.
These data indicated that the presence of a circulating Treg
subset, even after daclizumab treatment, may be important
for the induction and maintenance of allograft acceptance.
Additional studies are needed to investigate the potential
impact of altered distribution of naive, memory, effector,
and regulatory T cells for the outcome of HT patients.
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