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ABREVIATURAS

AMF: Acido micofendlico
AcMo: Anticuerpo monoclonal
ADCC: Citotoxicidad dependiente de anticuerpos

aKIR: Receptor KIR activador

BAS: Basiliximab
BEM: Bidpsia Endomiocardica
BMT: Trasplante de médula dsea

BPAR: Rechazo agudo probado por biopsia

CaN: Calcineurina

CNI: Inhibidor de calcineurina

CAV: Vasculopatia del injerto (en inglés cardiac allograft vasculopathy)
CCl: Cambio de Isotipo

CD: Célula Dendritica

CfA: Ciclofilina A

CMF: Citometria de Flujo

CMV: Citomegalovirus

CPA: Células presentadoras de antigeno

CPH: Complejo principal de histocompatibilidad
CsA: Ciclosporina A

Csp: Cantidad suficiente para

CTLA-4: Antigeno 4 del linfocito T citotodxico

CVID: Inmunodeficiencia combinada severa

CDs: Célula Dendritica

DAC: Daclizumab

DSA: Anticuerpos especificos de donante
DST: Transfusidn especifica de donante

DPI: Disfuncidn primaria del Injerto
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ECMO: oxigenacion de membrana extracorpdrea (en inglés ExtraCorporeal Membrane
Oxygenation)

ERGC: Elementos de respuesta a glucocorticoides

EVE: Everolimus

FK: Tacrolimus
FKBP12: Proteina unidora de FK506-12
FoxP3: Proteina P3 de la Forkhead box

GC: Glucocorticoides
GCR: Receptor de glucocorticoides
GITR: Factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoide

GM-CSF: Factor estimulante de granulocitos-monocitos

HCMV: Citomegalovirus
HSCT: Trasplante de células madre hematopoyéticas

HLA: Antigeno leucocitario humano

IFNy: Interferén gamma

IVIG: Gammaglobulina intravenosa
Igs: Inmunoglobulinas

IkB: Inhibidor del factor nuclear Kb

IL: Interleucina

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

LAG-3: Activacién del gen 3 linfocitario

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (en inglés major histocompatibility complex)
MMF: Micofenolato de mofetil
MISS: Miocardiopatia isquémica

MINS: Miocardiopatia no isquémica



NF-AT: Factor nuclear de las células T activadas
NFkB: Factor nuclear kB
NK: Natural Killer o célula asesina natural

N.S.: No significativo

ONT: Organizacidn Nacional de Trasplantes

PBL: Linfocitos de sangre periférica
PT: Proteinas totales

PRA: Porcentaje de reactividad frente a células de un panel

Rpm: Revoluciones por minuto

SCI: Sin Cambio de Isotipo
SPSS: “Statistical Package for Social Sciences”
SRL: Sirolimus

SSC: “Side Scatter”. Detector de dispersion lateral

TC: Trasplante cardiaco

TCD3+: Linfocito TCD3+

TCD4+: Linfocito TCD4+

TCD8+: Linfocito TCD8+

TCR: Receptor de células T

TGF-B: Transforming growth factor beta (en inglés transforming growth factor beta)
TH: Linfocito T colaborador o helper

TMO: Trasplante de médula dsea

HSCT: Trasplante de células hematopoyéticas (en inglés hematopoyetic cell transplantation)
TNF: Factor de necrosis tumoral

TOS: Trasplante de érgano sélido

Treg: Células T reguladoras

Tregi o (pTreg): Células T reguladoras inducibles

nTreg (tTreg): Células T reguladoras naturales

VO: Via Oral
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SUMMARY






INTRODUCCION

La administracion de agentes terapéuticos frente a la alorespuesta inmune que se des-
encadena tras el trasplante de 6rgano sélido humano (TOS), incluye terapias de induccidn
como los anticuerpos monoclonales anti receptor de interleucina 2 (anti IL2R o anti CD25) u
otros anticuerpos policlonales. En el periodo peritrasplante se administran de forma estan-
darizada corticoides, inhibidores de la calcineurina (CNI) y farmacos antiproliferativos como
micofenolato o inhibidores de m-TOR. Estos farmacos incrementan el riesgo de infecciones

y neoplasias.

La efectividad del régimen de inmunosupresién de dos dosis (2D) de basiliximab (BAS)
se determiné inicialmente en trasplantados renales, y se trasladd su uso a otros tipos de
TOS confiriendo una inmunoprofilaxis entre 4 a 6 semanas. Se desconoce si la administra-
cion de 1 Dosis (1D) de BAS se correlaciona con menor duracién y mayores complicaciones
en el post-trasplante cardiaco (TC). No existen estudios que comparen la cinética de expre-
sion de CD25 en diferentes subpoblaciones de linfocitos T en tratamientos con basiliximab
(BAS) o daclizumab (DAC).

Las inmunoglobulinas intravenosas (GGIV) se utilizan en inmunodeficiencias, enferme-
dades autoinmunes y en pacientes trasplantados con hipogammaglobulinemia y alto riesgo
de infecciones o rechazo mediado por anticuerpos. En la actualidad existen pocos estudios

sobre su efecto in vivo en diferentes poblaciones linfocitarias.
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Diferentes anticuerpos monoclonales anti-CD25 inducen cambios en porcentaje y nu-
mero absoluto en diferentes poblaciones linfocitarias en sangre periférica que podrian rela-
cionarse con complicaciones como rechazo, enfermedad vascular del injerto e infecciones tras

el trasplante cardiaco (TC).

La administracion de GGIV induce cambios en la distribucidn fenotipica de las poblacio-
nes linfocitarias en distintas enfermedades inmunoldgicas que podrian relacionarse con un

efecto inmunomodulador.

1. Describirloscambiosinducidosenelnimeroy porcentaje de distintas subpoblaciones
linfocitarias de dos regimenes distintos de BAS. Evaluar si la administracién de una

1D se relaciona con aumento de las complicaciones post-TC.

2. Estudiar los efectos de dos pautas de tratamiento con anticuerpo monoclonal
quimérico BAS y el humanizado DAC sobre la cinética de expresion de CD25 en

linfocitos TCD4+y TCD8+ en TC y su correlacion con complicaciones clinicas.

3. Evaluar las modificaciones inmunofenotipicas de linfocitos T, B y NK en sangre

periférica inducidas por el tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas (GGIV).

Se realizaron tres estudios:

1) Estudio observacional longitudinal prospectivo en TC de diferentes fenotipos de
subpoblaciones linfocitarias T, B y NK con diferentes pautas de administracion
de BAS: una dosis (1D) n= 38 y dos dosis (2D) n=19 comparando la cinética de

diferentes subpoblaciones linfocitarias y otros pardmetros inmunolégicos.

2) Estudio observacional longitudinal prospectivo analizando la expresién de CD25 en
TCD4+ y TCD8+ en sangre periférica de TC tratados con dos dosis de DAC, n=58 y
dos dosis de BAS, n=19.



RESUMEN / SUMMARY

3) Estudio descriptivo del efecto de laadministracion de diferentes preparados de GGIV
sobre las poblaciones leucocitarias. Se analizan dos grupos de pacientes tratados.
En el primero se estudiaron 5 pacientes con dermatomiositis que recibieron GGIV
polivalente a altas dosis y 5 pacientes tratados con GGIV hiperinmune anti-CMV.
El segundo se realizd en 66 TC, de los cuales 25 pacientes recibieron GGIV a dosis

sustitutivas por hipogammaglobulinemia secundaria e infecciones severas.

En el primer estudio, la administracién de una sola dosis de BAS no supuso mayor
riesgo de rechazo ni infeccidn respecto a 2D. No se observaron diferencias en el desarrollo
de anticuerpos anti-HLA ni de vasculopatia del aloinjerto cardiaco (CAV) en el primer afno. El
numero de episodios y tiempo libre de rechazo fue similar en ambos grupos. Los pacientes
que recibieron 2D mostraron tendencia a tener menos dias libres de infeccion en el primer
mes. La recuperacion de la expresién de CD25 en los linfocitos TCD4+ fue mds precoz en los
pacientes que recibieron 1D, observandose esta diferencia significativa a dia 15. La cinética
de la expresion de CD25 se correlaciond con una disminucién transitoria en el porcentaje
de células Tregs en ambos grupos, siendo esta reduccion de porcentajes de Tregs en el gru-
po 2D a dias 15 y dia 30 de estudio. La co-expresiéon de marcadores de activacion HLA-DR
y CD38 en los linfocitos TCD8+ disminuyd de manera significativa a la semana post-TC en
ambos grupos, en el caso del grupo 2D persistié hasta el mes. La activaciéon en los monoci-
tos disminuyd en ambos grupos, recuperando el valor basal a los 90 dias. El porcentaje de
linfocitos B aumentd de manera significativa a los 7d en ambos grupos. No se observaron
diferencias en el porcentaje de linfocitos B naive ni de memoria. La disminucion del por-
centaje de células natural killer (NK) y TCD8+ a dia 7 fue significativa para el grupo 1D. La
recuperacion de la expresion de CD25 en TCD8+ fue similar en ambos grupos. En cuanto a
los niveles de inmunoglobulinas séricas se observaron menos concentraciones de IgM a dia
30 en el grupo 2D. El grupo 2D recuperd la funcidn renal a partir del primer mes post-TC,

asemejandose al grupo 1D.

El segundo estudio mostré que la duracidn de la supresién de expresion de CD25 en los
TCD4+ y TCD8+ fue significativamente mas prolongada en el grupo que recibié DAC compa-
rado con el grupo BAS, aunque no se evidenciaron diferencias significativas en el nUmero de

episodios de rechazo ni de infecciones.
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En el tercer estudio, la administracidn de altas dosis de GGIV o de gammaglobulina hi-
perinmune anti-CMV tuvieron un efecto de disminucion en la expresion de marcadores de ac-
tivacion tal como HLA-DR, CD38 en linfocitos TCD8+. En el caso de alta dosis GGIV la reduccidn

de TCD8+HLA-DR+ en valores absolutos fue significativa.

La administracion GGIV a dosis sustitutivas indujo un aumento significativo en el porcen-
taje de células Treg CD4+CD25*/"e" CD1277/"°v,

La monitorizacion de la expresion del receptor de interleucina 2 (CD25) en los linfocitos
TCD4+ y TCD8+ en sangre periférica por citometria de flujo permite el seguimiento individuali-

zado de la durabilidad y eficacia del efecto bloqueante en el periodo post trasplante inmediato.

La administracidon de 1D de BAS mostrd una recuperacidn mas rapida de la expresién de

CD25 en TCD4+ y de Treg, sin un incremento de complicaciones clinicas.

La administracion de GGIV a dosis sustitutivas y de CMV-GGIV mostrd un efecto de re-
duccién del estado de activacién de los TCD8+. La terapia de reemplazo con GGIV en TC pro-
movié un incremento en la proporcién de células Treg, aunque dichos resultados requieren

ser confirmados en ensayo clinico controlado.



SUMMARY

INTRODUCTION

Administration of therapeutic agents against the immune response that is triggered after
solid organ trasplantation (SOT), includes monoclonal antibodies (anti IL2R o anti CD25) and oth-
er polyclonal antibodies (antithymocyte or antilymphocyte globulins) are used in the induction
phase. In the peri-transplant period, other agents such as corticosteroids, calcineurin inhibitors
(CNI) and mTOR inhibitors are also administered sequentially and progressively. These drugs

reduce the response to the graft, but also increase the risk of infections and neoplasms.

The effectiveness of the two-dose immunosuppression regimen of basiliximab (BAS) was
initially determined in kidney transplant recipients, and its use was transferred to other types
of TOS, conferring immunoprophylaxis between 4 to 6 weeks. It is currently unknown whether
a single dose is correlated with shorter duration and greater complications in post-CT (heart
transplantation). There are no studies that compare the different kinetics of CD25 expression

in different subpopulations of T lymphocytes for both anti-CD25 antibodies.

The intravenous immunoglobulin (IVIG) are used in immunodeficiencies, autoinflamma-
tory diseases and in transplant patients with hypogammaglobulinemia and high risk of infec-
tions or antibody-mediated rejection. At present there are few studies on its effect in vivo in

different lymphocyte populations.
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RESUMEN / SUMMARY

Monoclonal anti-CD25 antibodies induce changes in percentage and absolute number in
the different lymphocyte populations in peripheral blood. These variations in HT are related to

complications such as rejection, vascular graft disease, and infections after HT.

IVIG administration induces changes in the phenotypic distribution of lymphocyte pop-
ulations in different immunological diseases that could be related to an immunomodulatory
effect.

1. To describe the kinetics of different T, B and NK lymphocyte subpopulations of
two different BAS regimens. To assess whether a single dose is related to greater

complications in the post-HT.

2. To study the kinetics of CD25 expression in TCD4 + and TCD8 + lymphocytes of
two presentations of monoclonal antibodies (anti-CD25) BAS (chimeric) and DAC

(humanized) on HT and its correlation with clinical complications.

3. Evaluate the immunophenotypic modifications on T, B and NK cells ex vivo after
treatment with IVIG.

1) Prospective observational study of different phenotypes of T, B and NK lymphocyte
subpopulations in HT receiving different BAS administration guidelines (1D n=38;
2D n=19). We studied the kinetics of different lymphocyte subpopulations and

other biochemical and clinical parameters were monitored during the study period.

2) Observational study comparing the expression of CD25 in TCD4+ and TCD8+
lymphocytes with two different anti-CD25 antibodies. It was performed in 58 HT
who received DAC (2D) with 19 who received BAS (2D).

3) Three descriptive studies of IVIG effect on different lymphocyte subpopulations. 5
patients receiving non-specific high dose IVIG, 5 CMV-specific IVIG patients and in

66 CT undergoing BAS induction therapy with either one or two doses.
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RESUMEN / SUMMARY

In the first study, a single dose of BAS did not imply an increased risk of rejection or in-
fection. No differences were observed in the development of anti-HLA antibodies or cardiac
allograft vasculopathy (CAV) in the first year. The number of episodes and rejection-free time
was similar in both groups. Patients who received 2D tended to have fewer infection-free days
in the first month. Recovery of CD25 expression in CD4+ T lymphocytes was earlier in patients
who received 1D, this significant difference being observed on day 15. The kinetics of CD25
expression correlated with a transient decrease in the percentage of Treg cells in both groups,
this being a reduction of Tregs percentages in group 2D on days 15 and 30 of the study. The
co-expression of activation markers HLA-DR and CD38 in TCD8+ lymphocytes decreased signif-
icantly at week post-CT in both groups, in the case of group 2D it persisted until one month.
Activation in monocytes decreased in both groups, recovering the baseline value at 90 days.
The percentage of B lymphocytes increased significantly at 7d in both groups. No differences
were observed in the percentage of naive or memory B lymphocytes. The decrease in the per-
centage of natural killer (NK) and TCD8+ cells on day 7 was significant for group 1D. Recovery
of CD25 expression in TCD8 + was similar in both groups. Regarding serum immunoglobulin
levels, a lower IgM concentration was observed at day 30 in group 2D. Group 2D recovered

kidney function from the first month post-CT, resembling group 1D.

The second study showed that the duration of suppression of CD25 expression in TCD4
+ and TCD8 + was significantly longer in the group that received DAC compared to BAS group,
although no significant differences were evidenced in the number of rejection episodes or

infections

In the third study, the administration of high doses of GGIV or anti-CMV hyperimmune
gamma globulin had a decreasing effect on the expression of activation markers (HLA-DR,
CD38) in TCDS8 + lymphocytes. In the case of high-dose GGIV, the reduction in TCD8 + HLA-DR

+ was significant.

GGIV administration at replacement doses induced a significant increase in the percent-

age of Treg cells.
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RESUMEN / SUMMARY

Monitoring of interleukin 2 (CD25) receptor expression in TCD4+ and TCD8+ lympho-
cytes in peripheral blood by flow cytometry allows individualized monitoring of the durability

and efficacy of the blocking effect in the immediate post-transplant period.

The administration of a single dose of BAS showed faster recovery of CD25 expression in

TCD4+ and Treg, without an increase in clinical complications.

The administration of GGIV at replacement doses and CMV-GGIV showed a reduction
effect on the activation status of TCD8+. Replacement therapy with GGIV on HT promoted
an increase in the proportion of Treg cells, although these results need to be confirmed in a

controlled clinical trial.
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1 ACTIVIDAD DEL TRASPLANTE CARDIACO

I.INTRODUCCION

ACTIVIDAD DEL TRASPLANTE CARDIACO

El trasplante cardiaco (TC) se considera el tratamiento de eleccién para el manejo de
los pacientes afectados por cardiopatias en situacion funcional avanzada no mejorables con
otros procedimientos médicos y/o quirurgicos. La mejora progresiva en la supervivencia, los
avances de la inmunosupresion, la seleccidon adecuada de donantes y receptores, la dismi-
nucién de las complicaciones derivadas de la inmunosupresion, han permitido mejorar la
eficacia de este tratamiento. En la actualidad segun datos que gestiona la ONT! desde hace
11 afios en colaboracion con la OMS, eleva a 135.860 el total de érganos trasplantados en
todo el mundo en el ultimo afio, lo que representa un aumento histérico del 7,2% respec-
to al afio anterior (con 126.670). De ellos, 89.823 fueron de rifién (41% de donante vivo),
30.352 de higado (21% de donante vivo), 7.626 de corazén, 5.497 de pulmédn, 2.342 de pan-

creas y 220 de intestino.

Referente a nuestro pais segin datos ONT (2020) se realizaron 4.427 trasplantes, de los
cuales 2.702 fueron renales, 1.034 hepaticos, 336 pulmonares, 278 cardiacos, 73 de pancreas
y 4 intestinales. La actividad de trasplante cardiaco hasta la actualidad ha sido de 9.112 tras-
plantados, en los Ultimos afios ha experimentado un aumento, aunque sigue alejada del maxi-
mo histdrico alcanzado en el afio 2000, con 353 trasplantados, lo que supone una actividad de
5,9 trasplantes cardiacos por millon de poblacion (p.m.p.). Segun datos de la ONT? en 2020 se

han producido 278 trasplantes, con un descenso de un 7% respecto a afios anteriores.
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Figura 1. Actividad de trasplante cardiaco en Espana. 1989-2020

Numeros absolutos y procedimientos por millén de poblacién (pmp). Fuente: Organizacién nacional de trasplantes
(ONT). Datos 20207

Los resultados en términos de supervivencia han ido mejorando constantemente a lo
largo de la serie histdrica. Asimismo, el periodo 2016-2018 muestra una tendencia clara a
la mejora de la supervivencia respecto a la década previa. Los factores mas destacables que
afectan a la supervivencia son la edad del receptor y el tipo de asistencia circulatoria antes
del trasplante. Los pacientes de mayor edad (>60 afios) muestran un aumento de mortalidad
del 70%. El uso de la oxigenacidon por membrana extracorpérea (ECMO) previo al trasplante
conlleva un exceso del 40% en el riesgo de mortalidad respecto a los pacientes trasplantados
sin asistencia. Sin embargo, los resultados de los receptores con asistencia ventricular son

superponibles a los de los pacientes trasplantados sin asistencia.

Entre las causas del fallecimiento la mas frecuente es el fallo primario del injerto (32,60),
seguida de infeccidn (22,90%), enfermedad vascular del injerto/muerte subita (27,80%) y tu-
mores (21,1%).
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Figura 2. Incidencias de las principales causas de muerte en trasplantados cardiacos

Fuente: Informe ISHLT. 2018; Volumen 37, Issue 10, Pages 1155-1168 3

En el ultimo registro espafiol de trasplante cardiaco® se indicé que la causa de muerte sue-
le 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 primario del injerto; del primer mes hasta el primer afio,
la infeccion, y la enfermedad vascular del injerto/muerte subita entre el primer y el quinto afio.
Respecto a la mortalidad del primer afio, en 2019 se ha estabilizado la debida a fallo primario

del injerto y a rechazo agudo. Por el contrario, en este afio se ha producido una disminucion a

practicamente la mitad de los pacientes fallecidos por infeccién en este periodo precoz.
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TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR

El éxito actual del trasplante de érganos se debe atribuir en gran parte al avance experi-
mentado en la terapia inmunosupresora, gracias a la cual, se ha conseguido reducir el nimero

de episodios de rechazo agudo.

Los linfocitos T tienen un papel fundamental en los eventos inmunes precoces que ocurren
después de la exposicion al injerto. De ahi que la mayoria de los farmacos inmunosupresores
actuan inhibiendo su activacién®. La mayoria de estas terapias se desarrollaron antes del descu-
brimiento de las células Treg. Un buen conocimiento de la interaccidn de estas terapias con estos

linfocitos seria ideal para la generacion de regimenes mas tolerables.

La activaciéon y proliferacion de los linfocitos T requiere de al menos tres sefiales me-
diadas por la interaccién con los aloantigenos. La sefial 1 consiste en el reconocimiento del
antigeno por el complejo TCR/CD3. La sefal 2 consiste en el reconocimiento CD28-Linfoci-
toT-CD80/86-CPA (Respuesta coestimuladora). Ambas sefales desencadenan 3 vias de activa-
cion intracelular: la via Ca**-Calcineurina, la via de las MAPs quinasas, y la via de la quinasa C
factor nuclear Kb (NFkB). Estas vias activan la transcripcién de factores que inducen la expre-
sién 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 IL-2 desencadena la sefial 3 mediada por la interaccién

IL-2/IL-2R que finalmente induce la proliferacion celular®.
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Figura 3. Modelo de activacion de células T a través de 3 sefiales
Fuente: (Adaptado de Halloran P.F et al 2014) N Engl J Med. 2004 Dic 23; 351(26):2715-29°
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2. TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR

Segun su mecanismo de accidn los inmunosupresores se pueden clasificar en cuatro grupos.

1. Farmacos que bloquean la produccién de citocinas: los anticalcineurinicos como

tacrolimus y ciclosporina, de forma indirecta, los glucocorticoides.
2. Antiproliferativos o antagonistas del receptor IL2 o mTOR: Everolimus y Sirolimus.

3. Farmacos que inhiben la sintesis de nucledtidos: Los inhibidores de la sintesis
de purinas como el acido micofendlico, o metabolitos blogueantes como la
azatioprina. La ausencia de bases nitrogenadas impide la sintesis de novo de DNA,

por lo que se inhibe la proliferacién linfocitaria posterior a la activacion.

4. Anticuerpos monoclonales y policlonales: Los anticuerpos policlonales son productos
bioldgicos de origen animal (caballo, conejo) dirigidos contra la cadena a y B del
TCR. Existen dos grupos, los anticuerpos policlonales contra el linfocito humano
(globulina antilinfocitica, GAL) y los anticuerpos contra el timocito humano (globulina
antitimocitica, GAT). Los anticuerpos monoclonales van dirigidos contra moléculas
especificas como el anti-CD3 y anti-CD25 (Basiliximab-quimérico murino-humano y
daclizumab-humanizado). Actuan produciendo citdlisis de los linfocitos en el caso de

los policlonales o bloqueando sus receptores en el caso de los monoclonales.
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Figura 4. Mecanismo de accion de fdrmacos inmunosupresores

Fuente: Luis Alonso-Pulpdn, Javier Segovia, Manuel Gomez-Bueno, Pablo Garcia-Pavia. Cardiac surgery heart trans-
plantation: organisational aspects and current trends in immunosuppression—a view from Spain. Heart (British Car-
diac Society) 98(11):878-89- junio 2012 ©
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I. INTRODUCCION

Los regimenes inmunosupresores se clasifican en induccidon, mantenimiento y rescate.

e Lainmunosupresion de induccidn es una profilaxis (niveles altos de inmunosupre-
sién) que se inicia en el momento del trasplante para prevenir el rechazo agudo
inicial. Los agentes mas comunmente utilizados son anticuerpos monoclonales o

policlonales junto con micofenolato y metilprednisolona.

e Lainmunosupresion de mantenimiento es de menor potencia, pero permite su
uso prolongado. Se basa en la triple terapia que clasicamente consiste en la com-

binacion de un inhibidor de la calcineurina (CNI), un antimitdtico, y corticoides.

e El tratamiento de rescate es igual de potente que el tratamiento de induccién,

pero se aplica en caso de un episodio de rechazo.

En los Ultimos afios se han introducido nuevos farmacos que han abierto las posibilida-
des de tratamiento. Pero todavia quedan algunas cuestiones pendientes, debido a la toxicidad
asociada a su uso (infecciones, cancer, nefrotoxicidad y alteraciones metabdlicas) y a la posibi-
lidad de interacciones con otros farmacos, lo cual complica su manejo y puede comprometer

el prondstico de estos enfermos.

Los principales objetivos en el campo de trasplante son: la eleccidén del nivel éptimo
de inmunosupresién, combinacidn de diferentes inmunosupresores para obtener un efecto
sinérgico, adecuacion del nivel de inmunosupresor a la cronologia del rechazo con la finali-
dad de usar una minima dosis que evite el rechazo y minimice las reacciones adversas. Sin
embargo, actualmente existe una falta de consenso tanto en la combinacién de inmunosu-
presores a emplear, como en las dosis e intensidad (niveles plasmaticos) de estos inmuno-

supresores.

Otro aspecto importante, en lainmunosupresion de mantenimiento es la intensidad y su
evolucidn a lo largo del seguimiento post-TC. No se conocen las pautas y niveles de inmunosu-
presion ideales, y ademas es muy dificil lograr el equilibrio perfecto entre la inmunosupresion
que evite el rechazo del injerto y la aparicion de efectos adversos que condicionen la calidad

de vida del paciente y su supervivencia a largo plazo.



2. TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR

FARMACOS QUE BLOQUEAN LA PRODUCCION DE CITOCINAS

INHIBIDORES DE LA CALCINEURINA (CNI)

Bloquean la transcripcidn de genes que codifican la interleucina 2 (IL-2) y otras citocinas
inflamatorias. No consiguen inhibir por completo la produccién de citocinas, sino que reducen
su produccion. Tanto CsA como TAC dependen de unos mediadores intracelulares para inhibir

a la enzima calcineurina (fosfatasa activada por calmodulina/Ca2+).

La ciclosporina (CsA) es un péptido ciclico lipofilico compuesto por once aminoacidos
aislado del hongo Tolypocladium inflatum Gams. En el caso de CsA la proteina intermediaria se
llama ciclofilina y esta presente normalmente en el citoplasma. En presencia de Ca++ intrace-
lular y de otra molécula llamada calmodulina, el complejo ciclofilina-CsA se une al sitio activo
de la calcineurina. Esto hace que la calcineurina no pueda desfosforilar al factor nuclear de
células T activadas (NFAT), que no puede entrar al nucleo, no siendo posible su unién a los pro-
motores de citocinas bloqueando asi su sintesis. De esta forma, se previene la proliferaciony
activacion de los linfocitos T’. También se bloquea la sintesis del factor estimulante de colonias
de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) impidiendo que las células T progresen desde la fase GO
ala G1 del ciclo celular. Entre sus efectos adversos destaca la nefrotoxicidad con una disminu-
cion del aclaramiento de creatinina. También puede producir toxicidad hepatica, hipertensién
arterial, diabetes mellitus post-TC, hiperlipidemia, hirsutismo, hiperplasia gingival y toxicidad

neuroldgica, caracterizada por temblores, parestesias y debilidad muscular®.
Farmacocinética

Su administracién puede ser oral o intravenosa, la absorcién a nivel gastrointestinal es
variable, imprevisible e incompleta. En la actualidad se utiliza una formulacidn en microe-
mulsion denominada CsA neoral con una biodisponibilidad mayor y absorcién intestinal mas
regular, menos dependiente de la bilis o de los alimentos vy, por tanto, con un perfil farma-
cocinético mas predecible. La biodisponibilidad aumenta durante el tratamiento, por lo que
la dosis oral ha de reducirse gradualmente para mantener concentraciones constantes del
farmaco en sangre. Se metaboliza en gran parte por enzimas hepaticas del citocromo P-450
siendo frecuente su interaccién con farmacos inhibidores y estimuladores del sistema en-
zimatico microsomal. Su vida media oscila entre 12 y 17 horas. Su excrecidn se realiza fun-
damentalmente por la bilis, solo un 0,1% lo realiza por via renal, por lo que la insuficiencia

renal no afecta a sus niveles.
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El tacrolimus (FK) es un macrdlido aislado del Streptomyces tsubaensis, de naturaleza
liposoluble, con un mecanismo de accidn similar al de la CsA, a pesar de su distinta estruc-
tura quimica y con una potencia de 50 a 100 veces superior®. El FK actua como profarmaco
activandose al unirse a la ciclofilina llamada (FKBP12). El complejo tacrolimus-FKBP12 se
une a la calcineurina, inhibiendo la sintesis y liberacion de calcio dependiente de IL-2 y Ia
expresion del receptor de IL-2. A diferencia de la CsA, el FK posee la propiedad adicional de
interferir en la expresién de los receptores de IL-4 de los linfocitos B, de inhibir la sintesis de
IL-5 (factor de diferenciacién de los linfocitos B), de reducir la expresion de las moléculas de
adhesidn en las células endoteliales y bloquear la respuesta de los leucocitos a la IL-8. Se ha
demostrado también su capacidad para inhibir la proliferacion de células NK y su actividad
citotoxica en respuesta a la IL-2%°. Al igual que la CsA, el FK detiene el ciclo celular entre la
fase GOy G1.

FK ha demostrado ser mas efectivo en la reduccion en el nimero de episodios de re-
chazo. Los efectos adversos son similares a los descritos para la ciclosporina, pero con menor
incidencia de hipertension, hiperlipidemia e hirsutismo!*2. En cambio, en comparacién con
la CsA, FK aumenta la incidencia de diabetes post-TC y los efectos nefrotdxicos, neurolégicos

y gastrointestinales.

Farmacocinética

Su administracion puede ser oral e intravenosa. La velocidad de absorcién disminuye
en presencia de alimentos, sin embargo, la cantidad absorbida puede ser o no ser afectada,
dependiendo del tipo de alimento ingerido. Existen grandes diferencias intra e interindivi-
duales en su cinética por lo que la dosificacién debe ser individualizada. Su concentracién
maxima se obtiene entre 1,5y 2 horas de su administracion por via oral. Su biodisponibili-
dad es baja (20-25%) y su vida media oscila entre 8,5-17 horas. El 80% del farmaco se dis-
tribuye ampliamente por todo el organismo unido a los hematies y el 98,9% a las proteinas
plasmaticas, especialmente la albumina. Las variaciones en el hematocrito y en las protei-
nas pueden modificar la fraccion libre. Su metabolismo es fundamentalmente hepatico, a
través del citocromo P-450 y se elimina por la bilis. En caso de insuficiencia hepatica es
necesario su monitorizacién debido a un aumento en sus niveles plasmaticos y disminucién
del aclaramiento. Se elimina de forma activa (menos del 1%) por via renal o fecal, por lo
gue no precisa modificar su dosis en caso de insuficiencia renal (a no ser que el fallo renal
se atribuya al farmaco). De forma andloga a la CsA, aquellos farmacos que utilicen la via del

citocromo P-450 interaccionan con el FK.
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Los CNIs perjudican directa e indirectamente la generacidn de células Treg. No solo afec-
ta a su generacion si no también a su capacidad supresora al interferir en la interaccién NFAT-
FoxP3. Los efectos en estas células son dosis y tiempo dependiente. Altas dosis, pero no bajas
dosis, alteran su expresion génica®®. Una proporcién de NFAT reside constitutivamente en el
nucleo de la mayoria de estas células Treg haciéndolas resistentes a bajas dosis de CNIs!4. La
combinacion de IL-2 con CsA resulta en un incremento de Treg polarizando la IL-2 en su expan-

sién y funcionalidad, evitando la conversion antigeno especifica de las células T*>.
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Figura 5. Mecanismo de accion de CsA y tacrolimus

Fuente: Expert Reviews in Molecular Medicine 2000 Cambridge University Press*

GLUCOCORTICOIDES

Fueron los primeros farmacos empleados como inmunosupresores debido a que po-
seen una potente accion antiinflamatoria y efectos inmunomoduladores especificos. Aunque
su eficacia terapéutica se debe fundamentalmente a la inhibicidn de la sintesis de citocinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6; TNF-a, IL-2, IL-8) sus efectos varian entre los diferentes tipos ce-
lulares. Aumenta el nimero de neutrofilos mientras que disminuyen linfocitos y monocitos.
La expresién de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (CPH) de clase Il en
monocitos y macréfagos disminuye. Se disminuye la permeabilidad, la expresion de moléculas
de adhesidn y la sintesis de prostaglandinas en el endotelio vascular y la respuesta de los mas-
tocitos a la IgE. Favorecen el balance de los linfocitos T hacia Th2 y células Treg'®. Promueven

la generacidn de células pTreg a partir de promover la expresién de una proteina (GILZ) y por
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otros multiples mecanismos como por ejemplo la modulacién de la expresidn local de cito-
quinas. La proteina GILZ favorece la expresion de FoxP3, pero la inhibicién de esta proteina
no inhibe completamente la expresién de FoxP3'. Referente a las células NK, estudios in vitro
han determinado que disminuye tanto el nimero como su activacion, ademas del receptor de

activacion NKG2D. No afectan a las células NKT?,

Sus efectos terapéuticos estan mediados por dos tipos de mecanismos diferentes: ge-
némicos y no gendémicos. La via gendmica implica la unién a un receptor especifico de lo-
calizacién citoplasmatica, el receptor de glucocorticoides. El GR se ubica en el citoplasma
formando complejos heteroméricos con sistemas multiproteicos de chaperonas como hsp-90,
hsp-70 y FKBP5117. Estas proteinas asociadas tienen gran importancia para la estabilizacion
del receptor en el citoplasma, la afinidad por el ligando, la translocacién nuclear y la recircu-
lacion intracelular. Una vez producida la interaccién GC-cGCR, el complejo GR-chaperonas se
disocia, desenmascarando un dominio de localizacidn nuclear que induce la translocacién al
nucleo donde interacciona con el ADN en sitios conocidos como elementos de respuesta a
glucocorticoides (ERGC), y de manera indirecta al interactuar con otros factores de transcrip-
cion regulando de ambas maneras la expresidon de ciertos genes!®'. La activacidon de estos
ERGC induce dos mecanismos de accidon gendmica diferenciados: efecto inductor de genes
antiinflamatorios (transactivacién, ERGC+) y efecto represor de genes antiinflamatorios (trans-
represion, ERGC-). En el primer caso el complejo (GC-cGCR) forma un homodimero que activa
la transcripcidn y sintesis de proteinas antiinflamatorias como anexina-1 (lipocortina-1), IL-10
y numerosas enzimas y proteinas reguladoras. Las lipocortinas actuan inhibiendo la sintesis
de la fosfolipasa A2, enzima necesaria para la sintesis del dcido araquiddnico, disminuyendo la
sintesis de prostaglandinas y leucotrienos. Por el contrario, la interaccion directa del complejo
GC-cGCR con el ADN puede reprimir en lugar de inducir la expresién de genes proinflamato-
rios. Estos sitios se conocen como GRE negativos (ERGC-) y estdn descritos en escasos genes
como el de proopiomelanocortina (POMC) o el promotor de Fas ligando (FasL). Por otra parte,
los GC también pueden reprimir la expresién de dichos genes de forma indirecta, mediante
interacciones proteicas con factores de transcripciéon nuclear (NFkB, NFAT, STAT5, AP1) o com-

pitiendo con ellos mediante el secuestro de coactivadores necesarios para su funcion.

El mecanismo no gendmico se inicia en la membrana y en el citoplasma con la inte-
raccién de GC con receptores que presentan una estructura relacionada con la del receptor
nuclear clasico y llevan la producciéon de segundos mensajeros; receptores no clasicos que
modifican la actividad de canales idnicos y sitios alostéricos de receptores a otros mensajeros

qguimicos que producen diversos cambios en el funcionamiento celular.
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El tratamiento prolongado tiene importantes efectos secundarios adversos entre los que
se encuentran: aumento en la incidencia de infecciones, diabetogénesis, redistribucion de los
tejidos grasos, aterosclerosis, hipertensidn, osteoporosis, miopatias, alteraciones de la cicatri-

zacion, edemas y produccidn de reacciones psicoticas®.
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Figura 6. Mecanismo de accion Glucocorticoides

Fuente: Marlies C van der Goe et al. The value of glucocorticoid co-therapy in different rheumatic diseases - positive
and adverse effects. Arthritis Research & Therapy 2014 16 (Suppl 2): S2%

INHIBIDORES DEL mTOR: EVEROLIMUSY SIROLIMUS

El sirolimus (SRL) o rapamicina es un antibidtico macrdlido producido por la fermenta-
cién natural de un hongo actinomiceto (Streptomyces Hygroscopicus) descubierto en laisla de
Pascua (Rapa Nui) y presentado por primera vez en 1975 como farmaco antifungico, demos-
trando posteriormente su actividad inmunosupresora in vitro. Everolimus (EVE) es un deriva-
do semisintético de rapamicina o sirolimus. Pertenecen al grupo de inhibidores de la sefial de

proliferacion.

En el citoplasma de la célula, el complejo sirolimus-fugifilina se une a unas proteinas
MTOR (mammalian target of rapamycin). La proteina mTOR es una quinasa que transduce
sefiales desde el receptor de IL-2 y otros receptores de factores de crecimiento hacia regula-

dores del ciclo celular.
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Bloquean la sefial de transduccién requerida para la progresidon de las células estimula-
das por la IL-2 desde la fase G1 a la fase S, por tanto, suprimen la proliferacién de las células
T estimuladas por las citocinas. No afectan a la produccion de IL-2. A diferencia de los CNI,

bloquea la expansion de células T mediada por estimulos independientes del calcio?.

Son farmacos muy lipofilicos por lo que presentan una biodisponibilidad reducida. Se
unen mayoritariamente a células sanguineas, de manera que solo un 8% circula como farmaco
libre. La eliminacién depende del citocromo P450, fundamentalmente de la isoenzima CYP3A4
de la que son sustrato, pudiendo verse implicados en diferentes interacciones con farmacos

inhibidores o inductores de esta isoenzima, al igual que los CNI.

Los efectos adversos de EVE son varios, produce hipercolesterolemia, leucopenia, hiper-
trigliceridemia, trombocitopenia y anemia, efectos reversibles que desaparecen al reducir la

dosis y la exposicion al farmaco. Potencian la nefrotoxicidad de los CNI%,

En pacientes trasplantados renales, aquellos que tienen como terapia de mantenimien-
to SRL tienen 4-veces incremento de células Treg en circulaciéon cuando comparas con pacien-
tes que reciben como terapia de mantenimiento ciclosporina?*. Adicionalmente, el cambio de
CNI a SRL produce un incremento de los niveles periféricos de células Treg. El efecto negativo
de los CNI puede residir en la inhibicion de la produccion de IL-2, citocina imprescindible para
la funcién y homeostasis de las células Treg. El SRL no sdlo es capaz de expandir aquellas célu-
las nTreg, sino que células T CD4+CD25- naive se pueden diferenciar in vitro hacia células con
fenotipo Tregi y expresidn de FoxP3. Este efecto aun no esta clarificado, ademds de ser rever-
sible y requerir la presencia de manera continua de dosis bajas de SRL*. Son selectivamente
resistentes a la apoptosis inducida por rapamicina debido a una regulacién al alza de genes
anti-apoptoticos®®. Otro mecanismo es su capacidad de inhibir la maduracion de las CDs, junto
con un mantenimiento de la maduracidon de las Treg, favoreciendo el predominio de las Treg
sobre las T efectoras. Estudios in vitro en ratones que carecen del complejo mTORC1 conduce
a una disminucién de células Treg y autoinmunidad sistémica, demostrando que mTORC1 es

necesario para la adecuada activacion de las células Treg?’.

Referente a las células NK el uso de SRL puede inhibir cambios en el repertorio de sus

receptores y en su capacidad citotdxica®.
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(Fuente: Expert reviews in molecular medicine 2000 Cambridge University Press*

INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE NUCLEOTIDOS: MICOFENOLATO DE
MOFETIL

El Micofenolato de Mofetil (MMF) es un éster del acido micofendlico (AMF) producido
por especies de hongos del género Penicillium. A nivel hepatico el MMF es convertido en AMF,
su forma metabdlicamente activa. El metabolito activo es un inhibidor potente, selectivo, no
competitivo y reversible de las inosinmonofosfato-deshidrogenasas | y Il (IMPDH). La IMPDH
cataliza la conversion de la inosina monofosfato (IMP) en GMP. Existen dos isotipos. La IMPDH
tipo | es predominante en células en reposo y la IMPDH Il, enzima inducible que se expresa

predominantemente en células activadas.

Dado que los linfocitos T y B carecen de mecanismo de reutilizacidn de purinas, depen-
den de manera decisiva para su proliferacién de la actividad de la IMPDH. Por ello el AMF tie-
ne un efecto citostatico mas potente en los linfocitos que en otros tipos celulares, afectando
principalmente a la proliferacidn inducida por activacidn, ya que inhibe preferentemente a la
IMPDH ILI.
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El efecto inhibitorio del AMF sobre la IMPDH provoca un agotamiento de los nucledétidos
de guanina inhibiendo su sintesis de novo en linfocitos T y B, inhibiendo la proliferacién de
estos, impidiendo el paso de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, suprimiendo la respuesta
inmune celular y humoral®. Inhibe las fases iniciales de la proliferacion y diferenciacion de
linfocitos B en lugar de la produccién de anticuerpos por las células plasmaticas, sus efectos a

largo plazo son utiles para atenuar el rechazo por un proceso crénico del injerto.

Inhibe la expresion de moléculas de adhesién y el reclutamiento de células inmunes
en el foco de la inflamacidn, inhibicion de la maduracién de células dendriticas, la sintesis de

citocinas, induccion de apoptosis en linfocitos T.

Sus principales efectos toxicos son gastrointestinales, principalmente diarrea, hematoldgicos

como la anemia y leucopenia y aumento de los procesos infecciosos de origen viral y fungico?.

En un estudio retrospectivo en el que se compara a pacientes que recibieron MMF o
azatioprina, reportd que la incidencia de fallo créonico del injerto fue significativamente menor

con el empleo de MMF*°,

El andlisis de trasplantados renales con regimenes inmunosupresores estables han
identificado valores elevados de células Treg en pacientes que reciben MMF versus everoli-
mus3!. Gregori S et al*? han demostrado en un estudio in vitro que la combinacién del AMF
junto con moléculas co-inhibidoras tales como PD-1y CTLA4 produce un aumento de células

Treg.

Respecto al efecto de MMF en las células NK Brehm et al** y Nagy et al** informaron una

reduccidn significativa de IFNy, IL-6 y otras citocinas secretadas por las células NK.
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POLICLONALES: GLOBULINA ANTITIMOCITICA (ATG)

Es una preparacién bioldgica de origen animal, conejos inmunizados con timocitos hu-
manos, con una amplia especificidad contra antigenos expresados en los linfocitos, especial-
mente contra la cadena a y B del TCR. Se utiliza como terapia de induccidén en pacientes con
alto riesgo inmunoldgico, para retrasar la introduccién de anticalcineurinicos, o para tratar
rechazo celular corticorresistente. Depleciona los linfocitos T (CD4+ y CD8+) y células NK du-
rante muchos meses, la recuperacion del CD8+ es mas rapida que la de CD4+%. Entre los
mecanismos del ATGAM incluye la apoptosis e induccidn de anergia en los linfocitos T a bajas

dosis, citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) a dosis moderada, vy la lisis linfocitaria

mediada por complemento a altas dosis®®.
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La induccién con ATG reduce el numero de células Treg, pero menos que a células T
convencionales, favoreciendo la alteracion de la ratio Treg/Tconv. Ademas, la recuperacion de
las células Treg durante la reconstitucidn inmunolégica es mas rdpida, contribuyendo a la ele-
vacion de la ratio Treg/Tconv®’. También modula la respuesta antigénica especifica mediante
la induccion de Treg de memoria, al igual que otras células T protectoras como linfocitos Th2
y células Trl productoras de IL-10%. El efecto de cémo afecta la reduccidén de dosis de ATG*
en las treg necesita ser estudiado en profundidad, debido a que se desconoce si se alcanzan

concentraciones requeridas para inducir su generacion.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

DACLIZUMAB

Anticuerpo monoclonal inmunoglobulina IgG1 humanizado. El mecanismo de accion se
desarrolla mediante la unidn especifica a la subunidad a (Tac/CD25) del receptor de interleu-
cina-2 (IL-2R) de la superficie de los linfocitos T activados*’, impidiendo asi la union y actividad
bioldgica de la IL-2, mediante un antagonismo competitivo, inhibiendo de esta forma la acti-
vacion de los linfocitos. El IL-2R, estd constituido por tres cadenas de proteinas transmembra-
na; a (CD25), B (CD122) y y (CD132). El CD25 es especifico para IL-2, CD122 forma parte del
receptor de IL15 y CD132 es una cadena compartida por muchos receptores de citocinas*. En
situacidn basal el heterodimero By actua como IL-2R de afinidad intermedia, aumentando su
afinidad tras la unién de la subunidad a al unirse el linfocito. La accion bloqueadora de DAC
inhibe la via jak/STAT, previniendo los eventos de sefializacion intercelular desencadenados
por la IL-2. Su accidn antagonista puede ser revertida en presencia de dosis altas de IL-2, se ha
sugerido que la expresion IL-2R de afinidad intermedia (By) podria actuar como via alternativa
en un intento del sistema por restaurar la homeostasis. Otros mecanismos inmunomodulado-
res son endocitosis del complejo DAC/IL-2R*?, interfiriendo con la via de sefializacién IL-15% e

inhibicion de la expresidn de moléculas coestimuladoras (CD40L) y la sintesis de INF-y*4.

DAC tiene un perfil de toxicidad bajo al presentar poca inmunogenicidad y no induce
la sintesis de anticuerpos clinicamente relevantes, no incrementa el numero de infecciones

oportunistas ni tumores.

DAC aumenta las CD56 NK "&" por aumento de la biodisponibilidad de IL-2. Estas células
NK suprimen la respuesta inmunoldgica acabando con células autélogas T activadas o células

presentadoras de antigeno alogénicas®.
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BASILIXIMAB

Basiliximab (BAS) es un anticuerpo monoclonal quimérico murino/humano (IgG1k)
que actua contra la cadena-a del IL-2R (antigeno CD25), el cual se expresa en la superficie
de los linfocitos-T como respuesta a estimulos antigénicos. BAS se une especificamente y
con gran afinidad (valor-KD 0,1 nM) al antigeno CD25 de los linfocitos-T activados que ex-
presan el IL-2R, de gran afinidad. Esto impide la union de la IL-2 al receptor, que es una se-
fial critica para la proliferacién de las células T en la respuesta inmune celular implicada en
el rechazo de érganos. El bloqueo completo y consistente del IL-2R se mantiene mientras los
niveles séricos de basiliximab son superiores a 0,2 ug/ml (normalmente hasta 4-6 semanas
después de la administracién). Cuando las concentraciones disminuyen por debajo de este

nivel, la expresién del antigeno CD25 vuelve a los valores pretratamiento en 1-2 semanas.

Mehra MR?* realizd un estudio multicéntrico doble ciego randomizado donde compara-
ron BAS frente a placebo en pacientes TC. No se observaron diferencias en eventos adversos,
infecciones ni rechazo en ambos grupos. Los pacientes con rechazo no aclaraban BAS de ma-
nera rapida o presentaban menor saturacién de CD25 en comparacion con pacientes libres de

episodios de rechazo.

Mattei MF* compard BAS frente a ATGAM en un ensayo clinico aleatorizado determi-
nando que BAS presenta mejor tolerabilidad con similar eficacia, ademds de menos porcenta-

je de muerte asociado a infecciones.

Michel Carrier® compard BAS frente a ATGAM en un ensayo clinico de no inferioridad
indicando que BAS presenta valores mayores de CD3, CD4 y menores de NK, CD4/CD25y CD8/
CD25 que ATGAM. En el caso de ATGAM la linfopenia se mantiene desde el dia 14 hasta los
3 meses. Ademas, BAS no muestra inferioridad en términos de incidencia de rechazo a los 6

meses.

Respecto al régimen de dosificacion 6ptimo de BAS no existen estudios suficientes y
aun debe ser determinado. La posologia de BAS (2D de 20mg) se establecid originalmente
en estudios en receptores de trasplante renal®. Existen algunos estudios sobre el régimen de
dosificacidn simplificado. En realidad, Veraprapas K et al,* sugieren que dicha pauta fue bien
tolerada con una eficacia y seguridad favorables en 17 receptores cardiacos de bajo riesgo
inmunoldgico que recibieron 2D de 10 mg (baja dosis). Dicha poblacién de bajo riesgo no
desarrollé un evento de rechazo a las dos semanas postrasplante, PRA<10% y un tiempo de

isquemia menor a 18 horas. Branco®! evalud la reduccion de 2D de 20mg a 1D de 20mg (0+; 4+)
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de manera similar a nuestro estudio con un tiempo libre de rechazo mayor para los pacientes

que recibieron la pauta 2D.

En este trabajo se describe la cinética comparativa de 1D/2D, ademas de las variaciones
clinicas, bioquimicas e inmunoldgicas producidas al simplificar 2D de BAS a una 1D en una

cohorte de pacientes trasplantados cardiacos.
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Figura 9. Estructura bdsica del bloqueo de IL-2 (basiliximab)
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TRATAMIENTO INMUNOMODULADOR: GGIV

Las inmunoglobulinas son anticuerpos sintetizados por los linfocitos B, células plasma-
ticas que pueden reconocer un amplio espectro de determinantes antigénicos especificos,
que constituyen la base de la respuesta inmune humoral. La estructura Unica de la molécula
de inmunoglobulina asegura el amplio repertorio de especificidades de los anticuerpos. Los
productos de inmunoglobulina intravenosa (GGIV) derivan del plasma humano agrupado de
miles de donantes, lo que garantiza que estos preparados contienen una amplia diversidad
de repertorio de anticuerpos con toda la gama de regiones variables (unién a antigeno) de
anticuerpos en suero normal. Originalmente fueron usadas para el tratamiento de las inmu-
nodeficiencias primarias y secundarias, actualmente se esta incrementado su uso en el trata-
miento de diferentes desérdenes inflamatorios y autoinmunes®. La mayoria de las prepara-
ciones GGIV consiste en una IgG intacta con una vida media de 3 semanas con trazas de IgA,
CD4 y CD8 soluble, moléculas de HLA y ciertas citoquinas. El efecto bactericida y antiviral de
la molécula de IgG depende del fragmento Fc. La porcién Fc le permite interaccionar con el
receptor Fc (CD16) en los linfocitos CD19 y en otras células del sistema fagocitico, activacién

del complemento y aclaramiento de microorganismos.

Los mecanismos de accidn de las GGIV son complejos, debido a que estas poseen una
gran actividad inmunomoduladora, que se basa fundamentalmente en la modulacién de la
expresion de los receptores Fc, segun el tipo celular y el estado de receptividad de la célula.
Por esta razdn, pueden ejercer efectos proinflamatorios y antiinflamatorios®. Sus efectos bio-
l6gicos se pueden dividir en aquellos dependientes de la porcién Fc, los dependientes de la

porcion Fab, y los dependientes de ambas, Fc y Fab.

EFECTOS DEPENDIENTES DE FC
INHIBICION DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Su capacidad de unién a los fragmentos C3b y C4b del complemento es una funcion es-
pecifica de la regidn Fc de las moléculas de isotipo IgG. Esta funcidn previene el depdsito de
fragmentos activos de C3 y C4 en los tejidos, lo que conlleva el blogqueo de la formacién de la
enzima convertasa C5 (C4b2a3b), previniendo de este modo el dafio tisular mediado por el

complemento. No esta restringida a un solo isotipo de IgG.
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En dermatomiositis el efecto beneficioso de la GGIV* se debe a la prevencién de la de-
posicidn de fragmentos activos de C3 y C4 en células endoteliales en los capilares endomisia-

les, evitando la isquemia de fibras musculares y por tanto la debilidad muscular.

BLOQUEO O SATURACION DE LOS RECEPTORES FC

Estos receptores permiten a las células del sistema inmune reconocer a los anticuerpos
gue se encuentran unidos a la superficie de microorganismos y de células infectadas, ayudan-

do asi a su reconocimiento y eliminacion.

Este es el caso, por ejemplo, de las citopenias autoinmunes periféricas la GGIV satura
los receptores Fc en monocitos y macrofagos, bloqueando la fagocitosis de los hematies op-

sonizados por anticuerpos y conduciendo a un rapido incremento del nimero de plaquetas®®.

EXPANSION DE CELULAS TREG (CD4+CD25+ FoxP3+)

La GGIV puede modular el sistema inmunoldgico mediante la expansién en nimero y
potenciacion de la funcién supresora de las células Treg. El mecanismo puede ser directo o
indirecto a través del incremento de la produccién de citoquinas o efectos en las CPA. Kessel et
al*” reportaron un incremento de la expresion intracelular de TGF-B, IL-10 y FoxP3 ademas de
incrementar su funcion supresora. De Groot et al®® mostraron que la molécula de I1gG contiene
regiones o epitopos llamados "Tregitopes" en la regidon Fc que son capaces de activar estas

células Treg.
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Figura 10. Mecanismo de accion GGIV en los linfocitos T

Fuente: Anne S. De Groot et al. Activation of natural regulatory T cells by IgG Fc—derived peptide “Tregitopes” Blood.
2008 Oct 15; 112(8): 3303-3311%¢

Las células dendriticas (CPA) internalizan pequefios péptidos de la porcion Fc, conocidos como ‘Tregitope’, se unen a
la molécula MHC Il y son presentados a la célula Treg, activdandose y suprimiendo el efecto de las células T efectoras


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De Groot AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18660382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2569179/

3. TRATAMIENTO INMUNOMODULADOR: GGIV

DISMINUCION DEL NUMERO DE MONOCITOS CD14+CD16+ PROINFLAMATORIOS

Los monocitos se clasifican en 2 subpoblaciones principales: CD14++CD16- (o clasicos) y
los CD14+CD16++ (no-clasicos o proinflamatorios). Los monocitos CD14+CD16++ representan
aproximadamente el 10% del total de monocitos en sangre y se caracterizan por la capacidad

de producir citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-12.

En pacientes con CVID y XLA, Siedlar et al*® observaron una reduccion transitoria de
monocitos proinflamatorios que regresaron a niveles basales después de la infusidn de GGIV,
ademads de la supresidn de citoquinas proinflamatorias. Un posible mecanismo es la induccidn
de apoptosis a través de su unidn y entrecruzamiento con CD32B. Otro posible mecanismo es
la presencia de anticuerpos agonistas y antagonistas anti-CD95 que interaccionan con el CD16

incrementando la expresion de genes proapoptoticos.

EFECTOS DEPENDIENTES DE FAB

NEUTRALIZACION DE AUTOANTICUERPOS Y/O INHIBICION DE LA PRODUCCION DE ESTOS

La GGIV es capaz de interactuar especificamente con los determinantes idiotipicos de
los autoanticuerpos, capacidad que le permite regular los clones de linfocitos B autorreactivos
in vivo. La regulacién de estos linfocitos autorreactivos neutraliza y bloquea la produccién de

autoanticuerpos®.

ACTIVACION O BLOQUEO FUNCIONAL DEL RECEPTOR DE MUERTE FAS (CD95)

Altznauer et al demostraron® que la GGIV puede inhibir o activar la muerte celular de-
pendiente de caspasas al unirse al receptor Fas (CD95) de la membrana celular. En funcién del
tipo celular y la dosis de IgG puede contener anticuerpos agonistas o antagonistas anti-CD95

favoreciendo o inhibiendo la muerte celular.
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UNION A LECTINAS

Von Gunten et al®? estudiaron el efecto de estos preparados en receptores tipo lectina
(receptores del ac sialico) expresados mayoritariamente en células del sistema inmune. Exis-

ten dos tipos de receptores:

e Siglec-8: expresados en eosinofilos, granulocitos y mastocitos que intervienen en
la sobrevida/muerte. El efecto proapoptoético se incrementa en presencia de IL-5
y del factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). Este
efecto podria resultar beneficioso en pacientes con hipereosinofilia en enferme-

dades alérgicas como la enfermedad de Churg-Strauss.

¢ Siglec-9: se expresa fundamentalmente en neutroéfilos, granulocitos y monocitos. El
efecto proapoptdtico en neutrdfilos se potencian en presencia de citoquinas proin-
flamatorias (GM-CSF, interferén IFNy) e implica la liberacion de especies reactivas de

oxigeno y la activacion de vias dependientes e independientes de caspasas.

EFECTOS DEPENDIENTES DE FABY FC
REGULACION DE LOS LINFOCITOS B

Diversos mecanismos se han descrito para explicar el efecto que producen en los linfo-
citos B, desde interaccion con receptores en la superficie del linfocito B hasta un estado de

anergia.

Proulx et al®® han demostrado que la presentacién antigénica esta inhibida por un me-
canismo FcyR independiente. Este efecto inhibitorio ocurre por mecanismos intracelulares no
aclarados mediante los cuales la GGIV es internalizada en el interior del linfocito B e interac-

ciona con proteinas intracelulares involucradas en la presentacidn antigénica.

De Grandmont et al** indicaron que, bajo condiciones especificas de activacion del lin-
focito B como la activacion de CD40, la GGIV puede promover la diferenciacién hacia células
plasmaticas secretoras de IgG, aumentando la secrecidon de inmunoglobulinas reactivas frente

a autoanticuerpos.

Mitrevski et al*® observaron que la GGIV produce un estado de anergia en los linfocitos

B blogueando BAFF y APRIL, ademas de suprimir la via de sefializacion PI3K.
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Figura 11. Interaccion GGIV con los linfocitos B

Fuente. Mitrevski M et al Intravenous Immunoglobulin and Immunomodulation of B-Cell - in vitro and in vivo Effects.
Front Immunol. 2015 Jan 22;6:4 . Se han propuesto cinco mecanismos: 1y 2: Unidn a receptores inhibidores en la
superficie del LB (CD22 y FcyRllb) 3 Union antiidiotipica con el BCR transmite sefiales negativas y modula la produc-
cion de autoanticuerpos. 4. Patrones de superantigeno estimula la activacion del LB 5. Inhibicion de TLR-9 y TLR7 y de
produccion de citoquinas proinflamatorias inducidas por TLR

DISMINUCION DE LA ACTIVACION DE CELULAS T

Existe bastante controversia en referencia cudl es el mecanismo (interaccién con recep-
tores Fc del propio linfocito T o indirectamente con receptores Fc de CPA) y la molécula res-

ponsable del efecto (molécula intacta de IgG, alguna fraccién de esta o moléculas accesorias).

Diversos estudios®® demostraron la capacidad que tienen estos preparados para supri-
mir la proliferacidn de linfocitos T en respuesta a mitégenos y la inhibicidon de la produccion

de citocinas.

Mac Millan® et al sugieren que tanto la molécula completa como los fragmentos de
F(ab’)2 inhibieron directamente la proliferacién de linfocitos T estimulados con anticuerpos
anti-CD3 y anti-CD8, y que el mecanismo por el cual se produce se debe al bloqueo o interac-

cion con receptores de superficie.

Aubin®® et al demostraron que la GGIV suprime la activacion de los linfocitos T mediante
la alteracién en la capacidad de las CPA de presentar antigenos mediante un nuevo mecanis-

mo de internalizacién de las moléculas IgG (este mecanismo es independiente del receptor
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FcYRIIb). Este mecanismo supone que la GGIV es sometida a un proceso de protedlisis en el
interior de la CPA, en el cual se producen péptidos con la suficiente afinidad como para com-
petir con los péptidos de los antigenos que son expuestos por las moléculas HLA de clase Il.
Este mecanismo podria explicar el conocido efecto antiinflamatorio de la GGIV en las enfer-

medades autoinmunes.

Trepanier et al®” explicaron el efecto antiinflamatorio por el bloqueo de importantes

moléculas en la superficie del linfocito TCD8+, como el TCR.

SUPRESION DE LA PRODUCCION DE CITOQUINAS, INDUCTOR DE ANTAGONISTA DE
ESTAS Y MODULACION DE MOLECULAS DE ADHESION

Abe Y et al® han demostrado que la GGIV tiene capacidad de suprimir la produccién de
algunos mediadores de la inflamacién (IL-1; TNF-a, TNF-B), por células mononucleares de san-
gre periférica estimuladas con superantigenos bacterianos o lipopolisacaridos, incrementan-
do en paralelo la produccion del antagonista del receptor de la IL-1, molécula antiinflamatoria
que contrarresta los efectos de la IL-1. También se ha confirmado que producen disminucién
de moléculas de adhesion celular (ICAM-1, ELAM), aumento de quimiocinas y diversos genes

inmunorreguladores®.

MODULACION DE LAS PROPIEDADES DE LAS CELULAS DENDRITICAS

Diferentes estudios’®’* han indicado que la GGIV inhibe la maduracidn de las CDs in vitro
y anulan su capacidad para secretar IL-12 a la vez que mejora la produccién de IL-10. Inhibe la
expresién de moléculas coestimuladoras CD40, CD80, B7 y CD86 impidiendo asi la activaciéon
de la célula T. Ademas, bloquea la diferenciacién de los monocitos a CDs. En relacidn con los
efectos de la GGIV (multimeros y dimeros de IgG) en CDs y células NK, se ha demostrado que
facilita el reconocimiento de las células dendriticas maduras por las células NK via receptor
FcyRlll, facilitando la activacion y produccidn de IFNy de estas ultimas. Ademas, predomina
el fenotipo NK *&", con una expresion reducida de CD16, Nkp30, receptores KIR (CD158a,
CD158b) y un aumento de expresidn de quimiocinas CCR7 y CXCR3"2,



3. TRATAMIENTO INMUNOMODULADOR: GGIV

Disminucidn diferenciacion y produccién moléculas coestimuladoras DC

Disminucidn activacion y proliferacién célula T

n“ )
\ \._____,../ /\ Expansidn de células T reguladoras
on |\ /

Aumento activacion NK (‘ [ [regeall

/ s
. . .z . .z re ) =5
Disminucién activacion macréfago Mo //.\
g | @ |
\ J

Aumento de la activacién por bloqueo FcyRs

Figura 12. Mecanismo de accion GGIV

Fuente: Ballow M The IgG molecule as a biological immune response modifier: mechanisms of action of intravenous
immune serum globulin in autoimmune and inflammatory disorders. J Allergy Clin Immunol. 2011 Feb;127(2):315-23%
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Tabla 1. Conceptos claves GGIV
Conceptos Clave GGIV

- La molécula de IgG podria ser la molécula natural inmunomoduladora del sistema inmune.

- Modula un nimero de caminos efectores, incluido el bloqueo del receptor Fc, neutralizacion,
incremento en el aclaramiento de autoanticuerpos, disminucién de la produccién de citoquinas,
bloqueo de moléculas de adherencia, modulacién de apoptosis, inhibe la captacion de
componentes del complemento en los tejidos diana, modulacién de la apoptosis y regulacién de la
funcion inmunitaria de linfocitos By T.

- Regulacidn inmune a través del receptor FcYRIIb en macréfagos es un mecanismo de accion
importante para la modulacion de GGIV.

- El dominio Fc sidlico de la molécula de IgG es importante en este mecanismo de accién y esta
mediado por el receptor DC-SIGN en la activacién del receptor FcYRIIb.

- Las propiedades inmunoreguladoras de la GGIV en las enfermedades mediadas por células T debe
ser potenciada por las Treg.

Implicaciones terapéuticas:

- Es una importante modalidad para el tratamiento de enfermedades autoinmunes y desérdenes
inflamatorios.

- Conociendo qué componente/s de la molécula de IgG son responsables del efecto
inmunomodulador se puede facilitar el disefio de otras moléculas inmunomoduladoras especificas
mediante ingenieria molecular.

Fuente: Ballow M The IgG molecule as a biological immune response modifier: mechanisms of action of intravenous
immune serum globulin in autoimmune and inflammatory disorders. J Allergy Clin Immunol. 2011 Feb;127(2):315-23%
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CELULAS T REGULADORAS

PERSPECTIVA HISTORICA

La evidencia de la inmunorregulacion mediada por células TCD4+, especialmente en el
trasplante, ha existido durante mas de dos décadas. En diversos modelos de roedores se ha
demostrado que la transferencia de células T frente a un determinado antigeno suprime la
produccidn de anticuerpos frente a ese antigeno’>’*74, A diferencia de los anteriores estudios
donde las células supresoras fueron inicialmente identificadas dentro de la poblacién de célu-
las TCD8+, en 1995 el grupo de Sakaguchi mostraron un modelo adoptivo de transferencia de
autoinmunidad donde la supresion residia exclusivamente en las células TCD4+CD25+ (células
Treg), y que dichas células derivan del timo a partir de células T convencionales y expresan el
TCRapB”. La importancia critica es indiscutible, sobre todo teniendo en cuenta la reciente de-
mostracion realizada en ratones adultos que sufrieron un ataque autoinmune masivo después
de la deplecién de dichas células Treg’®. La participacion de estas células en la mayoria de los

modelos de tolerancia aloespecifica estd ahora bien documentada 777879,

POBLACIONES DE CELULAS TREG

. CD4" efleciorn

Figura 13. Origen de los diferentes Treg (naturales y adaptativas)

S. M. Kang CD4+CD25+ Regulatory T Cells in Transplantation®: Progress, Challenges and Prospects. American Journal
of Transplantation 2007; 7: 1457-1463
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NATURALES (NAIVE, ACTIVADAS)

Las células Treg naturales (tTreg, nTreg) se originan en el timo, y se ha demostrado que
ejercen un papel fundamental en el control de enfermedades autoinmunitarias, ademas de
suprimir una variedad de respuestas patoldgicas inflamatorias en un amplio espectro de an-
tigenos no propios, pero no es antigeno especifico. Representan del 3 al 10% del total de
células TCD4+. Estdn menos implicadas en la respuesta inflamatoria que se desencadena en
el rechazo que las células treg adaptativas o inducibles (pTreg, Tregi). Es posible que su de-
sarrollo en el timo se debe a un reconocimiento intermedio de antigenos propios evitando
posteriormente el proceso de seleccién negativa. Expresan constitutivamente una variedad
de moléculas de superficie asociadas comunmente a células T activadas o de memoria, como
son el CD25, CD45RB low, CD62L, CD103, antigeno leucocitario T citotédxico (CTLA-4) 6 CD152,
proteina coestimuladora (ICOS), HLA clase Il y el gen relacionado con la familia del receptor
del factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides (GITR). En humanos, la mejor ma-
nera de seleccionarlas seria mediante la expresion elevada de CD258. La molécula de FoxP3,
en presencia de la combinaciéon de CD4 y CD25, ha sido muy utilizada para identificar las Treg.
Esta molécula estd mayormente expresada en CD4+CD25+ TCR af3, aunque muchas células
que lo expresan no expresan el receptor de superficie CD25 y algunas son CD8+%. El hecho
de que FoxP3 sea un factor de transcripcion lo imposibilita para ser utilizado como marcador
para seleccionar células vivas y realizar estudios funcionales. Se han buscado otras moléculas
adicionales que permitan identificar mejor a las células Treg. Recientemente se ha descrito
que la ausencia o baja expresién del receptor para el receptor de IL-7 (CD127) en los TCD4+

se correlaciona muy bien con la expresidén de FoxP3 y con la actividad inmunorreguladora®.

TCR

/\ CD127 low

FoxP3 GITR

/

CDB2 [ -3/- CD25 hlgh

S

CTLA-4

CD27

Figura 14. Marcadores fenotipicos tTreg
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Las células tTreg se diferencian en dos diferentes estados de activacién segun la ex-
presion del receptor de ICOS: naive (CD45RA+FoxP3+, ICOS+ o -) y activado/diferenciado
(CD4A5RA-CD45R0O+FoxP3+, ICOS+). Las tTreg ICOS+ ejercen su efecto supresor mediante IL-10

mientras que las células tTreg ICOS — lo ejercen mediante TGF-p.

Tabla 2. Porcentaje de FoxP3 en células que expresan CD127.

Median % FoxP3 Rango
CD4* CD127"- 41.5 22.8-58.5
CD4* CD127¢ 2.5 1.2-5.0
CD4* CD127"°-CD25* 86.6 67.4-93.6
CD4* CD127"-CD25" 25.5 14.8-39.5
CD4* CD127* CD25* 22.9 11.5-39.2
CD4* CD127* CD25" 1.8 1.0-3.3

Fuente: Weihong Liu et al. Journal of Experimental Medicine. Vol. 203, No. 7, July 10, 2006 %

CELULAS TREG INDUCIBLES TREGI (PTREG)

Son inducidas en sangre periférica por la conversién de células Tinmaduras CD4+ CD25-
FoxP3- (THO) en presencia de un microambiente particular. Aunque presentan el mismo feno-
tipo y funcién que las tTreg, la duracién de la expresion de FoxP3 es transitoria y de menor

intensidad.

Las células Trl pueden ser generadas a partir de linfocitos CD4 naive por estimulacién
antigénica en presencia de IL-10 tanto in vivo como in vitro,®. No expresan de manera cons-
titutivamente FoxP3. No se ha descrito ninglin marcador que las diferencien. Secretan IL-10 y
TGF-B, los cuales han demostrado ser criticos para su efecto inmunosupresor, aunque también
pueden secretar IL-2, IL-5 e interferdn y (INF-y). Suprimen las respuestas de células T naive
y memoria, asi como la expresidon de moléculas coestimuladoras y la secrecién de citocinas
proinflamatorias por las CPAs. Pueden actuar en fases tardias para detener la respuesta inmu-

nitaria y mantener la tolerancia.

Las células Th3 son similares a las Trl en muchas caracteristicas, son células TCD4+CD25+
inducidas por antigenos orales en los nédulos linfaticos mesentéricos, las cuales fabrican

TGF-B y cantidades variables de IL-4 e IL-10%. La citocina TGF-P®® es capaz de convertir células

af
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T CD4+CD25—-naive en células T CD4+CD25+ induciendo la expresion de FoxP3. Debido a que
expresan FoxP3, no se pueden diferenciar a través de marcadores de las nTreg. Actuan primor-

dialmente en células T efectoras.

Las células reguladoras CD8+CD28- expresan el ARNm de FoxP3. Actdan primordialmen-
te en CPA¥. La exposicion de estas células Treg con monocitos y CPA resulta en la expresidon
en las mismas de genes que codifican para ILT3 e ILT4, receptores pertenecientes a la super-
familia de las inmunoglobulinas presentes en células NK. La expresidon de estos motivos da
lugar a la inhibicidn de la activacion del factor nuclear-kB (NF-kB) y a una capacidad reducida
de las CPA a transcribir moléculas coestimuladoras dependientes de NF-kB, dotandolas asi de

capacidad reguladora.

Tabla 3. Diferentes tipos de pTreg

Tipo de pTreg Trl Th3 CD8+CD28-
Origen TCD4CD25-naive TCD4CD25-naive CD8+
Fenotipo CD4CD25(low)FoxP3- CD4CD25(low)
CD45RB (low) FoxP3+CD45RB (low)
Localizacién Sangre Periférica Nodulos linfaticos Sangre Periférica
mesentéricos
Citoquinas IL-10 TGF-B
que producen TGF-B IL-4, IL-10

Funcion

-Supresion LT naive
-Disminucidn
expresién moléculas

-Supresion LT efectoras

-Ayudan alos LB en la
produccidén de IgA

-Disminucion
expresion moléculas
coestimuladoras en
CPAs

coestimuladoras en CPAs

MOLECULAS ESENCIALES PARA EL DESARROLLO DE LAS CELULAS TREG

e FoxP3: Es el factor de transcripcién derivado del gen forkhead (fkh) en Drosophila
melanogaster. Pertenece a factores de transcripcién con dominio “forkhead” rela-
cionados con la diferenciacién embrionaria. Es el principal regulador del desarro-
llo y funcién de las células Treg. Sobreexpresa CD25 y otras moléculas de superfi-
cie tales como CTLA-4 y GITR, mientras que disminuye la produccién de IL-2, IFN-y
e IL-4.
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e IL-2: Es conocido que tiene multiples dianas, incluido los linfocitos CD4+ y CD8+,
linfocitos B y las células NK, presenta funciones pleiotrépicas con efectos contradic-
torios. Facilita la diferenciacion de linfocitos TCD4+ hacia Thly Th2 y la expansién de
linfocitos TCD8+ de memoria y células NK. Por el contrario, promueve la apoptosis
de células T activadas, impide la diferenciacion de las células T naive hacia células
Th17, y favorece la diferenciacién de células T naive a células Treg. En resumen, las
células T activadas no reguladoras contribuyen al mantenimiento, expansion y acti-

vacion de células nTreg, mediante un mecanismo de feedback negativo.
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Figura 15. Funcion de la IL-2 en la homeostasis inmunoldgica

Fuente: Shimon Sakaguchi et al. Regulatory T cells and immune tolerance. Cell. 2008 May 30;133(5):775-87%

MECANISMO DE ACCION DE LAS CELULAS TREG

Las células Treg expresan TCR (reconoce antigenos propios y no propios) y son capaces
de suprimir tanto la respuesta inmune especifica adaptativa como la innata. Se dividen en 2
categorias: directo (dependiente de contacto celular y mediado por citoquinas) e indirecto

(mediado por CPAs). Se han sugerido varios mecanismos de actuacién 8%-%992;

e Secrecién de citoquinas inhibitorias IL-10, IL-35 y TGF-, que actlan en las células

T convencionales y células dendriticas:

- IL-10 produce disminucién de la expresion de moléculas coestimuladoras en
las CPAs y reduce la produccién de citocinas proinflamatorias, ademads inhibe

la produccion de IL-2 y del factor de necrosis tumoral (TNF- a) en las células

TCD4+°2,

a9


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18510923

I. INTRODUCCION

- TGF-B disminuye la funcién de las CPAs* e inhibe la proliferacion y secrecion

de citocinas en las células T.

e La expresion de moléculas de membrana inhibitorias: CTLA4 y LAG-3 (activacion
del gen 3 linfocitario) puede suprimir la actividad de las CPAs consecuentemente

la funcion de las células T efectoras.

e Secrecién de perforina y granzima B que producen muerte celular en linfocitos
TCD4+y TCD8+%.

- Compiten con las células T efectoras activadas por la IL-2 para mantener sus
niveles a nivel periférico, de manera que al secuestrar IL-2 impiden la activacién

de la célula T efectora °°°°.

e La expresién de CTLA-4 en las células nTreg es capaz de inducir la expresién
de indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) y disminuir la expresién de CD80/CD86
en CDs induciendo un estado tolerogénico. La expresion de este enzima tiene
efectos inmunomoduladores debido a multiples mecanismos incluidos la de-
plecion de triptéfano (necesario para las funciones normales del linfocito T) y
la produccién de catabolitos derivados de triptéfano que producen anergia en

los linfocitos T°7.

e Conversidon de células T efectoras en células pTreg, fendmeno denominado
“tolerancia infecciosa”: Los mecanismos moleculares implicados en esta con-
version requieren de mas estudios, recientemente se ha observado que puede
deberse a la induccidon de al menos de cuatro enzimas que consumen aminoa-
cidos esenciales por parte de las células Treg antigeno-especificas. Se reduce
la sefializacién de la diana de rapamicina (mTOR) lo cual provoca la expresion
de FoxP3 en las células T naive que depende también del TCR y del sinergismo
con TGF-B%%,

e TGF-B produce modulacién a la baja de este receptor (NKG2D) en las células NK,
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Figura 16. Mecanismo de accion células Treg

Fuente: Vignali DA, Collison LW, Workman CJ. How regulatory T cells work. Nat Rev Immunol. 2008; 8: 523-32*

CELULAS TREG EN TRASPLANTES

La tolerancia en el trasplante se define como un estado de no respuesta de los linfocitos
Ty B donantes especificos con funcion del injerto preservada con un minimo uso crénico o no

de inmunosupresores.

La tolerancia inmunoldgica esta mediada por mecanismos centrales y periféricos. La
tolerancia central conlleva la eliminacion de linfocitos T intratimicos que reconocen autoan-
tigenos expresados en el timo con alta avidez. La observacion del grupo de Medawar et al*®
confirmaron que la tolerancia central frente a aloantigenos puede ser llevada a cabo por la
induccion total o mixta de quimerismo hematopoyético. En este escenario las células del do-
nante originadas, espontaneamente por el injerto o infundidas por protocolos terapéuticos
(trasplante de médula dsea, TMO, trasplante de células madre hematopoyéticas, HSCT) pue-

den migrar al timo del receptor e inducir eliminacién de células T reactivas del donante!®,

La tolerancia periférica a antigenos propios y no propios es llevada a cabo por la elimina-
cion y anergia de células T activadas. El encuentro de células T naive con CPA, principalmente
células dendriticas, modula su diferenciacién hacia células T efectoras y reguladoras. Estas
células T efectoras pueden ser controladas por células Treg modulando la inmunogenicidad de

las CPA y el microambiente local de citoquinas.
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Las células T pueden reconocer los aloantigenos mediante dos vias. En la primera las
CPAs del donante migran a los ganglios linfaticos y presentan en su superficie moléculas alége-
nas del MHC sin procesar a los linfocitos T del receptor (via directa). En la via indirecta las CPA
del receptor pueden migrar al injerto donde capturan y procesan los péptidos derivados de
las moléculas alégenas del MHC. Estos péptidos se ensamblan a moléculas propias de MHC. El
reconocimiento directo es el responsable de rechazo agudo mientras que el indirecto puede
ser responsable tanto de rechazo agudo como de rechazo crénico o pérdida a largo plazo del
injerto. La via de reconocimiento indirecto es la ruta dominante de inmunorregulacion utiliza-
da por Treg. La evidencia se ha observado de estudios de tolerancia oral'®, donde la adminis-
traciéon oral de alopéptidos y células que expresan un tipo de MHC clase | del donante favorece
la disminucion de la respuesta aloespecifica. En otro estudio se demostrd que pacientes que
han recibido transfusiones sanguineas previas al trasplante renal y que comparten al menos

un MHC de clase Il con el donante presentan una mejor evolucion?®®,

La primera evidencia del control de la alorespuesta por parte de las Treg se encontrd en
un modelo de trasplante cardiaco en ratas con tolerancia a largo plazo y donde se observo la
capacidad que tenian estas células de transferir tolerancia’. ®Sakaguchi y Hara M*% sugirie-
ron que las células Treg implicadas en tolerancia requieren de IL10 a la vez que TGF-B in vivo, y
responden a aloantigenos mediante la via indirecta de reconocimiento. Ademas, en ausencia

de Treg, varios tratamientos por si solos no son capaces de inducir tolerancia al aloinjerto”’.

Después del trasplante la presencia continua de aloantigenos del donante procedentes
del injerto promueve la generacidn de Treg; por tanto, el injerto es esencial para el manteni-

miento de la tolerancia in vivo®.

En estudios in vivo, se ha demostrado que las Treg aloantigeno-especificas son capaces
de prevenir el rechazo iniciado por las células TCD4+ tanto en trasplante de érganos'® como

de médula dsea'® asi como prevenir la enfermedad de injerto contra huésped?!°.
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Figura 17. Origen de células Treg aloantigeno especificas

Fuente: Wood KJ, Sakaguchi S. Regulatory T cells in transplantation tolerance. Nat Rev Immunol. 2003 Mar;3(3):199-
210. % (www.nature.com/reviews/immunol)

Las células Treg antigeno especificas se pueden generar por seleccion positiva en el timo, por expansion clonal en la
periferia de tTtreg que presentan reactividad cruzada a aloantigenos y por conversion de células T naive

INMUNOTERAPIA BASADA EN CELULAS TREG

Recientemente varios protocolos se estdn usando para el desarrollo de células Treg. Se
pueden obtener mediante conversién ex vivo de células T naive en células iTreg cultivando es-
tas células CD25- con TGF-B o mediante la combinacidn de vitamina D asociado a dexametaso-
na. También se pueden expandir in vivo con el uso de varias drogas inmunomoduladoras como
anticuerpos monoclonales, MMF junto con la forma activa de vitamina D e IL-10, regimenes

terapéuticos donde se introduce mds tarde el CNI, etc.

Jorge-gallego valle et al''! demostraron la generacion in vitro de células iTreg a partir
de células T Naive de timocitos humanos en presencia de IL-2, TGF-$ a través de la activacion
CD3/CD28. Indicaron que la estabilidad del fenotipo de las células Treg depende del microam-

biente, el estado epigenético de las células estimuladas y de la degradacién de FoxP3.
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CELULAS TREG E INFECCION

Las células Treg producen una disminucion de la respuesta inmunitaria hacia patdgenos
lo cual puede provocar una respuesta inadecuada frente a la infeccidn. Sin embargo, estas cé-
lulas pueden ayudar a limitar el dafio tisular causado por respuestas inmunoldgicas intensas
contra patogenos. Las condiciones creadas por los agentes infecciosos (TGF-B, IL-2) favorecen
la llegada y supervivencia de las células Treg'*%. En el caso de pacientes trasplantados con
riesgo de infeccion y/o enfermedad por CMV puede ser util con el objetivo de promover una
reconstituciéon inmune mds rapida. Se estan investigando estrategias terapéuticas para abolir
o incrementar la respuesta de las células Treg en funcidn de si interesa aclarar el patégeno o
evitar los dafios colaterales en el hospedador. Si interesa aclarar el patdégeno se emplean sus-
tancias que bloquean moléculas esenciales paras su funcién reguladora tales como CTLA-4,
TGF-B y IL-10 o incrementar su respuesta mediante citoquinas que favorecen su supervivencia

(IL-2 y TGF-B) para evitar el dafio excesivo en el hospedador!®3,
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Diferentes anticuerpos monoclonales anti-CD25 inducen cambios en porcentaje y nu-
mero absoluto en diferentes poblaciones linfocitarias en sangre periférica que podrian rela-
cionarse con complicaciones como rechazo, enfermedad vascular del injerto e infecciones tras

el trasplante cardiaco (TC).

La administraciéon de GGIV induce cambios en la distribucion y fenotipo de las pobla-
ciones linfocitarias en distintas enfermedades inmunoldgicas y podrian relacionarse con un

efecto inmunomodulador.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto de diferentes tratamientos inmunomoduladores sobre la activacién
y/o diferenciacion de distintas poblaciones leucocitarias mediante el analisis de diferentes

marcadores por citometria de flujo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describirloscambiosinducidosenelnimeroy porcentaje de distintas subpoblaciones
linfocitarias de dos regimenes distintos de BAS. Evaluar si la administracidon de una

sola dosis se relaciona con aumento de las complicaciones post-TC

2. Estudiar los efectos del anticuerpo monoclonal quimérico basiliximab (BAS) y
humanizado (DAC) sobre la cinética de expresiéon de CD25 en linfocitos TCD4+ y

TCD8+ en TCy su correlacién con complicaciones clinicas.

3. Evaluar las modificaciones inmunofenotipicas de linfocitos T, B y NK en sangre

periférica inducidas por el tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas (GGIV).
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IIl. MATERIALES Y METODOS

PACIENTES

Los aspectos éticos-legales planteados en este trabajo fueron sometidos a aprobacién
del Comité de Etica e Investigacion Clinica del Hospital General Universitario Gregorio Mara-
fion (HGUGM). Asi mismo, a todos los pacientes y controles se les solicité un consentimien-

to informado para participar en el estudio con la finalidad de garantizar su confidencialidad.

El proyecto se plantea como un estudio prospectivo para la caracterizacion inmunolégi-
cay clinica de TC que reciben por protocolo habitual 2D o 1D de BAS y de pacientes sometidos

a terapia bioldgica con inmunoglobulina intravenosa (GGIV).

De 66 TC se analizaron aquellos con supervivencia mayor de 30 dias y que recibieron
como tratamiento de induccién BAS (n=57). Las caracteristicas clinicas y demograficas de los
pacientes se resumen en la tabla 12 (resultados). Las causas de mortalidad y tiempo de super-

vivencia se resumen en la tabla 27 (resultados).

Todos los pacientes recibieron como terapia induccion BAS 1D (n=39) o 2D de (n=19),
micofenolato de mofetil (1000mg) y metilprednisolona (500mg). Pacientes con mayor riesgo
de fracaso renal recibieron 2D de BAS para retrasar el uso del anticalcineurinico. A las 48 horas
del trasplante se introdujo la triple terapia de mantenimiento que incluia un farmaco inhibidor
de la calcineurina, tacrolimus (n= 64) o ciclosporina (n=2), micofenolato de mofetil y predni-
sona. Tres pacientes hicieron cambio a inhibidores de mTOR (sirolimus, everolimus). Como
tratamiento profilactico inmediatamente después del trasplante se administré ganciclovir IV
5mg/Kg ¢/12h durante 14 dias, cefazolina 2 gr ¢/8h el primer dia post-TC, trimetroprim-sul-
fametoxazol 160/800 mg via oral (VO)/12 h dos veces por semana durante el primer afio,

nistatina 500.000 U VO/8h y norfloxacino 400mg VO/12h a lo largo del primer mes posterior
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al trasplante e itraconazol en aquellos individuos con riesgo de aspergilosis. En pacientes con
discordancia CMV (serologia CMV R-/D+) se administré como tratamiento profilactico inmu-

noglobulinas hiperinmunes anti-CMV (CMVIG, ®Cytotec, Biostest).

En caso de pacientes CMV seropositivos, se considera la ampliacidon del material gené-
tico (QNAT) el método de eleccidn para la monitorizacion de la infeccién/ enfermedad por

CMV!4, siendo util como indicador de reactivacion o reinfeccion durante el seguimiento.

Se realizé un estudio observacional prospectivo en 5 pacientes que recibieron GGIV no
especifica a altas dosis (2gxkg/mes) y en 5 que recibieron inmunoglobulinas hiperinmunes
anti-CMV (150 mg/kg). También se realizé un estudio de cohortes prospectivo para valorar
las diferencias inmunoldgicas en 25 pacientes trasplantados cardiacos que recibieron GGIV a

dosis sustitutivas (100mg/kg) por hipogammaglobulinemia secundaria e infecciones severas.

Aunque la tesis se centra en TC de manera excepcional se afiadieron una pequefia serie
de pacientes con enfermedades autoinmunes (dermatomiositis) debido a que no se pudieron
conseguir pacientes que requiriesen GGIV a altas dosis en trasplante durante la fase de estu-

dio de la tesis.

OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

De cada paciente se recogieron 5ml en tubos tratados con acido etilendiaminotetracéti-
co (EDTA) para realizar el contaje de células sanguineas: leucocitos totales y subpoblaciones,

neutrofilos y linfocitos de forma absoluta y porcentual.

También se recogieron 10 ml en tubos con heparina de sodio a partir de los cuales se
obtuvo el plasma de la muestra mediante técnicas de centrifugacion (3500 revoluciones por
minuto durante cinco minutos, rpm), para la determinacién de distintos parametros bioquimi-

cos e inmunoldgicos.

En el estudio 1 las muestras del punto basal (pretrasplante) fueron obtenidas cuando el
paciente entro en lista de espera de TC (punto 0), o en el periodo inmediato anterior al trasplan-
te (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). Las variables clinicas tuvieron un seguimiento de 1 afio.



3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE POBLACIONES LINFOCITARIAS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

En el estudio 3 las muestras de sangre se recogieron antes de la infusion de GGIV (pre
infusional t1), inmediatamente tras la infusidon o tres dias después (t2) y antes de la siguiente
dosis (t3) en el caso de las inmunoglobulinas hiperinmune anti-CMV vy altas dosis. En el es-
tudio de TC tratados con basiliximab y GGIV se recogieron como pre el valor basal (antes del
trasplante, t1) y como post el punto de estudio mas préximo a la infusién (después del tras-

plante,t2).

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE POBLACIONES
LINFOCITARIAS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

La Citometria de Flujo (CMF) es una técnica de analisis celular multiparamétrico cuyo
fundamento se basa en hacer pasar una suspension de particulas (generalmente células) ali-
neadas y de una en una por delante de un haz de laser focalizado'*®. El impacto de cada célula
con el rayo de luz produce seiales que corresponden a diferentes parametros de la célula
y que son recogidos por distintos detectores. Estos pardmetros son: tamafio (FSC), la com-
plejidad de su nucleo y citoplasma (SSC) y de parametros relacionados con caracteristicas
antigénicas de cada célula. La combinacion de marcadores linfocitarios recibe el nombre de

inmunofenotipo.

Para la caracterizacion fenotipica de las subpoblaciones linfocitarias se realizé el marcaje
de las moléculas de superficie en sangre total (tubos con EDTA), con diferentes anticuerpos
monoclonales (AcMo) especificos conjugados con fluorocromo. Para la caracterizacion de los
linfocitos B (tubo 3 tabla 8), previo a la tincidn se realizé un lavado de la sangre con PBS (5
minutos a 550g= 1700 rpm) para eliminar la IgM sérica, ya que podria interferir en el marcaje

de la IgM de membrana por inhibicién competitiva del AcMo anti-IgM.

Se utilizé 100pul (200 ul en el caso de maduracidn B) de sangre total a la que se afiadid
Sul del correspondiente AcMo. En la (tabla 8) se detalla el panel de AcMo empleados para
la identificacion de cada subpoblacién. El AcMo que se utilizé para CD25 (clon 4E3) no inter-
fiere con BAS y fue capaz de tefiir correctamente la poblacién CD25 independientemente de
la concentracion de BAS''®. Después de la incubacién se afiadieron 2 ml de solucién de lisis
(Facslysing solution®, Becton Dickinson, San José, CA) para lisar la serie roja, y se incubaron las
muestras en oscuridad durante 15 minutos mas. Transcurrido ese tiempo se procedio a reali-

zar 3 lavados para eliminar el exceso de AcMo sin fijar (lavar con 2 ml de PBS+ centrifugacion a
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500g=1600 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente). La preparacion de PBS se realizd
tras la disolucion de 1 sobre de PBS P3813, Sigma, St. Louis®. MO. EE. UU en agua destilada csp
1L. Después de los 3 lavados el precipitado celular fue resuspendido en 0,5ml de PBS antes de

adquirir las células en el citometro de flujo.

Tabla 8. Caracterizacion inmunofenotipica de TC y pacientes tratados con GGIV

Fluorocromos

Tubo FITC PE PERCP PB APC Subpoblacidon de estudio
1 lgG1k lgG2ak lgG1lk IgG1l lgG1lk Control Isotipico
2 CD56 CD16 CD3 CD19 TBNK
3 CD27 IgD CD19 IgM Maduracién B
4 HLA DR CD38 CD14 CD8 Activacion T
5 CD127 CD25 CD4 CD3 CD8 T reguladoras

FITC: isocianato de fluoresceina, PE: ficoeritrina, PerCP: proteina clorofila peridinina; APC: aloficocianina. Todos los
anticuerpos de Macs Miltenyi excepto CD3 (PB), CD8 (APC), CD19 (Percp) de Cytognos; IgD (PE), CD27 (FITC); IgM
(APC); CD38; HLA-DR que son de BD; CD127 (e-Biosciences)



4.ADQUISICION DE MUESTRAS

ADQUISICION DE MUESTRAS

La calibracién, compensacidn y adquisicién de los datos se realizé en la unidad de CMF
del pabellon experimental de la Fundacion Biomédica del Hospital Gregorio Marafidn. El cito-
metro de flujo Gallius (Gallius Beckman Coulter, CA USA) esta dotado de tres laseres con el que

se pueden medir hasta 12 parametros.

e Laser Azul (488 nm, 22 mW): 5 fotomultiplicadores, capaz de medir también los

parametros dispersion de luz lateral (SSC) y frontal (FSC).
e Laser Rojo (638 nm, 25 mW): 3 fotomultiplicadores.

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

Para un andlisis 6ptimo se adquirieron como minimo 50000 eventos en la regidon de lin-

focitos, determinada por tamafio y complejidad (FSC vs. SSC).

ANALISIS DE SUBPOBLACIONES

Las diferentes subpoblaciones estan expresadas en porcentaje y referidas al total de
linfocitos o a su poblacion madre anterior. En la figura (18,19, 20 y 21) se muestran las estra-

tegias de analisis realizadas para la caracterizacion de cada subpoblacién.

Los porcentajes de células B de memoria sin cambio de isotipo y con cambio de isotipo
estan referidos a CD27+; en el caso de células B naive a CD19+. Se identificaron las subpo-
blaciones de células B de memoria a partir de CD19+/CD27+ (memoria SCI= CD19+/CD27+Ig-
D+IgM+, memoria CCl= CD19+/CD27+IgD-IgM-) y a la poblacion naive a partir de CD19+/CD27-
(CD19+/CD27-/1gM+IgD+). Los linfocitos T activados se determinaron a partir de la poblacién
CD8+ mediante la expresidon de HLA-DR, CD38. Las células Treg en los linfocitos CD4+ mediante
la expresién de alta intensidad de CD25 (IL-2a) y de baja intensidad de CD127 (CD4*CD%*/
high CD127°", Se utiliz6 CD127 porque se correlaciona muy bien con la expresion de FoxP3
y con la actividad inmunoreguladora®, ademas permite la separacidn especifica de células
nTreg viables por citometria de flujo para su utilizacién en estudios funcionales. Este marcador
convierte al marcaje de membrana en una alternativa al marcaje intracelular de FoxP3, que

representa la desventaja de requerir la permeabilizacidén de las células para su identificacion.
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Los archivos obtenidos tras la adquisicion de la muestra (archivos LMD) se analizaron
mediante el programa de analisis: Kaluza Flow Cytometry Analysis Software ® (Beckman Coul-

ter). Los Dot- Plots e histogramas presentados en esta tesis proceden de este programa.

ESTRATEGIA DE ANALISIS CELULAS TREG
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Figura 18. Estrategia de andlisis células Treg CD4*CD25*ish CD1277"¥,

Las células TCD4+CD25+ (activadas) incluyen tanto las células CD25 low y high. Las células Treg se pueden identificar
con la alta expresién de CD25+ (IL-2a) y baja expresion de CD127
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ESTRATEGIA DE ANALISIS LINFOCITOS TY MONOCITOS
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Figura 19. Estrategia de andlisis activacion linfocitos TCD8+ y monocitos

Los monocitos se identificaron CD3-CD14+ (se engloban tanto los CD16+ como los CD16-) y por tamarfio y compleji-
dad. Los CD8+ proceden de CD3+ CD8+. La activacion en ambas poblaciones mediante la expresion de HLA-DR y CD38
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ESTRATEGIA DE ANALISIS MADURACION LB
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ESTRATEGIA DE ANALISIS TBNK
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Figura 21. Estrategia de andlisis TBNK

Las células T se identificaron con el marcador CD3+, las células B con CD19+ y las células NK (CD3-CD16+/56+)
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PARAMETROS INMUNOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y
OTROS PARAMETROS

PARAMETROS INMUNOLOGICOS

En el estudio de caracterizaciéon inmunoldgica y clinica de pacientes trasplantados car-
diacos que reciben 2D vs. 1D de BAS se incluyeron determinaciones de rutina realizadas en el
laboratorio de Inmunologia (IgG, IgA e IgM, C3, C4 y PCR). También se recogieron valores de
rutina del laboratorio de bioquimica (creatinina, albumina, urea, proteinas totales, concentra-

cion de inmunosupresores en sangre).

La determinacién de diferentes isotipos de inmunoglobulinas y complemento se realiza

por nefelometria y la de PCR por turbidimetria.

La inmunonefelometria y turbidimetria tienen su base en una reaccién inmunoldgica.
La inmunonefelometria mide el aumento de la intensidad de la luz dispersada por los inmuno-
complejos generados. La deteccidn de la dispersion se realiza a 90° respecto a la emision. En
el caso de la inmunoturbidimetria se mide la reduccion de la intensidad de la luz transmitida

a 1802 por la formacion de inmunocomplejos.

¢ Determinacidn cuantitativa en suero sanguineo de factor del complemento C3,
C4, IgG, IgA e IgM: mediante ensayo nefelométrico cinético, midiendo la tasa de
incremento de la dispersion de la luz de las particulas suspendidas en solucién
como resultado de la formacion de complejos durante la reaccidon antigeno-anti-

cuerpo.

Se utilizé el test Sistemas inmunoquimicos IMMAGE® de Beckman Coulter Ireland,

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

¢ Determinacidn en suero sanguineo de proteina C reactiva (PCR), mediante ensa-
yo inmunoturbidimétrico potenciado con particulas. La PCR humana se aglutina
con particulas de latex recubiertas con anticuerpos monoclonales anti-PCR*Y, El
precipitado se determina mediante turbidimetria en un analizador automatico de
tipo COBAS c 711 (Roche).
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PARAMETROS BIOQUIMICOS

La determinacion de proteinas totales®, aloumina'?’, creatinina!® y urea'?! se realiza
mediante técnica de espectrofotometria de absorcién molecular en un analizador automatico
de tipo COBASc 711 (Roche).

La determinacidon de farmacos se realizé mediante técnicas inmunoquimicas cuantitati-

vas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo:

La técnica del enzimoinmunoanalisis (EIA)*?? utiliza las propiedades cataliticas de las
enzimas para detectar y cuantificar las reacciones inmunoldgicas, midiendo asi la actividad
del enzima marcador. Son susceptibles de marcar tanto antigenos como anticuerpos. Tras la
formacion del inmunocomplejo, se anade un sustrato que es catalizado por el enzima transfor-
mandolo en un compuesto coloreado lo que permite la medida de |a actividad enzimatica con
un espectrofotometro. Para la determinacién de MMF se utilizé test “Emit 2000 Mycophenolic

Acid Assay” de Dade Behring Inc, Milton Keynes, United Kingdom.

El inmunoensayo de polarizacién fluorescente (FPIA)'> es un inmunoensayo competi-
tivo en el que un antigeno marcado con un trazador (fluoresceina) se disputa, con el antigeno
presente en la muestra, la unidn del anticuerpo especifico. Implica que cuanto mayor sea
la concentracion de antigeno (sustancia a medir) en la muestra, menor sera la polarizacion
detectada debido a que existirdn menos uniones anticuerpo-antigeno-trazador. Para la deter-
minacién en sangre total de ciclosporina A se utilizé mediante tecnologia FPIA el test “cyclos-

porine monoclonal whole Blood” de Abbott Laboratories, Wiesbaden, Germany.

El inmunoensayo por microparticulas (MEIA)* es una técnica de inmunoensayo no
competitivo que utiliza el aislamiento de complejos antigeno/anticuerpo en una superficie de
fase sélida de pequenas esferas denominadas microparticulas. La relacién entre la emisidon
de fluorescencia y la concentracidn del analito a medir es directamente proporcional. Para la
determinacién de tacrolimus se utilizd6 mediante tecnologia MEIA el test “IMx Tacrolimus I1”

de Abbott Laboratories, Wiesbaden, Germany.

Se ha utilizado la determinacion de leucocitos totales, linfocitos y neutréfilos en sangre
total (tubos EDTA), mediante citometria de flujo y cdmara de recuento STKS. Coulter LH 750

(Beckman-Coulter).

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

se lleva a cabo la identificacion de distintas subpoblaciones leucocitarias de linfocitos y neutroéfilos.
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OTROS PARAMETROS

DURACION DE SUPRESION DE CD25 EN LINFOCITOS T

Amlot determind la actividad bioldgica del anti-CD25% como la diferencia entre la ultima
supresion completa de CD25 vy la recuperacién de valores basales, observando una correlacion
entre la dosis y la actividad biolégica (a mayor dosis mayor duracidn del efecto biolégico). Ko-
varik en trasplantados renales??® estimé esa duracién como el tiempo que las concentraciones
de BAS estan por encima de un valor umbral (20,2ug/ml) y coinciden con la supresién comple-
ta de CD25 (<3% CD25+TCD4+).

La duracidn de la supresion completa de CD25 en este estudio se determind utilizando la
cinética de expresion de CD25 en los linfocitos TCD4+ por citometria (figuras 36 y 37). Se cal-
culé como la diferencia de dias desde la fecha del trasplante hasta el ultimo punto de estudio
con £3% CD25+ en los linfocitos TCD4+'%,

RECUPERACION DE EXPRESION DE CD25 EN LINFOCITOS T

Amlot* y Kovarik'?® observaron que cuando las concentraciones plasmaticas de BAS es-
taban por encima de un umbral determinado se correlaciona con la supresidon de expresién
de CD25, de modo que una vez que las concentraciones estan por debajo de ese umbral la

expresion de CD25 recupera el valor basal en 1-2 semanas.

Para el célculo de la media de dias de recuperacion de expresion de CD25 en los linfoci-
tos T se tuvo en cuenta el punto de estudio donde el porcentaje o numero absoluto fue similar

al valor previo al trasplante.



7. BIOPSIAS ENDOMIOCARDICAS

BIOPSIAS ENDOMIOCARDICAS

Se realizan biopsias programadas seriadas, sobre todo durante el primer afio del tras-

plante. Se realizan segun el protocolo del centro: cada semana (durante el primer mes), cada

2 semanas (del primer al tercer mes), cada mes hasta el 6 mes, luego cada 3 meses hasta el

ano y luego anual, salvo que haya algun criterio de sospecha de rechazo. Se realizan seguln

el protocolo cldsico de Stanford y se informan segun la clasificacién renovada de la ISHLT. La

realizacién de biopsias endomiorcardicas contintda siendo el “gold standard” de diagndstico

de rechazo.

En grado OR se incluyeron biopsias sin alteraciones significativas (SAS) y con cambios

minimos (CM).

Tabla 9. ISHLT Grado de estandarizacion de las biopsias cardiacas

2004

1990

Grado 0 No rechazo

Grado 0 No rechazo

Grado 1R, medio.

Infiltrado intersticial y/o perivascular con uno
o mas focos de dafio miocitico

Grado 1, medio
Infiltrado focal intersticial y/o perivascular
A-Focal infiltrado difuso sin dafio miocitico asociado

B-Difuso infiltrado difuso sin dafo miocitico

Grado 2R, moderado

Dos o mas focos de infiltrados asociados a
dafio miocitico

Grado 2, moderado

(focal) un foco de infiltrado asociado a dafio miocitico
edemazhemorragiatvasculitis

Grado 3R, severo.

Infiltrado difuso con dafio miocito multifocal
tedemazthemorragiatvasculitis

Grado 3, moderado

A-Focal infiltrado multifocal con dafio miocitico
B-Difuso infiltrado difuso con dafio miocitico
Grado 4, severo

Infiltrado difuso polimorfo con extensivo dafio
miocitottedemathemorragiatvasculitis

Se considera rechazo celular agudo el dafio miocitico acompafiado con edema junto con hemorragia y vasculitis'?*
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Tabla 10. Criterios diagndsticos ISHLT para rechazo mediado por Anticuerpos (AMR)

2004 1990

AMRO

Negativo para rechazo mediado por anticuerpos

AMR 1 Rechazo Humoral

Positivo para AMR (Inmunofluorescencia positiva, vasculitis o edema
severo en ausencia de infiltrado celular) registrar

Encuentros histolégicos de AMR. . ., . .
como informacidn adicional requerida

Inmunofluorescencia positiva o tincién de
inmunoperoxidasa para AMR (CD68 positivo, C4d)

PAMR 0 Ausencia de P

PAMR 1(H+) Indica la presencia histolégica

PAMR 1(I+) tincion histoldgica C4d (+C3d o CD68) pero no evidencia de PAMR
PAMR2 hallazgo histolégico e inmunopatoldgico positivo

PAMR3 forma mds severa de PAMR donde hemorragia y edema se encuentra asociada al principal hallazgo histoldgico

Los pacientes con biopsias catalogadas con 1R se clasificaron en dos grupos:

® 50%2>1R cuando mas de un 50% del grupo de biopsias estaban clasificadas como

grado 1R o mayor.

® 50%<1R cuando mas de un 50% de biopsias estaban clasificadas con grado OR.



8.ANTICUERPOS CITOTOXICOS

ANTICUERPOS CITOTOXICOS

La determinacion de anticuerpos anti-HLA se realizé en el Centro de Transfusiones de la
Comunidad de Madrid. Los anticuerpos anti-HLA de los pacientes incluidos en lista de espera
de trasplante y de los pacientes ya trasplantados se realizaron cada 3 meses o cada vez que
el paciente recibid una transfusién o presentd un episodio de rechazo. Se realizaron por dos

técnicas: citotoxicidad mediada por anticuerpos y por citometria de flujo (luminex©).

En el caso de la citotoxicidad mediada por anticuerpos el suero del receptor en el pre-
trasplante se enfrenta con las células del potencial donante (un panel que sea representativo
de la poblacién, preferiblemente entre 30-50 donantes distintos) a la concentracién celular
adecuada, observando si se produce la lisis de las células mediada por complemento obte-

niéndose el PRA (panel reactive activity)'*.

La técnica de Luminex® detecta la presencia de anticuerpos anti-HLA mediante el uso
de anticuerpos frente a inmunoglobulinas humanas conjugados a fluorocromos, sin necesidad
de que el complemento se fije. El empleo de fluorescencia hace a esta técnica mucho mas
sensible que la de la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) cldsica. Esta técnica
nos permite detectar la especificidad antigénica y ademas cuantifica la Intensidad Media de

Fluorescencia (MFI) a la que reacciona®?®.

En el caso de pacientes trasplantados se mide la aparicion de anticuerpos anti-HLA espe-
cificos contra alguno de los antigenos del donante (anticuerpos especificos de donante [DSA]).
Este es uno de los criterios, junto con los datos histolégicos de la biopsia, para el diagndstico

del rechazo mediado por anticuerpos o rechazo humoral (agudo o crénico).
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DEFINICION DE EVENTO INFECCIOSO

Toda infeccién grave definida como evento infeccioso ocurrida durante los primeros 6
meses post-TC, que requiere la administracién de tratamiento antimicrobiano especifico por

via intravenosa.

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

quirurgica superficial como evento infeccioso.

Se considerd infeccion CMV!!* : evidencia de CMV independiente de los sintomas (difie-
re del CMV latente) definida como el aislamiento del virus o la deteccidn de proteinas virales

(antigenos) o acido nucleico en cualquier liquido corporal o muestra de tejido.

Se considerd enfermedad CMV!: evidencia de infeccion por CMV atribuible a sintomas,
se puede categorizar como sindrome viral (fiebre, leucopenia, y/o trombocitopenia), o inva-

sién de los tejidos.

En el calculo del score inmunoldgico'®” se determind segln una puntuacion inmunoldgi-
ca basada en los niveles de inmunoglobulina, factores de complemento, recuentos de células
TCD4+ vy de células NK.

Factores de riesgo inmunoloégico Puntos
C3<80 mg/dl 5
C4<18 mg/dl 2
CD4<350 células/ml 3
NK<30 células/ml 4
IgG<600 mg/dl 2

Score inmunoldgico >13 H Mayor riesgo de infeccion

Figura 22. Marcadores inmunoldgicos utilizados para el cdlculo del score inmunoldgico de riesgo
de infeccion. El puntaje se establecio en funcion del Hazard ratio (HR) otorgado para cada altera-
ciéon inmunoldgica



10. ANALISIS ESTADISTICO

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizd mediante el programa informatico SPSS® version 20. Resul-
tados estadisticamente significativos fueron definidos para p<0,05. Se consideré tendencia la p
definida entre 0,05 y 0,1. Para determinar la distribucién normal de las variables numéricas se
empled el test de Kolmogoroz-Smirnov o Shapiro-Wilk. Se compararon las variables numéricas
entre dos grupos usando el test de Student o test de Mann-Whitney segun proceda vy el test
Chi-cuadrado (X2) en el caso de variables categdricas. Para n pequefias se utilizaron variables
cuantitativas descritipas tales la mediana y el rango intercuatilico (IQR). El analisis de supervi-

vencia se determiné por la prueba no paramétrica Kaplan-Meier.
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ESTUDIO 1

Estudio observacional de diferentes fenotipos de subpobla-

ciones linfocitarias T, B, NK en pacientes trasplantados que re-
ciben diferente pauta de administracion de BAS: 1 dosis (1D)
o 2 dosis (2D)







ESTUDIO 1.

ESTUDIO OBSERVACIONAL DE DIFERENTES FENOTIPOS DE
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS T, B, NK EN PACIENTES
TRASPLANTADOS QUE RECIBEN DIFERENTE PAUTA DE
ADMINISTRACION DE BAS: 1 DOSIS (1D) O 2 DOSIS (2D)

Se realizé un andlisis prospectivo longitudinal para evaluar el efecto que producen dos
pautas diferentes de administracidon de BAS. Se estudiaron 66 pacientes sometidos a trasplan-
te entre 2013 y 2017.

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

Las caracteristicas clinicas se describen en la tabla 12 y tuvieron un seguimiento de un
ano. Los pacientes del grupo 2D presentaron mayor tendencia en la edad del donante y re-
ceptor (Edad media receptor 1D= 50,62+12,84 afos; Edad media receptor 2D= 55,89+10,78
afios p=0,073). El 95% de los receptores que recibieron 2D eran hombres (p=0,058). El 97%
de los pacientes que recibieron 1D y 90% en el caso de 2D fueron seropositivos para CMV. La
causa principal para el trasplante fueron las miocardiopatias isquémicas (MIIS) y no isquémi-
cas (MDNI) para ambos grupos. En el caso del grupo 1D hubo mayor nimero de pacientes que
fueron trasplantados por enfermedad de origen valvular o congénita. El 50% de los pacientes
que recibieron 1D presentaron un dispositivo auriculoventricular previo al trasplante y un 42%
en 2D. Ningun paciente de 2D tuvo una asistencia de tipo pulsatil. Respecto a las infecciones
previas al trasplante son mas frecuentes en los pacientes que recibieron 2D (p=0,012). Entre
los pacientes trasplantados de urgencia cero fue mas frecuente la administracion de 1D en
lugar de 2D.
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Graficos etiologia trasplante cardiaco:

1.1D BAS

m MDNI
mMIIS
m Valvulares

m Congénitas

m Retrasplante
u Otras

Figura 23. Enfermedad de base

MDNI: miocardiopatia dilatada no isquémica; MISS: miocardiopatia isquémica. Otras: retrasplante; cdncer, etc

2.2D BAS

526 5.26 [2.0 = MDNI
= MIlS

= Valvulares

m Congénitas

m Retrasplante

m Otras

Figura 24. Enfermedad de base

MDNI: miocardiopatia dilatada no isquémica; MIIS: miocardiopatia isquémica. Otras: retrasplante, cancer



1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

Tabla 11 Caracteristicas demogrdficas y clinicas receptor y donante (poblacion de estudio)

VARIABLES 1D/2D p
n (pacientes) 38/19
EDAD RECEPTOR (aiios) 51+13/56+11 0,073
Rango (20-69/27-69)
SEXO RECEPTOR (%) (%varén) 74/95 0,058°
EDAD DONANTE (afios) 33+15/41%16 0,067°
SEXO DONANTE (%) (%varén) 63/53 0,402°
SEROLOGIA CMV (n)
Donante 30/14 0,724°
Receptor 36/17 0,130°
Discordancia CMV donante-receptor 6/3 0,805°

Los datos se expresan en numero o porcentaje, mediatdesviacion tipica. El valor de p estd indicado: a=t de Student;
b= Chi-Cuadrado y c= Mann-Whitney

Tabla 12. Caracteristicas demogrdficas y clinicas de TC que reciben diferente pauta de induccion
de BAS

VARIABLES 1D/2D p

n (pacientes) 38/19

ENFERMEDAD DE BASE (n) 0,722°
Miocardiopatia no isquémica (MINS) 11/9

Miocardiopatia isquémica (MIIS) 13/8

Valvulares 6/1

Congénitas 7/1

Otras 1/0

ASISTENCIA VENTRICULAR PREVIA (SI/No) 19/19 vs. 8/11 0,584
TIPOS DE ASISTENCIA (n) 0,226
Bciao 5/1

Ecmo 2/3

Pulsatil 6/0

Continuo 6/4

CR PRE (mg/dl) 0,97/1,26 0,011°
URGENCIA CERO (n) 12/4 0,503°
RETRASPLANTE (n) 1/0 0,238
TIEMPO INGRESO (dias) 52/51 0,910°
TIEMPO DE ISQUEMIA (minutos) 214/197 0,450°

Los datos se expresan en numero o porcentaje. El valor de p estd indicado: a=t de Student; b= Chi-Cuadrado y
c=Mann-Whitney
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Tabla 13 Complicaciones en TC que reciben diferente pauta de induccion de BAS

VARIABLES 1D/2D p
n (pacientes) 38/19
RECHAZO (BPAR)22R (mayor o igual) (n)
6m 3/2 0,5452
12m 4/2 0,681°
MUERTE (n) 6/3 0,639°
Antes 30 dias (*) 2/1
Después 30 dias 4/2
INFECCIONES
Infeccién previa (n) 1/3 0,083
Episodios de infeccién severa (n) 14/8 0,150°
Episodios de infeccidn severa CMV (n) 11/6 0,377°
Sistémica (n/%) 9(23,68) /6 (31,57)
Organo especifico (n/%) 2(5,26)/ 0
CAV (n) 1/1 ns®
TUMORES (n) 1/3 ns®
ANTICUERPOS CITOTOXICOS
Pre (n) 2/3 0,749
Especificos de novo (n) 4/2 0,661°
HIPOGAMMAGLOBULINEMIA
IgG<600 mg/dl (n/%) 25 (65,78)/ 15 (78,94) 0,204°
IgG<400 mg/dI 5(13,15)/ 3 (15,78) 0,504°

Los datos se expresan en numero o porcentaje. El valor de p estd indicado: a=t de Student; b= Chi-cuadrado y c=
Mann-Whitney. El nimero de episodios de infeccion severa [estdn incluidos los episodios infeccion bacteriana,
fungica y viral incluido CMV]. BPAR= rechazo agudo probado por biopsia. CAV=vasculopatia por aloinjerto cardiaco



2.TERAPIA DE MANTENIMIENTO

TERAPIA DE MANTENIMIENTO

Todos los pacientes recibieron triple terapia que incluye tacrolimus (FK), micofenolato

de mofetil (MMF) y corticoides, solo un paciente hizo el cambio a sirolimus y tres a everolimus.

En relacion con el uso de FK existen diferencias significativas en los niveles a los 7d
post-TC, siendo su concentracién menor en los pacientes de 2D ademds de un retraso en su

administracion.

EVENTOS CLINICOS POSTRASPLANTE

HIPERSENSIBILIZACION: DESARROLLO DE ANTICUERPOS ANTI-HLA

Presentaron anticuerpos anti-HLA positivos previos al TC:
* 5,26% de los pacientes que recibieron 1D.

* 15% en el caso de los que recibieron 2D.

Desarrollaron anticuerpos DSA anti-HLA de novo:

* 10,52% en ambos grupos.

Evento de rechazo:

e 1 paciente de cada grupo de los que desarrollaron anticuerpos DSA anti-HLA.
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Tabla 14. Ac anti-HLA en los pacientes

iD

2D

Acs anti-HLA pre

Paciente 1

Acs DSA Anti-DPA1*02:01
(MFI=2000; cPRA= 60)
Paciente 2

Acs No DSA Anti-B*12
(MFI=6000; cPRA=27)

Paciente 1

Acs I1gM positivos no anti-HLA | ni anti-

HLA Il

(Anti-Mica Eplet 14G MFI=9000)
Paciente 2

Acs DSA DQA1*02

(MFI=4200; cPRA=22)

Paciente 3

Acs No DSA Anti- C*05,08
(MFI=13000; cPRA= 24)

Acs anti-HLA novo

Donante especifico
(DSA)

Paciente 1

Acs DSA Anti-A*02
(MFI= 2600; cPRA=48)
Paciente 2

Acs DSA Anti-A*11; B*18
(MFI= 4000; cPRA= 30)

Paciente 1

Acs DSA Anti-C*07
(MFI=4000; cPRA=24)
Paciente 2

Acs DSA (DQA1* 02:01, 06:01
(MFI=10000 cPRA=50)

Paciente 3

Acs DSA Anti-DR*53

(MFI=6000 cPRA= 80)

Paciente 4

Acs DSA Anti-DPB1*09, DQA1*05
(MFI=2000; cPRA=75)

TC. Acs: Anticuerpos

TIEMPO LIBRE DE RECHAZO

EN ESTE APARTADO SE ANALIZO EL TIEMPO LIBRE DE EVENTOS DE RECHAZO RESPECTO
A LAS DOSIS DE BAS

Los episodios de rechazo tratados (22R) fueron similares en ambos grupos. Un 10,52%
de los pacientes en ambos grupos presentaron rechazo dentro de los primeros 180 dias. Los
eventos de rechazo ocurrieron a los 21, 74, 127 y 240 dias para el grupo 1D; 140 y 180 dias
para el grupo 2D. No hubo diferencias significativas respecto al tiempo libre de rechazo para
ambos grupos (180d 1D= 171,63+31,47; 2D=177,89+9,17; p=0,442; 1 afio 1D= 338,02+83,06;
2D=343; 42464,97; p=0,631).



3. EVENTOS CLINICOS POSTRASPLANTE

El 24% de los pacientes del grupo 1D presentaron biopsias catalogadas (50%>1R), tres
de ellos desarrollaron después un episodio de rechazo 2R. En el grupo 2D un 10% de pa-
cientes presentaron biopsias (50%>1R), y uno de ellos presentd un rechazo 2R. No hubo di-
ferencias significativas respecto al tiempo libre de infiltracion linfocitaria (1D= 23,76+21,66
2D=28,75+17,78 p=0,687).

Funciones de supervivencia

10 Induccidn
' g _r1,00
| — —m12,00
——1,00-censurado
0,67 ——2,00-censurado

Supervivencia acum

Log Rank: p=0,926

1 1 1 ] ]
0 100 200 200 400
Supervivencia Rechazo 1 afio

Figura 25. Tiempo libre de rechazo en el primer afio

El andlisis Kaplan-Meier no muestra diferencias entre ambos grupos (p= 0,926)

Tabla 15. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia en rechazo segun pauta de

induccion
Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) ,009 1 ,926
Breslow (Generalized Wilcoxon) ,011 1 ,916
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ANALISIS DE RESULTADOS DE LAS BIOPSIAS ENDOMIOCARDICAS
¥S. DOSIS DE INDUCCION

EN ESTE APARTADO SE ANALIZA EL INFILTRADO LINFOCITARIO EN LAS BIOPSIAS
RESPECTO A LAS DOSIS DE BAS Y A PRESENTACION DE EVENTOS DE RECHAZO

Se realizé una revision histopatoldgica de los resultados de las biopsias endomiocardicas
para evaluar el impacto de la induccién con 1D o 2D en el infiltrado linfocitario. Se excluyeron
los pacientes fallecidos antes de los 30 dias. El grupo 1D incluyd 37 casos con un total de 420
biopsias y en el 2D incluyd 18 casos con 206 biopsias. El grupo grado OR incluye sélo casos
cuyas biopsias estaban catalogadas como SAS y CM; el grupo grado 1R incluye casos cuyas
biopsias estan catalogadas como OR o 1R y el grupo grado 2R incluye los casos cuyas biopsias

estan catalogadas como 2R y que requirieron tratamiento anti rechazo.

No se encontraron diferencias en la distribucion del porcentaje de biopsias estratifican-

do por grados de rechazo segun pauta de induccién.

La mayoria de los pacientes que recibieron 1D no suprimieron la expresiéon de CD25 en
los linfocitos TCD4+ segun la definicion de Kovarik'?® independientemente del grado de biop-
sia (tabla 18). La duracidn de la supresion completa de expresion de CD25 en los linfocitos

TCD4+ fue mayor en el grupo 2D.

Se observaron depdsitos de C4d>10% y CD68>10% en las biopsias de cuatro pacientes,

dos de cada grupo. Uno de los pacientes que recibid 2D después desarrolld rechazo celular.

Tabla 16. Grado de infiltracion en las biopsias miocdrdicas segun pauta de induccion con basiliximab

Dosis 1D 2D
N total de casos (%) 37 (100 %) 18(100%) i

Grado O R n (%) 5(13,51) 2(11,11) 0,802°
Grado 1R 28 (75,67) 14 (77,78) 0,863°
Grado 2R 4(10,81) 2(11,11) 0,974°
Grado 1 R+2 R 32 (86,48) 16 (88,88) 0,533°
>50% de sus biopsias 1 R o > 9(28) 3(19) 0,480°
<50% de sus biopsias 1 R o > 23 (72) 13 (81)

Los datos se expresan como n 'y %. Prueba t para muestras no relacionadas a=t de Student; b=Chi cuadrado



3. EVENTOS CLINICOS POSTRASPLANTE

Tabla 17 Distribucion media de biopsias endomiocdrdicas segun el diagndstico anatomo-patolo-
gico y pauta de induccion con basiliximab

Biopsias
P
1D 2D
Total 11,37+3,14 (100) 11,44+2,81 (100) 0,940°
Grado O R 6,45 6,53 (57) 6,94+3,53 (61) 0,544°
Grado 1R (OR+1R) 3,78+2,30 (33) 3,50%2,68 (30) 0,699°
Grado 2 R 1,14+0,37 (10) 1,00£0,15 (9) 0,626°

Los datos se expresan como media£DT. Prueba t para muestras no relacionadas a=t de Student; b=Chi cuadrado

*** De la tabla 18 podemos concluir que los pacientes que reciben 2D presentan mayor porcentaje de supresion de la
expresion de CD25 sobre linfocitos T en sangre periférica a la semana post trasplante que aquellos que recibieron sélo
1D (p=0,080). La mayoria de los pacientes que recibieron 1D no suprimieron la expresion de CD25 sobre los linfocitos
TCD4+ independientemente del grado de biopsia

Tabla 18. Expresion de CD25+ sobre linfocitos T de sangre periférica segun pauta de induccion con

basiliximab
N (%) pacientes que suprimen N (%) pacientes que no
Grado expresion CD25 7d (1) suprimen 7d (2) P
biopsias
1D 2D 1D 2D

GradoOR 1:5 (20%) 2:2 (100%) 4:5 (80%) 0:2 (0%) 0,053*
Grado 1R 8:28 (28%) 7:14 (50%) 20:28 (72%) 7:14 (50%) 0,199 °
Grado 2 R 0:4 (0%) 1:2 (50%) 4:4 (100%) 1:2 (50%) 0,121°
Total 9:37 (25%) 10:18 (55%) 28:37 (75%) 8:18 (45%) 0,080°

Los datos se expresan como n'y %. Prueba t para muestras no relacionadas a=t de Student; b=Chi cuadrado

(1) Se consideran que suprimieron cuando el porcentaje de expresion de CD25+ en los linfocitos TCD4+ es inferior al
3% a la semana

(2) Se considera que no suprimieron cuando el porcentaje de expresion de CD25+ en los linfocitos TCD4+ es superior
al 3% a la semana
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INFECCIONES

Las infecciones son las complicaciones mas frecuentes en los primeros meses post-TC.
No hubo diferencias significativas en el nimero de episodios de infeccidn y en el tiempo libre

de infeccidn al afio.

Tabla 19. Media de episodios de infeccion que requieren ingreso

Variable BAS n Media DT ET P
Episodios infecciosos 1D 38 1,73 1,7658 0,29524 0, 590°
2D 19 1,47 1,6454 0,37709

Los datos se expresan como media+ DT=Desviacion Tipica; n= numero de casos; ET= Error tipico de la Media. El valor
de p estd indicado: a=t de Student; b= Chi-cuadrado y c= Mann-Whitney
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Figura 26. Tiempo libre de infeccion en el primer afio

El andlisis Kaplan-Meier no muestra diferencias entre ambos grupos (p=0,490)
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Tabla 20. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia segun pauta de induccion a 365

dias
Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 477 1 ,490
Breslow (Generalized Wilcoxon) 1,221 1 ,269
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Figura 27. Tiempo libre de infeccion en los primeros 30 dias

El andlisis Kaplan-Meier no muestra diferencias entre ambos grupos (p=0,083)

Tabla 21. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia de infeccion segun pauta de in-
duccion a 30 dias

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 3,005 1 ,083
Breslow (Generalized Wilcoxon) 2,861 1 ,091
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38% del total de pacientes estudiados desarrollaron infecciones bacterianas que requi-
rieron tratamiento antibacteriano. En el grupo 1D, catorce pacientes desarrollaron infecciones
bacterianas o fungicas, de los cuales tres tuvieron coinfeccion fungica por Trychophytum spp,
Aspergillus, Gymnascella spp y uno presentd coinfeccién por parainfluenza. En el grupo 2D,
ocho desarrollaron infecciones bacterianas de los cuales dos pacientes coinfeccion fungica por

Aspergillus y Candida spp.

Tabla 22. Numero de infecciones bacterianas o fungicas sequn pauta de induccion

Tabla de contingencia infeccion bacteriana o fungica *segtin pauta de induccién

B . Induccién
Infeccion bacteriana
L 1D 2D N (%) P
o fungica
n (%) n (%)
No 24 (64) 11 (58) 35 (61%) 0, 452°
Si 14 (36) 8(42) 22 (38%)
Total 38 19 57

Los datos se expresan como n= numero de casos; N=numero total de casos.; %=porcentaje. El valor de p estd indicado
(a=t de Student; b=Chi-cuadrado y c= Mann-Whitney)

Tabla 23. Tabla de contingencia de coinfeccion bacteriana y fungica segun pauta de induccion

Tabla de contingencia coinfeccién bacteriana y fingica * seguin pauta de induccion

) » ) Induccion
Coinfeccidn bacteriana
o 1D 2D N P
y fungica
n (%) n (%)

No 35 (92) 16 (93,7) 53 0, 714°
Si 3(8) 2 (6,31) 4

Total 38 19 57

Los datos se expresan como n= numero de casos; N=numero total de casos.; %=porcentaje. El valor de p estd indicado
(a=t de Student; b=Chi-cuadrado y c= Mann-Whitney)

El 30% de los pacientes presentaron infeccidn viral CMV. En el grupo 1D once pacientes
desarrollaron infeccidon por CMV, cuatro presentaron a la vez coinfeccidn bacterianay CMV. En el

grupo 2D solo seis desarrollaron CMV y tres presentaron a la vez coinfeccidn bacteriana y CMV.
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Tabla 24. Tabla de contingencia infecciones virales: CMV segun pauta de induccion

Tabla de contingencia infecciones virales: CMV * seglin pauta de induccion

Induccion N
Infeccion CMV 1D 2D
(%)
n (%) n (%)
No 27 (72) 13 (63) 39 (70%) 0,377°
Si 11 (28) 6(32) 17 (30%)
Total 38 19 57

Los datos se expresan como n= numero de casos; N=ntimero total de casos.; %=porcentaje. El valor de p estd indicado
(a=t de Student; b=Chi-cuadrado y c= Mann-Whitney)

Tabla 25. Tabla de contingencia coinfeccion bacteriana y CMV segun pauta de induccion

Tabla de contingencia coinfeccidon bacteriana y CMV * segln pauta de induccion

Induccion
Valor
.. . 1D 2D
Infeccion bacteriana o CMV P
n (%) n (%)

No 34 (89) 16 (84) 50 0, 429°

Si 4(11) 3 (16) 7

Total 38 19 57

Los datos se expresan como n= numero de casos; N=numero total de casos.; %=porcentaje. El valor de p estd indicado
(a=t de Student; b= Chi-cuadrado y c= Mann-Whitney)
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Tabla 26. Agentes infecciosos aislados en TC que reciben diferente pauta de induccion

1D (n=38) 2D (n=19)
Microorganismo
n % n %

Infecciones bacterianas 43 74,13 19 70,37
Pseudomonas 13 22,41 6 22,22
Serratia 4 6,89 1 3,70
Burkholderia 6 10,34 2 7,40
Enterococos 3 5,17 1 3,70
Bacteroides 2 3,44 0

Micobacterias 1 1,72 0

Clostridium 4 6,89 2 7,40
Klebsiella 2 3,44 1 3,70
E coli 0 1 3,70
No filiado 8 13,79 5 18,51
Infecciones virales 12 20,68 6 22,22
CcMmvV 11 18,96 6 22,22
Influenza 1 1,72 0

Fangica 3 5,17 2 7,40
Aspergillus 1 1,72 1

Candida 0 1 3,70
Dermatofito 1 1,72

Gymnascella spp 1 1,72

Total de agentes infecciosos 58 27

Los datos se expresan como n: numero total de agentes infecciosos y % (porcentaje)

Segun el score inmunoldgico de Sarmiento et al*?’ los pacientes del grupo 2D tuvieron
un puntaje significativamente mayor respecto al grupo 1D a 7d (6,3824+5,52 vs. 9,611+4,3269
p=0,036).
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Figura 28. Score inmunoldgico de riesgo de infeccion en pacientes trasplantados que reciben dife-
rente pauta de induccion

DESARROLLO DE CAVY TUMORES

Referente a las complicaciones a largo plazo sélo dos pacientes desarrollaron vascu-
lopatia del injerto (CAV) al afio. De esos dos pacientes solo un paciente que recibié 2D ha-
bia desarrollado previamente anticuerpos anti-HLA de novo. El otro paciente que recibié 1D
presentd previamente una asistencia circulatoria de tipo pulsatil. Respecto al desarrollo de
tumores sélo ocurrid en tres pacientes que recibieron 2D y en uno que recibio 1D al afio de

seguimiento.

SUPERVIVENCIA

El tiempo medio de supervivencia fue similar para ambos grupos (1D= 324,42+103,18;
2D= 320,15+111,83 p=0,860. Para este estudio se incluyeron todos los pacientes excepto
aquellos que murieron en el perioperatorio inmediato. En total, seis pacientes murieron en el
grupo 1D y tres en el 2D. Las causas de mortalidad en los primeros 30 dias fueron por disfun-
cién primaria del injerto (DPI) en un paciente en el grupo 2D y en dos pacientes en el grupo
1D. Después de los 30 dias fueron por sepsis por invasidn fungica en dos pacientes en el grupo

2D y por infecciones y rechazo crénico en cuatro pacientes en el grupo 1D.
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Tabla 27. Tiempo de supervivencia de TC que reciben diferente pauta de induccion de BAS al afio

Induccion Tiempo de supervivencia IQR
1D 324,42+103,18 308,44; 372,40
2D 320,15+111,83 267,81;372,49

El tiempo se expresa como la media de dias de supervivencia desde el trasplante. IQR: rango intercuartilico
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Figura 29. Supervivencia durante los primeros 365 dias

El andlisis Kaplan-Meier no muestra diferencias entre ambos grupos (p=0,834)

Tabla 28. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para diferentes dosis de induc-
cion al afio

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) ,408 1 ,523
Breslow (Generalized Wilcoxon) ,382 1 ,536
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MONITORIZACION DE POBLACIONES LEUCOCITARIAS

Tras el TC se observaron variaciones en el porcentaje y nimero absoluto de las siguien-

tes poblaciones linfo-monocitarias (datos complementarios en anexo 1).

RECUENTO DE LINFOCITOS TOTALES

Se observd un descenso significativo del nimero total de linfocitos a los 7d, 15d y 30d
post-TC recuperando valores basales a los 60d para ambos grupos. No se observaron diferen-

cias significativas entre ambos grupos (Anexo |, tabla 1).
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Figura 30. Recuento de linfocitos totales

Diferencia de media en relacién al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas: *p<0,05; **p<0,01
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RECUENTO DE NEUTROFILOS TOTALES

Los neutréfilos aumentaron en ambos grupos de manera significativa a los 7d respecto
a valores basales para posteriormente descender a los 30d y disminuyeron ain mas hasta los
180d. Se observo un grado de significacién estadistica de la diferencia de medias en los puntos
de estudio 7d, 15d y 180d frente al valor basal en ambos grupos y a los 90d en el grupo 2D
(Anexo |, tabla 1).
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Figura 31. Recuento de neutrdfilos totales

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas: *p<0,05; **p<0,01

LINFOCITOS T

LINFOCITOS TCD3+

Los linfocitos TCD3+ en porcentaje en ambos grupos sufrieron un descenso a los 7d post-
TC, recuperando valores basales a los 60d e incrementandose hasta los 180d. En porcentaje
dicho descenso solo fue significativo hasta los 15d en el grupo 1D. En ndmero absoluto se
observé una cinética similar, observdndose un descenso significativo hasta los 15d en ambos
grupos. Adicionalmente ese descenso continud hasta los 30d para el grupo 2D. A partir de los
60d se recuperaron valores basales, aumentando de manera significativa con respecto al basal

en el grupo 1D en el punto 180d (Anexo I, tabla 2).



4. MONITORIZACION DE POBLACIONES LEUCOCITARIAS

N W
o O

80 %

070

& 60

R

;_) 50 *% *% —&—1 Dosis
8 40

= —-2 Dosis
2

®

©

04}

=

-
o o

Pre 7d 15d 30d 60d 90d 180d
Tiempo

Figura 32. Cinética % TCD3+

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05. En el resto de puntos
no se observaron diferencias significativas
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Figura 33. Cinética de linfocitos TCD3+ en numero absoluto

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01
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LINFOCITOS TCD4+

En ambos grupos el porcentaje de linfocitos TCD4+ sufrié un descenso a los 7d post-TC
(siendo solo significativo para 1D), aumentando hasta recuperar valores basales a los 60d.
Esta caida fue conjunta con la caida de linfocitos TCD3+ en el grupo 1D. En numero absoluto
se observd una cinética similar, siendo significativo ese descenso a los 7d para ambos grupos.
A la semana hubo tendencia en la disminucidn en el numero absoluto de linfocitos TCD4+ en
el grupo 2D respecto al 1D (322+267; 199+130; p= 0,068) (Anexo |, tabla 5).
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Figura 34. Cinética %TCD4+

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas: **p<0,01 y t para muestras
no relacionadas entre ambas dosificaciones, *p<0,05
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Figura 35. Cinética de linfocitos TCD4+ en numero absoluto

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01

4.3.2.1. EXPRESION DE CD25 EN LOS LINFOCITOS TCD4+

Respecto a los linfocitos activados TCD4+CD25+ se observd un descenso significativo
a los 7d tanto en porcentaje como en numero absoluto. La recuperacidon de valores basa-
les en porcentaje fue mas rapida para 1D que 2D (40,92 426,32 dias vs. 52,46+44,02 dias
p=0,307). A los 15d los pacientes con 2D tuvieron el menor nimero de linfocitos CD4+CD25+
(%CD4+CD25+ 15d 1D=31,55+25,03; %CD4+CD25+ 15d 2D=13,28+16,08 p=0,02). Asimismo, a
los 30 dias el grupo 2D presentaba menor nimero absoluto de linfocitos TCD4+CD25+ respec-
to al basal (CD4+CD25+ 30d=297+211 vs. 140+152; p=0,014) lo cual era esperable en relacién

a las dosis administradas (Anexo I, tabla 6).
DURACION DE SUPRESION DE CD25 EN LOS LINFOCITOS TCD4+

El 68% de los pacientes que recibieron 2D consiguieron una supresion total de la expre-
sién de CD25; por el contrario, solo el 36% en el grupo 1D. Los pacientes que recibieron 2D
tuvieron un tiempo de supresion mas largo (1D=21,20+22,41 IQR: 15,50 rango: 7-75 dias; 2D=
27,40£19,17 IQR: 15 rango: 7-83 dias, t de Student= 0,396).
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Tabla 29. Media de dias supresion completa de expresion de CD25 y recuperacion del nivel basal

Dias supresion <3%CD25+ Dias recuperacion porcentaje basal
Media ET p25 p75 Media ET p25 p75
1D 21,20 22,41 7 23 40,92 26,32 30 60
2D 27,40 19,17 15 30 52,46 44,02 30 60
p 0,119° 0,307 °

ET (ET: Error tipico de la Media) p25 (percentil 25) p75 (percentil 75) a= t de Student c= Mann-Whitney

Tabla 30. Tabla de porcentaje de linfocitos TCD4+CD25+ distribuidos por percentiles y tiempo de

estudio
Punto 7d 15d 30d 60d 90d 180d
Dosis 1D 2D 1D 2D 1D 2D 1D 2D 1D 2D 1D 2D
p25 2,83 250 5,70 1,75 1980 4,35 32,70 20,15 41,66 31,02 48,77 46,22
p50 11,80 6,10 24,30 6,60 49,80 43,50 61,70 50,40 59,03 53,35 61,57 60,32
p75 38 13 53 18 61,70 66,45 74,20 74,50 71,22 71,22 70,65 72,20

Segln la tabla de percentiles se observa que el percentil 50 y el percentil 75 de los valo-
res de TCD4+CD25+% son menores en los pacientes que reciben 2D que en los que recibieron
1D (p50 a dia 7 es 6.1% vs. 11.8% y el p50 a dia 15 es 6.6% vs. 24.3% mientras que el p75 a
dia 7 es 13% vs. 38% y a dia 15 es 18% vs. 53%). Mientras que a dia 30 solamente el p25 son
4,35% (2D) y 19,8% (1 D).
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Figura 36. Cinética %TCD4+CD25+

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01 y t para
muestras no relacionadas entre ambas dosificaciones #p<0,05
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Figura 37. Cinética TCD4+CD25+ en numero absoluto

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01

LINFOCITOS TCD8+

En ambos grupos el porcentaje y numero absoluto de linfocitos TCD8+ sufrieron un des-
censo a los 7d, recuperando valores basales a los 60d y aumentando de manera progresiva
hasta los 180d. En porcentaje se observé una disminucion significativa en el grupo 1D a los 7d.
En el caso del grupo 2D en numero absoluto este descenso continud siendo significativo has-
ta los 30d. Después de 60 dias se observé un incremento significativo respecto al basal para
ambos grupos tanto en porcentaje como en nimero absoluto. A los 7d en nimero absoluto
se observaron diferencias significativas entre ambos grupos (CD8+ 1D=138,78+108,88; CD8+
2D=69,71+64,34; p= 0,037) (Anexo |, tabla 8).
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Figura 38. Cinética %TCD8+

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas: *p<0,05; **p<0,01
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Figura 39. Cinética de linfocitos TCD8+ en numero absoluto

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01 y t para
muestras no relacionadas entre ambas dosificaciones #p<0,05
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4.3.3.1. EXPRESION DE CD25 EN LOS LINFOCITOS TCD8+

Se observé una disminucidn significativa tanto en porcentaje como en nimero absoluto
hasta los 15d en ambos grupos, siendo mayor para el grupo 1D. Después se recuperaron va-
lores basales a los 60d, para posteriormente disminuir hasta los 180d en ambos grupos. Los
pacientes que reciben 2D tuvieron una expresion mas baja de CD25 a la semana (tendencia)
en numero absoluto que los que recibieron 1D (55,20+76,52; 16,10+17,34; p=0,086). No exis-
tieron diferencias en el tiempo (dias) de recuperacién de expresién de CD25 tanto en porcen-
taje como en nimero absoluto en ambos grupos (1D= 59,30+64,54, 2D=63,46+62,96; p=0,23
1D= 69,04+56,45, 2D= 70,14+55,04 p=0,32) (Anexo |, tabla 9).
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Figura 40. Cinética % expresion de CD25+ en los linfocitos TCD8+

Diferencias de medias respecto al valor basal, t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01
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Figura 41. Cinética de la expresion de CD25+ en los linfocitos TCD8+ en numero absoluto

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01

CELULAS TREG

Las células Treg tienen un fenotipo heterogéneo, las cuales no pueden ser identificadas
con un solo marcador. Se identificaron segun la estrategia de andlisis descrita en la figura 18

de materiales y métodos.

Se observd una disminucién significativa del porcentaje a los 30d post-TC para el grupo
2D. En numero absoluto se observd una disminucion significativa hasta los 15 dias en el gru-
po 1D y hasta los 30 dias en el grupo 2D. Entre ambos grupos en porcentaje se observaron
diferencias significativas a los 15d y 30d (Treg 15d 1D= 5,3845,19; Treg 15d 2D= 2,84+2,73
(p=0,036) y Treg 30d 1D=5,95+3,32; Treg 30d 2D= 3,27+2,69 (p= 0,040). Se observé una recu-
peracién (dias) mas precoz en porcentaje para 1D que 2D (1D=25,71+26,52; 2D=49,71+45,54
p=0,046) (Anexo |, tabla 7).
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Figura 42. Cinética % células Treg

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01 y t para
muestras no relacionadas entre ambas dosificaciones ¢p<0,05
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Figura 43. Cinética de células Treg en numero absoluto

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01

19



IV. RESULTADOS / ESTUDIO 1

LINFOCITOS B

Los linfocitos B en porcentaje y en niumero absoluto en ambos grupos sufrieron un au-
mento porcentual a la semana post-TC (siendo significativo solo en porcentaje), reduciéndose
los valores desde los 30 hasta 180 dias. En porcentaje resultados estadisticamente significati-
vos entre ambos grupos en el punto 7d (% LB 7d 1D=18,46 vs. % LB 7d 2D=12,52; p=0,034; LB
7d 2D=186,57+229,98 vs. LB 7d 1D=76,38+72,69; p=0,027) (Anexo |, tabla 3).
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Figura 44. Cinética % linfocitos B
Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas **p<0,01 y t para muestras
no relacionadas entre ambas dosificaciones #p<0,05
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Figura 45. Cinética de linfocitos B en numero absoluto

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras no relacionadas entre ambas dosificacionese® p<0,05
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4. MONITORIZACION DE POBLACIONES LEUCOCITARIAS

Los linfocitos B naive en porcentaje relativo y en nimero absoluto oscilaron en valores
similares durante el pre-TC y los 7d, sin variaciones significativas. Tampoco se observaron
diferencias en el porcentaje y nimero absoluto de linfocitos B de memoria, permaneciendo

estables (anexo 1, tabla 12).

CELULAS NATURAL KILLER (NK)

Las células NK en ambos grupos sufrieron un descenso tanto en porcentaje como en
numero absoluto a los 7d aumentando de manera progresiva hasta los 180d. Tanto en nime-
ro absoluto como en porcentaje valores ligeramente aumentados en 2D respecto a 1D. Este
descenso es significativo para 1D en porcentaje a los 7d y en nimero absoluto a los 7d, 15d y
30d (Anexo |, tabla 4).
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Figura 46. Cinética % Células NK

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05
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Figura 47. Cinética de células NK en numero absoluto

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05

MONOCITOS

Los monocitos describieron una cinética similar a los linfocitos T, con una caida signi-
ficativa en porcentaje a los 7d (1D) seguida de un aumento sostenido entre los 30d y 90d

(Anexo I, tabla 1).
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Figura 48. Porcentaje de monocitos

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05
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Figura 49. Numero de monocitos totales

No hubo diferencias en relacion al valor basal

ACTIVACION DE LINFOCITOS TCD8+ Y MONOCITOS

El perfil de activacidon de monocitos y linfocitos T CD8+ solo tuvo un seguimiento de 90

dias.

Se estudiaron en base a la coexpresion de los marcadores HLA-DR y CD38 en TCD8+. Al
tratarse de marcadores de infeccion créonica (HLA-DR) y aguda (CD38) se evalué también la
expresion individual de ambos. Se observd un descenso no significativo de la coexpresidon en
porcentaje a los 7d y 90d, recuperando el valor basal a los 30d en ambos grupos. En numero
absoluto se observaron diferencias significativas con respecto al valor basal a la semana para

ambos grupos y a los 30d para 2D (Anexo |, tablas 10y 11).
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Figura 50. Cinética de activacion linfocito %TCD8+HLA-DR+CD38
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Figura 51. Cinética de linfocitos TCD8+ activados (HLA-DR+CD38+) en numero absoluto

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras no relacionadas *p<0,05

Al desglosar las frecuencias de células HLA-DR+ y CD38+ también se observd un des-

censo porcentual a los 7d y 90d. En nimero absoluto se observd un descenso en la expresion
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4. MONITORIZACION DE POBLACIONES LEUCOCITARIAS

de HLA-DR a los 7d en ambos grupos y hasta los 30d en el grupo 2D. Se recuperaron valores
basales a los 90d en ambos grupos. En la tabla 11 (anexo 1) se indica el grado de significacién
estadistica de la diferencia de medias de los puntos de estudio con relacidn al basal para am-

bos grupos.
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Figura 52. Cinética de activacion %TCD8+HLA-DR+
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Figura 53. Cinética de activacion TCD8+HLA-DR+ en numero absoluto

Diferencias de media en relacion al valor basal, t para muestras no relacionadas *p<0,05; **p<0,01
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Figura 54. Cinética de activacion %TCD8+CD38+

En ninguno de los puntos hubo diferencias significativas entre ambos grupos y el valor basal
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Figura 55. Cinética de activacion TCD8 CD38+ en numero absoluto

En ninguno de los puntos hubo diferencias significativas entre ambos grupos y el valor basal
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Figura 56. Cinética de activacion % CD14+HLA-DR+CD38+

No hubo diferencias significativas entre ambos grupos y el valor basal
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Figura 57. Cinética de activacion CD14+HLA-DR+CD38+ en numero absoluto

No hubo diferencias significativas entre ambos grupos y el valor basal
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Figura 58. Cinética de activacion %CD14+HLA-DR+

No hubo diferencias significativas entre ambos grupos y el valor basal
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Figura 59. Cinética de activacion CD14+HLA-DR+ en numero absoluto

No hubo diferencias significativas entre ambos grupos y el valor basal

Los marcadores de activacion HLA-DR+ y CD38+ disminuyeron porcentualmente y en
numero absoluto hasta los 30d en monocitos, aumentando posteriormente hasta los 90d en
ambos grupos. Entre ambos grupos no se observaron diferencias significativas en ninguno de

los puntos de estudio (Anexo |, tabla 13).



5. MONITORIZACION DE PARAMETROS HUMORALES

MONITORIZACION DE PARAMETROS HUMORALES

En cuanto al comportamiento cinético de los parametros inmunolégicos de inmunidad

humoral se observo:
INMUNOGLOBULINA G (IgG):

En ambos grupos descendieron significativamente las concentraciones a los 7d, mantenién-
dose entre los 7d y 30d, recuperandose desde los 30d (sin llegar a valores basales), para volver
a disminuir a partir de los 90d. No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos
(Anexo I, tabla 14).
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Figura 60. Cinética IgG (mg/dl)

Diferencia de media en relacién al valor basal, utilizando t para muestras no relacionadas *p<0,05; **p<0,01
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IV. RESULTADOS / ESTUDIO 1

INMUNOGLOBULINA A (IgA):

Disminuyeron significativamente las concentraciones en ambos grupos a los 7d. En el
caso de 1D las concentraciones se estabilizaron hasta los 180d post-TC; pero sin alcanzar valo-
res basales. Sin embargo; en el caso de 2D se estabilizaron solo hasta los 30d para posterior-
mente disminuir hasta los 180d sin recuperar valores basales. No se observaron diferencias

significativas entre ambos grupos (Anexo |, tabla 14).
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Figura 61. Cinética de IgA (mg/dl)

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras no relacionadas *p<0,05; **p<0,01
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5. MONITORIZACION DE PARAMETROS HUMORALES

INMUNOGLOBULINA M (IgM):

Disminuyeron las concentraciones a los 7d en ambos grupos, para posteriormente dis-
minuir mas lentamente hasta los 180d, sin recuperar los valores basales. Esta disminucion fue
significativa en el grupo 1D en todos los puntos; sin embargo, en el grupo 2D solo fue a los 30
y 180d. Se observaron concentraciones significativamente mayores a los 30d en el grupo 1D
(lgM 30d 1D= 89,87+46,23; IgM 30d 2D= 60,80£36,40 p= 0,035) (Anexo |, tabla 14).

140

120

*%

100

* %

80

60 —4=—"1 Dosis
* * =i=2 Dosis

IgM+95%IC

40

20

pre 7d 15d 30d 90d 180d
Tiempo

Figura 62. Cinética de IgM (mg/dl)

Diferencia de media en relacién al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas*p<0,05; **p<0,01 y t para
muestras no relacionadas entre ambas dosificaciones #p<0,05
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IV. RESULTADOS / ESTUDIO 1

NIVELES SERICOS FACTOR DEL COMPLEMENTO C3, C4 Y PCR

Siguen una pauta cinética similar, tras disminuir significativamente sus concentraciones

durante la primera semana respecto a niveles basales (Anexo I, tabla 15).
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Figura 63. Cinética C3 (mg/dl)

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01
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Figura 64. Cinética C4 (mg/dl)

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas *p<0,05; **p<0,01
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Los niveles de PCR disminuyeron hasta los 7d o 15d, recuperandose a los 30d en el caso
de 1D; pero sin llegar a valores basales, para posteriormente disminuir hasta los 180d. La
disminucion a partir de los 30d es mayor en el grupo 1D sin ser, estadisticamente significativa
(Anexo I, tabla 15).
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Figura 65. Cinética PCR (mg/dl)

En ninguno de los puntos hubo diferencias significativas entre ambos grupos y el valor basal
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EVOLUCION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

En cuanto a la cinética de los pardmetros bioquimicos se ilustran en las figuras (66-
68). Las proteinas totales y albumina tienen una cinética similar, disminuyeron ligeramente
a la semana para ir progresivamente recuperando valores basales a los 90d. En el caso de
las proteinas se observaron diferencias entre ambas dosis a los 30 y 90d (proteinas 30d 1D=
5,81+0,76; proteinas 30d 2D= 5,31+0,71; p= 0,027 proteinas 90d 1D= 6,34+0,60; proteinas
90d 2D= 6,0010,44; p=0,044). Sin embargo, en el caso de la albumina se observaron diferen-
cias significativas entre ambas dosis a los 15d (albumina 15d 1D= 3,310,45; albumina 15d 2D=
2,9+ 0,43; p=0,029) (Anexo |, tabla 16).
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Figura 66. Cinética de concentraciones de proteinas (g/dl)

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas. *p<0,05; **p<0,01 y t para
muestras no relacionadas entre ambas dosificaciones #p<0,05
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Figura 67. Cinética de concentraciones de albumina (g/dl)

Diferencia de media en relacién al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas. *p<0,05; **p<0,01 y t para
muestras no relacionadas entre ambas dosificaciones *p <0,05

La creatinina aumentd su concentracion a los 7d, disminuye entre los 7-15d para 1D y
entre los 7-30d para 2D (siendo significativa esta disminucidn a los 30d para 2D), para después
aumentar hasta los 180d recuperando valores basales a los 90d. A partir de los 90d aumenta
mas el nivel con respecto al basal para 1D que 2D (siendo significativo para 1D). Los pacientes
que recibieron 2D presentaron mejor funcionalidad renal a partir de los 30 dias, igualandose

a los pacientes de 1D (Anexo |, tabla 16).
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Figura 68. Cinética de concentraciones de creatinina sérica (mg/dl)

Diferencia de medias en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas. *p<0,05; **p<0,01 y t para
muestras no relacionadas entre ambas dosificaciones *p<0,05

En nuestro hospital se utilizan los valores de creatinina para valorar la funcion renal ya
gue los niveles séricos son mas constantes y no varian por factores externos. Se observaron
diferencias significativas en los valores de creatinina para ambas pautas en los puntos de estu-
dio pre, 7d y 15d (creatinina pre 1D= 0,90+0,34, creatinina pre 2D=1,21+0,41; p: 0,007; crea-
tinina 7d 1D=1,03+0,50, creatinina 7d 2D=1,56%1,22 p= 0,016; creatinina 15d 1D=0,92+0,81,
creatinina 15d 2D=1,38+0,92; p=0,025).
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Figura 69. Cinética de concentraciones de Urea (mg/dl)

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas. *p<0,05; **p<0,01

La cinética de urea, aumentd su concentracion de manera significativa a los 7d, para
después disminuir inmediatamente en el caso de 2D y desde los 15d en una 1D. A partir de los
30d las concentraciones contindan disminuyendo lentamente hasta los 180d en el grupo 1D,

sin embargo, en el grupo 2D permanecen estables. En el grupo de 1D valores por encima del

valor basal en todos los puntos (Anexo |, tabla 16).
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MONITORIZACION DE FARMACOS UTILIZADOS EN LA
FASE DE MANTENIMIENTO

Tabla 31. Niveles fdrmacos utilizados en la fase de mantenimiento

VARIABLES 1D/2D p
TACROLIMUS
Retraso en inicio (dias) 5+3/9+3 0,000?
Niveles a dia 7 (ng/ml) 6,18+4,28 / 3,53+3,00 0,030°
Tiempo en alcanzar >10 ng/ml (dias) 12+10/27+30 0,242
MICOFENOLATO
Niveles a dia 7 1,23+0,87/1,87+1,59 0,2562

Los valores se expresan mediaz+ desviacion tipica. El valor de p estd indicado como t de Student

=41 Dosis
=2 Dosis

Tacrolimus £95%IC

7d 156d 30d 90d 180d
Tiempo

Figura 70. Cinética de concentraciones de Tacrolimus (ng/ml)

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas. *p<0,05; **p<0,01 y t para
muestras no relacionadas entre ambas dosificaciones ¢p<0,05
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7. MONITORIZACION DE FARMACOS UTILIZADOS EN LA FASE DE MANTENIMIENTO

Los niveles de FK aumentaron hasta los 30d observandose una estabilizacion de los va-
lores hasta los 180d. Se observaron diferencias significativas a los 7d (FK 7d 1D=6,18+4,22; FK
7d 2D=3,53%3,41 p= 0,025) (Anexo |, tabla 17).

Los niveles de MMF se mantienen estables hasta los 30d post-TC, experimentando un
ligero aumento posterior y mantenido hasta el aio. No se observaron diferencias significativas
entre ambos grupos. Con respecto al valor basal se observaron diferencias significativas a los

180d en ambos grupos (Anexo |, tabla 17).

w
o
o

N
&)
o

N
o
o
*

1,50 —4—1 Dosis
1,00 =i=2 Dosis

Micofenolato+95%IC

0,50

0,00
7d 15d 30d 90d 180d
Tiempo

Figura 71. Cinética de concentraciones de micofenolato (ug/ml)

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas. *p<0,05
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Tabla 32. Diferencias inmunoldgicas BAS 1D/2D

Variable 1D 2D p
% Treg 7d 4,47+3,46 2,84+2,73 0,052°
CD8+7d 138,78+108,88 69,71164,34 0,022°
%CD19 7d 18,4619,43 12,5246,91 0,034°
CD19 7d 186,57+229,98 76,38+72,69 0,027
% CD4+CD25+ 7d 20,86121,74 16,92+23,88 0,584°
%CD8+CD25+ 7d 10,38+16,48 5,31£25,10 0,180¢
CD8+CD25+ 7d 55,20+76,52 16,10+17,34 0,086¢
%HLADR+CD8+ 7d 32,18+22,35 35,56%26,59 0,637°
Tacrolimus g/dl 7d 6,18%4,22 3,5343,41 0,034°
% CD4+CD25+ 15d 31,55+25,03 13,28+16,08 0,020°
% Treg 15d 5,38+5,19 2,84+2,73 0,039°
%CD4+CD25+ 30d 50,73125,62 37,05429,10 0,096
% CD8+CD25+ 30d 21,45%22,45 18,97+20,03 0,159°
% Treg 30d 5,95+3,32 3,27+2,69 0,040°

Los datos se expresan como media +DT. Prueba t para muestras no relacionadas a=t de Student; c= Mann-Whitney

Tabla 33. Diferencias bioquimicas BAS 1D/2D

Variable iD 2D p
Creatinina Pre 0,90+0,34 1,21+0,41 0,007
IlgG 7d 639,48+203,28 567,28+218,97 0,362°
c37d 86,29+25,80 72,33+25,38 0,165°
PCR 7d 3,10+3,25 2,70+4,08 0,860°
Creatinina 7d 1,03+0,50 1,56+1,22 0,027°
Albdmina 15d 3,30+0,45 2,910,43 0,029°
Creatinina 15d 0,90+0,45 1,38+1,03 0,025¢
IlgM 30d 89,87+46,23 60,80£36,40 0,024°
Proteinas 30d 5,81+0,76 5,31+0,71 0,027°
AlbUmina 30d 3,4913,40 3,04+10,40 0,058
Proteinas 90d 6,34+0,60 6,00£0,44 0,044°

Los datos se expresan como media +DT. Prueba t para muestras no relacionadas a=t de Student; c= Mann-Whitney
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CORRELACION CLINICA ENTRE LOS CAMBIOS

LINFOCITARIA

OBSERVADOS EN POBLACIONES LINFOCITARIAS E
INFILTRACION LINFOCITARIA

Entre los pacientes con mayor infiltracidn linfocitaria no se pudo establecer una correla-

cién con la expresidon de CD25 y ratio CD4/CDS8. Se observé un mayor porcentaje de expresion

de HLADR+CD38+ en los linfocitos CD8+ a los 30d en los pacientes de 2D.

Tabla 34. Correlacidn entre diferentes poblaciones linfocitarias en pacientes que recibieron BAS
(1D,2D) con infiltracion linfocitaria

1D >50% 1-R (n=9) <50%1-R (n=28) p
Ratio CD4/CDS8 pre 2,93%1,27 3,75%3,75 0,756°
% CD4+CD25 pre 56,14+14,77 52,56 0,4532
%CD8+CD25+pre 35,05+34,56 28,69+25,11 0,619°
%Treg pre 5,58+2,61 5,78+2,65 0,7842
% Treg 30d 5,21+3,13 4,87+3,70 0,392°
% Treg 90d 4,12+1,51 5,15+1,99 0,380°
%CD8+HLA-DR+CD38+ pre 17,22£11,43 18,25+£14,58 0,951°
%CD8+HLA-DR+CD38+ 30d 12,67+6,00 22,85+20,48 0,466°
%CD8+HLA-DR+CD38+ 90d 12,20£24,28 24,28+21,04 0,916°
2D >50% 1-R (n=3) <50%1-R (n=15) p
Ratio CD4/CD8 pre 2,80+1,23 3,15+1,46 0,678°
%CD4+CD25+ pre 56,03+ 24,29 45,22 £23,42 0,477°
%CD8+CD25+pre 54,25%33,97 12,47+8,30 0,045°
% Treg pre 4,8613,76 5,41+3,08 0,7732
% Treg 30d 2,28+3,21 3,573,21 0,467°
% Treg 90d 3,52+5,11 5,11+1,82 0,215°
%CD8+HLA-DR+CD38+ pre 40,32+22,04 23,68+21,88 0,678°
%CD8+HLA-DR+CD38+30d 55,63+13,59 25,08+18,93 0,030°
%CD8+HLA-DR+CD38+ 90d 30,90+18,01 18,01+7,40 0,133°

Los datos se expresan como media #DT (desviacion tipica). Prueba t para muestras no relacionadas a=t de Student;

c= Mann-Whitney

L)



142

IV. RESULTADOS / ESTUDIO 1

Respecto al total de pacientes (1+2D) de BAS se observé que los pacientes con mayor
infiltracion linfocitaria presentaron porcentajes mayores n.s. de activacién CD8+ y menores de
Treg en todos los puntos de estudio. La expresion de CD25+ en los linfocitos TCD8+ en el Pre-

TC fue significativamente mayor en los pacientes con mayor infiltracién.

Tabla 35. Correlacion entre diferentes poblaciones linfocitarias en pacientes que recibieron BAS
(1D+2D) con infiltracion linfocitaria

>50%1-R (n=12) <50%1-R (n=43) p

Ratio CD4/CD8 pre 2,89+1,19 3,51+3,02 0,513°
%CD8+CD25+ pre 42,70+33,86 22,79+21,92 0,033°
9%CDA4+CD25+ pre 56,10+17,55 50,19+20,80 0,401°
%Treg pre 5,14+ 2,35 5,53+2,68 0,675
% Treg 30d 4,78+3,68 5,05+3,64 0,728
% Treg 90d 4,19+ 1,61 5,27+1,95 0,144°
%CD8+HLA-DR+CD38+ pre 25,62+18,97 19,80+16,73 0,353°
%CD8+HLA-DR+CD38+ 30d 31,08+25,59 23,43+19,75 0,391°
%CD8+HLA-DR+CD38+ 90d 20,51+15,04 22,72+18,63 0,753
%CD8+HLA-DR+pre 41,42+28.89 35,23+18,98 0,442°
%CD8+HLA-DR+ 30d 45,24+20,90 41,89+26,43 0,343°
CD8+HLA-DR+90d 39,60+22,92 41,63+19,63 0,753°
%CD8+CD38+pre 42,65+23,96 37,03+26,46 0,462
%CD8+CD38+ 30d 47,11+30,87 33,63+22,32 0,112
%CD8+CD38+ 90d 29,78+17,30 33,53+21,67 0,614°

Los datos se expresan como media #DT (desviacion tipica). Prueba t para muestras no relacionadas a=t de Student;

¢= Mann-Whitney
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ESTUDIO 2.

ESTUDIO COMPARATIVO DE EXPRESION DE CD25 EN DOS

REGIMENES DE INDUCCION ANTI-CD25 (BASILIXIMAB /5.
DACLIZUMAB)

1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

Se compard a 58 pacientes que recibieron 2D de DAC con 19 que recibieron 2D de BAS.

Las caracteristicas demograficas y clinicas se describen en la tabla 36.

Tabla 36. Caracteristicas demogrdficas TC que reciben dos regimenes de anti-CD25

BAS DAC

n=19 n=58 P
Edad (Rango) 56 (27-69) 54,7 (23-68) 0,518
Sexo (% masculino) 18 (95%) 28 (67%) 0,051°
Episodios de infeccién n (%) 12 (63%) 22 (52%) 0,318°
CMV n (%) 6 (31,57%) 19 (45%) 0,118°
Muerte n (%) 3 (15,78%) 6 (10,34%) 0,687°
Rechazo 2R n (%) 2 (10,52%) 11 (26%) 0,216°
CAV afo 1(5,26%) 2 (3,44%) 0,723°

Prueba t para muestras no relacionadas a=t de Student; b=Chi cuadrado

52% del grupo de DAC desarrollaron al menos una complicacion infecciosa durante el
primer afio vs, un 63,15% 2D de BAS (chi-cuadrado p=0,233).
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Funciones de supervivencia

Induccion

1.0 T
L _1Basiliximab
Daclizumab
1 . Basiliximab-
0.6+ L N censurado
. . Daclizumab-
T ; ) censurado

Supervivencia acum

0,29

0,07

1 I I I I I
0o 20,00 4000 60,00 80,00 100,00

Dias hasta la primera infeccion

Figura 72. Tiempo libre de infeccion en los primeros 90 dias

El andlisis Kaplan-Meier no muestra diferencias entre ambos grupos (p=0,066)

Tabla 37. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia de infeccion para diferentes regi-
menes (BAS vs. DAC) durante los primeros 90 dias

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) 3,373 1 ,066
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MONITORIZACION POBLACIONES LINFOCITARIAS

Tabla 38. Diferencias supoblaciones TBNK en pacientes que reciben dos regimenes inmunosupre-

sores anti-CD25 (BAS O DAC)

BASILIXIMAB DACLIZUMAB p
% NK pre 9,19+8,00 10,81+6,90 0,481
% NK 7d 7,58+5,02 11,95+7,79 0,049
% NK 30d 8,18+5,21 10,95+7,15 0,098
% NK 90d 9,29+5,12 9,23+4,09 0,752
% NK 180d 12,24+5,46 11,02+6,59 0,397
% LB pre 6,34+4,89 5,04+3,83 0,069
% LB 7d 12,36+13,15 12,74+14,25 0,544
% LB 30d 13,15+10,96 10,39+7,20 0,160
% LB 90d 8,18+7,41 7,5045,53 0,845
% LB 180d 5,09+5,85 4,62+3,02 0,739
% CD4 pre 48,00+ 44,71+10,67 0,294
% CD4 7d 44,16+ 40,32+13,48 0,753
% CD4 30d 45,86+ 45,31+13,58 0,854
% CD4 90d 51,73+ 48,49+10,69 0,911
% CD4 180d 47,17+ 47,21+11,59 0,878
% CDS8 pre 17,02+4,17 22,93+10,75 0,033
% CD8 7d 13,0247,35 17,3148,71 0,119
% CD8 30d 16,29+6,71 21,50+9,63 0,050
% CD8 90d 20,14+7,12 24,18+8,14 0,067
% CD8 180d 25,40+10,02 27,4348,67 0,813
CD19 Naive pre 52,69+22,81 59,12+17,66 0,278
CD19 Naive 7d 55,19+13,70 60,41+15,35 0,518
CD19 memoria pre 38,67+19,91 31,54+16,08 0,137
CD19 memoria 7d 36,64+16,44 29,81+13,38 0,358
CD8DRCD38 pre 28,13+21,86 26,15+15,51 0,718
CD8DRCD38 7d 23,10£21,91 25,45+18,24 0,697
CD8DRCD38 90d 34,25422,28 25,66+14,04 0,270

Los datos se expresan como media+DT. Los datos estadisticos se calcularon utilizando la prueba t de Student
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EXPRESION DE CD25 EN LINFOCITOS TCD4+ Y TCD8+

Se observé mayor duracion de supresién de CD25 en el grupo de DAC en comparacion
con BAS (p=0,021). La recuperacién de los niveles basales fue mas rapida en el grupo de BAS
(p=0,000).

Con BAS se observo una disminucidn significativa de expresién de CD25+ en los linfoci-
tos TCD4+ y TCD8+ durante el primer mes con una reconstitucion completa a los tres meses.
Sin embargo, con DAC se observd una disminucidn significativa de CD25+ en ambos tipos celu-
lares durante los primeros tres meses, con una reconstitucién que se completa a los 6 meses.
A pesar de una reconstitucién mds rapida para BAS no implica mayor nimero de episodios de

rechazo.

Tabla 39. Media de dias de supresion de CD25 y recuperacion de TCD4+CD25+ basal de dos anti-
cuerpos anti-CD25 distintos

DAC BAS
p

n=58 n=19

n2 dias supresion
45,35+33,52 27,40+19,17

<3% TCD4+CD25+ 0,021°
IQR (Rango) 22,50 (7-180) 15 (7-75)
n? dias en recuperar TCD4+CD25+% 141+45,36 52,46%44,02 0,000°

basal

Los datos se expresan media+DT, IQR= rango intercuartilico. a=t de Student; b=Chi cuadrado
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3. EXPRESION DE CD25 EN LINFOCITOS TCD4+ Y TCD8+
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pre 7d 30d 90d 180d

Figura 73. Cinética de expresion de CD25+ en TCD4+ en porcentaje

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas y *p<0,05; **p<0,01 y t para
muestras no relacionadas entre ambos grupos e p<0,01
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Figura 74. Cinética de expresion de CD25+ en TCD8+ en porcentaje

Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para muestras relacionadas y *p<0,05; **p<0,01 y t para
muestras no relacionadas entre ambos grupos e p<0,01
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Tabla 40. Porcentaje de expresion de CD25 en linfocitos T en diferentes puntos de estudio

Variable BAS DAC p
%CD4+CD25+ pre 52,75+17,04 62,88+10,69 0,111
%CD4+CD25+ 7d 16,92+23,88 1,01+ 0,99 0,000
%CD4+CD25+ 30d 37,05+29,10 3,948+12,44 0,000
%CD4+CD25+ 90d 50,79+22,97 38,1+30,78 0,001
%CD4+CD25+ 180d 57,16+14,34 66,39+15,87 0,094
%CD8+CD25+ pre 23,30+25,93 13,56+11,15 0,207
%CD8+CD25+ 7d 5,28+9,87 1,13+1,03 0,000
%CD8+CD25+ 30d 18,97+20,03 1,30+1,12 0,000
%CD8+CD25+ 90d 25,57+28,55 9,41+9,13 0,002
%CD8+CD25+ 180d 20,24+23,89 13,5747,75 0,195

Los datos se expresan como media£DT. Los datos estadisticos se calcularon utilizando la prueba t de Student
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ANALISIS DE LA CINETICA DE EXPRESION DE CD25
CON BASILIXIMAB (2D) Y DACLIZUMAB (2D)Y SU
RELACION CON RECHAZO

Durante el periodo de seguimiento (primer afio post-trasplante) el 26% desarrollaron
al menos un episodio de rechazo celular (ISHLT grado 22R) que requirié tratamiento en el
caso de DAC y un 10,52% de los que recibieron BAS (p= 0,216). El tiempo medio transcurri-
do hasta el evento de rechazo fue de 156+39,80 dias (rango 30, 267 dias) en el caso de DACy
177,8949,17 (rango 21-240 dias) en BAS (p=0,676).

No se observaron diferencias en el tiempo de supresion total de expresién de CD25+
en los linfocitos TCD4+ ni en su recuperacién. El tiempo (dias) de recuperacidn de Treg entre

rechazadores y no rechazadores fue similar (tablas 41y 42).

Tabla 41. Recuperacion de expresion de CD25+ en los linfocitos TCD4+ y Treg en pacientes que
recibieron DAC

n? dias supresion n? dias recuperacion n?2 dias recuperacion

DAC <3% TCD4+CD25+ TCD4+CD25+ basal Treg basal
Rechazo n=11 40,90+24,21 157+41,66 42,33%42,85
No rechazo n=47 47,03436,66 135+46,05 35,80+51,94
p 0,612 0,236 0,848

Los datos se expresan como media+DT. Los datos estadisticos se calcularon utilizando la prueba t de Student

Tabla 42. Recuperacion de expresion de CD25+ en los linfocitos TCD4+ y Treg en pacientes que
recibieron BAS

n? dias supresion  n? dias recuperacion n? dias recuperacion

BAS <3% TCD4+CD25+ TCD4+CD25+ basal Treg basal
Rechazo n=2 11+5,65 22+10,60 45,00£21,03
No rechazo n=17 24,54+13,86 47,23+44,06 58,67+47,19
p 0,213 0,457 0,231

Los datos se expresan como media+DT. Los datos estadisticos se calcularon utilizando la prueba t de Student
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ESTUDIO 3.

ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL EFECTO DE GGIV

POLIVALENTES NO ESPECIFICAS E HIPERINMUNE ANTI-

CMV (GGIV COMERCIALES) EN DIFERENTES POBLACIONES
LINFOCITARIAS EN DIFERENTES CONTEXTOS CLINICOS

1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL EFECTO DE GGIV
ADMINISTRADAS A ALTAS DOSIS EN DIFERENTES
POBLACIONES LINFOCITARIAS

DISENO Y DATOS DEMOGRAFICOS DE PACIENTES

Se realizé un estudio observacional prospectivo en 5 pacientes con dermatomiositis que
no respondieron a terapia convencional, a quienes se les aplicé tratamiento con GGIV. La pau-
ta de administracidn fue de 2g/kg distribuidos en 5 dias mensualmente. Las muestras fueron

recogidas segun el esquema indicado en la figura 75.

. : Previo a
Previo a dosis 1 || Previo ?2d05|s 4 siguiente ciclo
t1 t3

Figura 75. Esquema de recogida de muestras de pacientes tratados con GGIV administrada a altas

dosis
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Tabla 43. Datos demogrdficos de pacientes que reciben inmunoglobulinas a altas dosis

[ . .z .

- . . L. . Medicacion Ciclos
9 - o Diagnéstico Medicacién previa . .

S ® X concomitante previos GGIV
© © ()]

o w (%]
1 58 H DMio-SS MMF, PRED, RTX PRED, HDXC 2
2 56 M DMio MTX, PRED, HDXC, RTX DFZ 12
3 49 M DMio-P PRED+RTX PRED* 1
4 50 M DMio AZA+PRED+RTX PRED, HDXC 19
5 54 M DMio-hipolgM  MTX+MMF+CyA+PRED+RTX PRED* 14

H: hombre y M: mujer. DMio: dermatomiositis, DMio-P: dermatosis paraneopldsica, SS: esclerodermia, MMF: mico-
fenolato de mofetil PRED: prednisona, PRED*: prednisona en pauta descendente; RTX: rituximab HDXC: hidroxicloro-
quina; MTX: metotrexato; CyA: ciclosporina; AZA: azatioprina

EFECTO EN DIFERENTES POBLACIONES LINFOCITARIAS

SUBPOBLACIONES T BY NK

No se observaron variaciones significativas tanto en porcentaje como en niumero abso-
luto de células B y NK antes y después de la infusion. Se observd una disminucidn significativa
en el porcentaje de TCD8+ y células NKT previo a la cuarta dosis con recuperacion de los nive-

les basales antes del siguiente ciclo (Anexo 2, tabla 1,3y 6).
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Figura 76. Efecto GGIV en diferentes subpoblaciones de linfocitos (T, B y NK)

Se representa el porcentaje correspondiente de cada subpoblacion T, B y NK en los tiempos de estudio t1, t2 y t3

ACTIVACION EN LINFOCITOS TCD8+

La coexpresidon de ambos marcadores de activacion en porcentaje disminuyé de manera

no significativa (tendencia) antes del siguiente ciclo de infusion. En el caso de su expresién

por separado, se observod una disminucién significativa en el nimero absoluto de expresion de
HLA-DR en los linfocitos TCD8+.
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e Porcentaje de la coexpresiéon de ambos marcadores de activacién (HLA-DR+,
CD38+): HLA-DR+/CD38+/CD8+,=26,31 (11-27); HLA-DR+/CD38+/CD8+_= 13,06 (9-
19); p=0,080).

e Porcentaje de expresiéon de marcadores de activacion por separado: (HLA-DR+/
CD8+ = 29,30 (21-45); HLA-DR+/CD8+,= 21,86 (19-41); p=0,080; CD38+/CD8+, =
75,22 (41-82); CD38+/CD8+,= 73,02 (41-79); p=0,032) .
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Figura 77. Efecto GGIV en la activacion linfocitos TCD8+

Se representa el porcentaje de coexpresion y expresion de HLA-DR+y CD38+ en los linfocitos TCD8+ en los tiempos de
estudiotl, t2 y t3

EXPRESION DE CD25 EN LINFOCITOS TCD4+: TCD8+ Y CELULAS TREG

No se observaron diferencias significativas en la expresién de CD25 en los linfocitos
TCD4+ y TCD8+ en porcentaje y nUmero absoluto. Las células Treg también permanecieron

estables en porcentaje y en nimero absoluto.
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Figura 78. Efecto GGIV en la expresion de CD25+ en los linfocitos TCD4+ y TCD8+ y células Treg

Se representa el porcentaje de expresion de CD25+ en los linfocitos TCD4+ y TCD8+ y el porcentaje de células Treg en
los tiempos de estudio t1, t2 y t3

PORCENTAJE DE MONOCITOS Y EXPRESION DE MARCADORES DE ACTIVACION

Se observd una disminucidn significativa en el porcentaje y una tendencia a la dismi-
nucion en el nimero absoluto de monocitos después de la infusion (%CD14,: 5,60 (3-10);
%CD14,: 2,75 (2-5) p=0,043; CD14: 700 (400-900); CD14,: 500 (300-700) p=0,102).
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Figura 79. Efecto GGIV en el porcentaje de monocitos

Se representa el porcentaje de expresion de CD14+ en los tiempos de estudio t1, t2 y t3

139



IV. RESULTADOS / ESTUDIO 3

La coexpresidn de marcadores de activacidon permanecieron estables en porcentaje y
disminuyeron de manera significativa en nimero absoluto (% HLA—DR+/CD38+/CD14+1= 98,44
(96-99); HLA-DR+/CD38+/CD14+,= 95,70 (94-98) p=0,225 HLA-DR+/CD38+/CD14+ =695 (395-
868) ; HLA-DR+/CD38+/CD14+,=493 (284-669) p=0,043.

100 o 1.0001 . _
i | O 5 =]
Q 5 8001
o %)
+ —_—
3 & 600 H
[} W]
o o
s T 4001
Q 5
3 <
4 < 200 -
X g0 <
D T T T 0- T T T
t1 12 t3 1 2 3

Figura 80. Efecto GGIV en la coexpresion de marcadores de activacion

Se representa el porcentaje de coexpresion (A) y numero absoluto (B) de HLA-DR+y CD38+ en los monocitos en los
tiempos de estudio t1, t2 y t3
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MADURACION B

Se observd una tendencia en la disminucién en el porcentaje y nimero absoluto de lin-
focitos B de memoria (%CD19 Memoria =22,85 (7-33); %CD19 Memoria,=21,43 (6-32); CD19
Memoria,=7,50 (2-12); CD19 Memoria,=5,38 (1-12).
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Figura 81. Efecto GGIV en la maduracion de linfocitos B

Se representa el porcentaje correspondiente de cada poblacion naive y de memoria en los tiempos de estudio t1, t2
yt3
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ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL EFECTO DE GGIV
ESPECIFICA ANTI-CMV EN DIFERENTES
POBLACIONES LINFOCITARIAS

DISENO

Se realizd un estudio observacional prospectivo en 5 TC con infeccién activa CMV, los
cuales recibieron tratamiento con inmunoglobulinas especificas anti-CMV. La pauta de admi-
nistracion fue 1D de 150 mg/kg en los primeros dias post-TC y 6D de 100 mg/kg al largo de los
primeros 70 dias. El tiempo de recogida de muestras se realizé segin el esquema indicado en

la figura 82.

_ : : Previo a
Previo a dosis 1 Posé 'nmﬁdgto a siguiente ciclo
t1 OSIS t3

Figura 82. Esquema de recogida de muestras en los pacientes que reciben GGIV hiperinmune
anti-CMV

EFECTO EN DIFERENTES POBLACIONES LINFOCITARIAS

No se observaron variaciones significativas tanto en porcentaje como en niumero abso-
luto de todas las subpoblaciones T, B, NK, células Treg, monocitos, antes y después de las in-
fusiones. Tampoco se observaron variaciones en la maduracién de células B y en la expresion

de marcadores de activacidon en los monocitos.

La coexpresion de ambos marcadores de activacidén y su expresién por separado en

TCD8+ presentaron tendencia a la disminucién previo al siguiente ciclo de infusion.
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* Porcentaje de coexpresidon de ambos marcadores: HLA—DR+/CD38+/CD8+1=18,9O
(8-23); HLA-DR+/CD38+/CD8+,= 10,05 (3-13); p= 0,090).

* Porcentaje de expresion de marcadores por separado: HLA-DR+/CD8+ =21,90 (8-
28); HLA-DR+/CD8+ = 13,92 (4-23); p= 0,144).
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Figura 83. Efecto GGIV en la activacion del linfocito TCD8+

Se representa el porcentaje de coexpresion y expresion por separado de HLA-DR+ y CD38+ en los linfocitos TCD8+ en

los tiempos de estudio t1, t2 y t3
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ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL EFECTO DE GGIV
POLIVALENTES NO ESPECIFICAS EN DIFERENTES
POBLACIONES LINFOCITARIAS ENTC

DISENOY CARACTERISTICAS CLINICAS

Se realizé un estudio de cohorte prospectivo para comparar las cinéticas de diferentes
variables inmunoldgicas en TC tratados con GGIV. Se realiz6 en 66 TC sometidos a induccién
con BAS con pauta de 1D y 2D, de los cudles 25 pacientes recibieron GGIV a dosis sustitutivas
por hipogammaglobulinemia secundaria e infecciones severas. El tiempo medio de infusién
después del trasplante fue de 35,91+31,86 dias y el nUmero medio de infusiones recibidas por
paciente fue de 6,15+0,98.

El tiempo de recogida de muestras se indica en la figura 84. Se comparo el efecto que

producen dichos preparados en TC tratados (casos) y en no tratados (controles).

Casos
Previa infusion Post infusional
t1 t2

Controles

Previa infusién Punto de estudio

similar caso
t2

t1

Figura 84. Esquema de recogida de muestras de TC que reciben GGIV
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Tabla 44. Caracteristicas clinicas de TC que reciben GGIV vs. no reciben

GGIV (+) GGIV (-)
n=25 n= 32
1D/2D 16/9 22/10 0,706°
Edad media (DT) 55,76 (7,35) 50,10 (14,85) 0,096°
Sexo, masculino (%) 76,92% 75,86% 0,331°
Asistencia ventricular previa (%) 10 (38,46) 14 (48,27) 0,624
Citotoxicos de novo (%) 4 (16) 2 (6,25) 0,297°
Tiempo de isquemia, minutos (DT) 190,95 (66,82) 215,86 (75,94) 0,232°
Rechazo 365 dias (%) 2(8) 4 (12,50) 0,461°
Muerte (%) 5(19,23) 4 (13,79) 0,258°
CMV 11 (44) 6 (18,75) 0,066°
CMV (+) donante/ CMV (-) receptor 6 (23,07) 8(27,58) 0,533°

Media de dias primer episodio de CMV después del trasplante en pacientes GGIV+: 29,37+23,78. Los datos se expre-
san en numero y porcentaje. a=t de Student; b= Chi-cuadrado

EFECTO EN DIFERENTES POBLACIONES LINFOCITARIAS

LINFOCITOS TOTALES

Se observé una disminucidn no significativa de linfocitos totales en TC que recibieron

GGIV. No se observaron diferencias entre ambos grupos después de la infusién.
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SUBPOBLACIONEST, BY NK

Los linfocitos TCD3+, TCD8+ y TCD4+ tanto en porcentaje como en numero absoluto
permanecieron estables antes y después de la infusion en ambos grupos. En los TC que reci-
bieron GGIV se observd una disminucion significativa de TCD8+ tanto en porcentaje como en
valor absoluto en comparacion con aquellos que no recibieron tratamiento; (%TCD8+ GGI-
V+post= 16,6518,99; %TCD8+ GGIV-post= 22,4216,38 p=0,014 TCD8+ GGIV+ post= 221+142;
TCD8 +GGIV- post= 3554189 p=0,011) (anexo 3 tabla 1).
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Figura 85. Porcentaje de linfocitos TCD8+ en TC que reciben (GGIV+ n=25) vs. no reciben (GGIV-
n=32)

Las células NK en porcentaje y en numero absoluto no sufrieron variaciones en ambos
grupos, observandose diferencias significativas entre ambos antes de la infusidn. Esta diferen-
cia podria explicar el mayor riesgo de infeccidn en aquellos pacientes que recibieron inmuno-

globulinas.
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Figura 86. Porcentaje de células NK en TC que reciben (GGIV+ n=25) vs. no reciben (GGIV- n=32)

Las células NKT y los LB en porcentaje y en numero absoluto permanecieron estables.

Entre ambos grupos no se observaron diferencias después de la infusion (anexo 3 tabla 1).

ACTIVACION EN LINFOCITOS TCD8+

Se observé una disminucion no significativa de la coexpresion de marcadores de activa-
cion (HLA-DR+, CD38+y ambos) en pacientes tratados con GGIV. En concreto, el porcentaje de
expresion de HLA-DR+ disminuyd de manera no significativa (tendencia p=0,141) en pacientes

tratados con inmunoglobulinas respecto a los no tratados.

167



168

IV. RESULTADOS / ESTUDIO 3

EXPRESION DE CD25 EN LINFOCITOS TCD4+,TCD8+ Y CELULAS TREG

El porcentaje de expresion de CD25+ en los linfocitos TCD4+ aumentd de manera no sig-
nificativa en ambos grupos, sin observarse diferencias significativas entre ambos grupos antes

y después de la infusidn.

El porcentaje de expresion de CD25+ en los linfocitos TCD8+ permanecié estable en
porcentaje y disminuyd de manera no significativa en nimero absoluto en ambos grupos,

tampoco se observaron diferencias significativas entre ambos grupos.

El porcentaje de células Treg fue significativamente mayor para los pacientes tratados
(figura 87) (%Treg+ GGIV+post=5,98+2,77; %Treg+ GGIV-post= 4,79+1,92; p= 0,042).
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Figura 87. Porcentaje de Treg en TC que reciben (GGIV+ n= 25) vs. no reciben (GGIV- n=32)
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PORCENTAJE DE MONOCITOS Y EXPRESION DE MARCADORES DE
ACTIVACION

En los pacientes que recibieron GGIV no se observaron variaciones en el porcentaje,
numero de monocitos totales y expresién de marcadores de activacion respecto al basal. Se
observé una tendencia a la disminucion entre ambos grupos después de la infusién (%CD14+
GGIV+post=3,47+1,62; %CD14+ GGIV-post= 4,88+2,11 tendencia p=0,058).
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Figura 88. Porcentaje de monocitos en TC que reciben (GGIV+ n= 25) vs. no reciben (GGIV- n=32)
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VARIABLES INMUNOLOGICAS HUMORALES

No se observaron diferencias en las concentraciones de IgG entre ambos grupos. Los
pacientes que recibieron GGIV tuvieron concentraciones mayores no significativas de 1gG des-

pués de la infusidn que aquellos que no recibieron tratamiento.

En ambos grupos los valores de C3 y C4 disminuyeron de manera no significativa. No

existieron diferencias significativas entre ambos grupos.
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V. DISCUSION

ESTUDIO OBSERVACIONAL DE DIFERENTES FENOTIPOS
DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS T, B, NK ENTC
QUE RECIBEN DIFERENTE PAUTA DE ADMINISTRACION
DE BAS: 1 DOSIS (1D) O 2 DOSIS (2D)

En los Ultimos afios son pocos los estudios realizados que expliquen el efecto de BAS en
trasplantados cardiacos®. Diferentes autores han analizado la supervivencia del receptor car-
diaco con o sin el uso de diferentes agentes monoclonales y policlonales utilizados en la fase de
induccion'?#129130 sin embargo, hay escasos datos sobre el efecto diferencial o comparativo de

la reduccién del nimero de dosis de BAS sobre diferentes subpoblaciones linfo-monocitarias.

Veraprapas K*°y Branco®! han evaluado la eficacia y seguridad de BAS en diferentes dosis
mediante el andlisis de variables clinicas sin la realizacion de poblaciones celulares en sangre

periférica.

En este estudio prospectivo se evaluaron los efectos de BAS sobre diferentes subpobla-
ciones linfo-monocitarias y diferentes variables clinicas (supervivencia, rechazo e infecciones).
La decision de administrar 1D o 2D se llevd a cabo en base a criterios clinicos, de tal forma que
2D se utilizaria en aquellos pacientes con mayor compromiso renal, con el objetivo de retrasar
el inicio de la administracion del CNI debido a su nefrotoxicidad. Esto podria explicar algunas
diferencias entre las caracteristicas clinicas de los grupos comparados e introducir algun ses-

go, ya que los pacientes del grupo 2D tienden a tener mayor edad.

A continuacién, pasamos a explicar las diferencias encontradas entre los grupos.
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REDUCCION DE DOSIS DE BASY REPERCUSION CLINICA

Los pacientes con 2D eran de mayor edad que los de 1D. En el estudio de Branco®! tam-
bién los pacientes que recibieron 2D eran de mayor edad que los de 1D. A diferencia del estu-
dio de Branco et al** donde no se observaron diferencias respecto al sexo, en nuestro estudio
observamos que la mayoria de los pacientes con 2D eran varones. En el estudio de Veraprapas

K*° la mayoria de sus pacientes también eran varones.

Los pacientes de 2D presentaron valores significativamente mayores de creatinina hasta
los 15d. En este estudio en el grupo 1D los valores de creatinina en el pre-TC fueron inferiores

a lo observado por Veraprapas K*°, a pesar de que sus pacientes eran mas jovenes.

Un 10,52% de los pacientes en ambos grupos presentaron rechazo tratado (22R) dentro
de los primeros 365 dias, sin diferencias en el tiempo libre de rechazo entre grupos. Sin em-
bargo, Branco®! observo una tendencia a mayor incidencia de rechazo y menor supervivencia
libre de rechazo en los pacientes que recibieron 1D. Estas diferencias respecto al estudio de
Branco®! podrian deberse al escaso niumero de eventos 2R en las cohortes (4 vs. 2 rechazo) y
un numero limitado de pacientes en cada linea de estudio. Veraprapas K*° observé un ratio de
rechazo de un 12% en los pacientes que recibieron 2D de 10mg, similar a nuestra cohorte de
1D donde la ratio fue de un 10,52%.

Para intentar averiguar si la induccién con 1D o 2D influyd en la presencia de mayor infil-
trado linfocitario en las biopsias estudiadas, se comparé el nimero de casos con los estudios
de anatomia patolégica de biopsias con resultado OR, 1Ry 2R no observandose mayor infiltra-

do linfocitario en los pacientes que recibieron 1D.

El nimero de episodios de infeccion que requirieron tratamiento fue similar para ambos
grupos. El nimero de infecciones bacterianas y viricas, incluyendo CMV, no presentd diferen-
cia significativa, con una tasa de infeccion por CMV al afio de 30% (1D 28% y 2D 32%). Estos
resultados son comparables con los reportados por Veraprapas K* y Segovia®!. Aunque no
hubo diferencias en el tiempo libre de infeccidn al aio, los pacientes que recibieron 2D pre-
sentaron tendencia a menor supervivencia libre de infeccidon (p=0,083 log Rank) en la etapa
inicial postrasplante (en los primeros 30 dias). El grupo de Branco®! no analizd esta etapa tem-
prana post-TC, sino mas tardiamente a los 90d, 180d y 365d, sin observarse diferencias en el

numero de infecciones entre ambos grupos.

En nuestro estudio, el desarrollo de anticuerpos anti-HLA previos (5,26%) y de novo (10,52%)

en los pacientes que recibieron 1D fue similar al 12% (novo) indicado por Veraprapras K*°.
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Ademas, sélo dos pacientes desarrollaron vasculopatia del injerto al afio (CAV), uno en cada
grupo. Por tanto, no hubo diferencias en el desarrollo de CAV de manera acelerada entre ambos
grupos. Los estudios anteriores®®*! (Branco y veraprapas K) no estudiaron el efecto a largo plazo
del desarrollo de CAV en los pacientes que recibieron BAS. Segun el registro mundial del ISHLT**?, el

uso de BAS para la terapia de induccion tiene un efecto neutro en el desarrollo de CAV.

En cuanto a la supervivencia, el 80% de los pacientes trasplantados sobrevivieron a los
12 meses (figura 29) en ambos grupos. Branco tampoco encontro diferencias en la superviven-
cia entre ambos grupos. La tasa de supervivencia indicada por Veraprapas K en una poblacién

de bajo riesgo al afio fue de un 94%.

En conclusion, no hubo diferencias significativas en cuanto a rechazo y supervivencia
cuando comparamos los grupos 1D y 2D de BAS. Solo hubo diferencia a menor supervivencia

libre de infeccidn a los 30d en los pacientes que recibieron 2D.

CAMBIOS SIGNIFICATIVOS PRODUCIDOS EN POBLACIONES
CELULARES

El porcentaje de linfocitos TCD4+ fue menor en todos los puntos de estudio en el grupo

que recibié 1D debido a una mayor exposicién del CNI.

La recuperacion de expresion de CD25 en linfocitos TCD4+ fue mas rapida en los pa-
cientes que recibieron 1D debido a que se alcanzaron valores basales antes en dicho grupo.
Ademas, en el punto de estudio 15d (en porcentaje) se observaron valores significativamente

inferiores para los pacientes que recibieron 2D.

Mandeep Mehra* en un estudio multicéntrico prospectivo, randomizado y doble ciego en
trasplantados cardiacos que recibieron 2D de BAS estimé la duracion del bloqueo del receptor
CD25 en 38+13 dias (rango entre 24-72 dias); indicando una duracidn similar a lo determinado
por Kovarik!*313* y Amlot*® en trasplantados renales. En nuestro estudio la duracién fue menor,
alrededor de 24,30+20,79 dias (ambas dosis). No se observaron diferencias significativas en la
duracién de la supresion del receptor CD25, aunque fue mayor para los pacientes que recibie-

ron 2D. Kovarik 133 también observé una mayor duracidén a mayor dosis en trasplantados renales.

Aunque los tiempos de supresién completa en este estudio son menores a los indicados

por otros autores, es importante destacar que coincide con el tiempo de vida media de las
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inmunoglobulinas en general (21 dias), lo cual puede corresponder a la vida media del anti-
cuerpo monoclonal circulante sugiriendo que BAS se comportaria de manera similar a la IgG
endogena, aunque al ser una inmunoglobulina quimérica'*® podria tener menor vida media
que la IgG (Garcia Merino, A. 2011).

La menor duracion de supresién del receptor CD25 en este estudio puede ser debido
a diferencias en la disponibilidad del farmaco. También puede ser debido a diferencias en la
inmunogenicidad a aloantigentos del donante debido al tipo de trasplante realizado. Kova-
rik’3% 136 determind que el género, grupo étnico, y la presencia de proteinuria no influyen en
la disponibilidad de BAS, los pacientes con grandes hemorragias o pérdida por el flujo ascitico
podrian tener menos disponibilidad de fdrmaco, por tanto, menor duracién del efecto. En los
estudios descritos anteriormente se observaron correlaciones débiles y ampliamente disper-
sas entre el peso corporal y el volumen de distribucion, lo que implica que no hay relevancia
clinica para la dosificacidn ajustada al peso. Dado que el peso podria explicar solo el 6% de la
variabilidad en el aclaramiento, administrar dosis de BAS en mg/kg, en funcion del peso, no
produciria ningun beneficio aparente para el régimen de dosificacién. En el caso de aquellos
pacientes con con un drenaje de liquido ascitico postoperatorio considerable (> 10 L) podria

considerarse una dosis adicional durante la primera semana postrasplante.

Referente a como puede afectar la hemodialisis el aclaramiento de BAS, Kovarik®** in-
dicé que, aunque estos pacientes puedan tener mayores volumenes de distribucion, es poco
probable que estas diferencias farmacocinéticas tengan relevancia clinica para la dosificacién.
Nojima, M et al**” observaron una disminucién de la concentracién de BAS en pacientes tras-

plantados renales que recibieron mas de tres sesiones de plasmaféresis.

Es importante destacar la alta variabilidad interindividual respecto al porcentaje de recu-
peracién de CD25 de nuestros pacientes (tabla 30). Estas diferencias respecto a la duracién del
efecto que produce el fdrmaco ya sea por diferencias en la disponibilidad o por otros factores
a determinar, aunque no tengan repercusiones clinicas importantes a corto plazo (episodios de

rechazo), desconocemos las que podria tener a largo plazo (estudio pendiente de realizar).

Debido a esta alta variabilidad podria resultar de gran utilidad la individualizacién en la
administracion de dosis mediante monitorizacion celular del paciente para valorar si requiere

anadir una segunda dosis mds si se considerase necesario, o aumentar la dosis del CNI.

En este estudio no se ha podido establecer si existe una relacién entre la no supresion de

la expresion de CD25 vy la aparicién del evento de rechazo debido al nimero limitado de dichos
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eventos. Destacar que entre los seis pacientes que tuvieron un episodio de rechazo 2R tratado,
solo en uno de ellos dicho episodio ocurrié cuando el receptor de IL-2 posiblemente estuviera
saturado (21 dias post-TC). Este paciente que recibid 1D no consiguid una supresion completa
de CD25 y recuperod valores basales entre los 30-60 dias. El resto de los pacientes tuvieron un
episodio de rechazo a partir de los 74 dias, posiblemente cuando el receptor ya no estaba satu-
rado, tres de ellos recibieron 1D y no consiguieron una supresiéon completa de la expresion de
CD25+ en los linfocitos TCD4+, recuperando rapidamente el valor basal (7-30 dias). En el grupo
2D también hubo pacientes con rechazo habiendo conseguido supresion de CD25. Esto podria
atribuirse a otros factores intervinientes como por ejemplo concentraciones indetectables de un

tercer farmaco como MMF entre otras posibles causas (Anexo 1. Tabla 19).

Kovarik JM et al*3*3¢ observaron que los pacientes que sufrieron rechazo no elimina-
ron BAS mas rdpidamente ni presentaron menor saturacion del receptor CD25. Indicé que no
hubo una relacién concentracion-efecto en los episodios de rechazo que ocurrieron durante
el tiempo que el receptor CD25 estuvo saturado; sin embargo, no reflejé la infiltracidn linfo-
citaria que ocurre en el injerto para aquellos episodios que ocurrieron cuando ya no estuvo
saturado el receptor. Nashan B! sugirié que aumentar la duracion de la supresion mas de
seis semanas no ofrece mayores ventajas inmunoprofilacticas debido a que el mecanismo de

rechazo es capaz de eludir el bloqueo de CD25.

Guilles Thibault y cols et al*** compararon 40 mg de BAS asociado a la triple terapia con
dosis altas de BAS (80 mg) sin CNI. Este estudio indicé que duplicar la dosis acumulada de BAS
a 80 mg no proporciona inmunosupresion adecuada durante los primeros tres meses después
del trasplante en ausencia de terapia con CNI, observandose un incremento en el nimero de

eventos de rechazo.

Kathryn J. Wood and Shimon Sakaguchi’® postulan que la duracién corta de supresion de
CD25 no implica la aparicion de mayor nimero de eventos de rechazo, pero podria compro-
meter la respuesta inmunoreguladora frente a antigenos del donante, debido a que las células
TCD4+ helper naive (nTh) son una de las primeras en ser activadas tras el trasplante, lo que les

da un papel clave en el proceso de rechazo.

La disminucién en niumero absoluto de linfocitos TCD8+ se alargd durante mas tiem-
po en el grupo de 2D respecto al 1D siendo esta diferencia significativa a los 7d. En los
pacientes que recibieron 2D el nimero absoluto de linfocitos TCD8+ disminuyd de forma
paralela al niumero absoluto de linfocitos TCD4+, no observdandose en los pacientes que

recibieron 1D.
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Ambos grupos presentaron una disminucidn significativa en la expresidn de CD25 hasta
los 15d. En los pacientes que recibieron 1D se observé una caida significativa mayor debido a
que presentaron valores basales mayores. La recuperacién del porcentaje y nimero absoluto

basal fue similar en ambos grupos.

Segun observaciones descritas anteriormente sugerimos al igual que N Lanio'* que el
efecto de BAS y otros anti-CD25 puede ser mas pronunciado sobre los linfocitos TCD4 debido

a que el IL-2R (alta afinidad, subunidad a) se expresa mas en el CD4 que en el CDS.

Con el uso de este anticuerpo monoclonal especifico (anti-CD25) se podria esperar que
no solo afecte a las células T efectoras aloreactivas, incluso también al nimero de células Treg
(alta e intermedia afinidad). Este hecho se debe a que la IL-2 es fundamental & 14! en la ho-

meostasis y supervivencia de las Treg.

En este trabajo se observd una disminucidn significativa de células Treg en porcentaje y
numero absoluto a los 7d post-TC. Entre ambos grupos se observaron diferencias significati-
vas en porcentaje a los 7d y 15d. La recuperacidn en porcentaje fue mds rdpida para 1D que
2D, disminuyendo a partir de los 90d en ambos grupos. Segun las figuras (42 y 43) se puede
observar que dicha reduccion es transitoria coincidiendo con la recuperacion de la expresion
de CD25 en los linfocitos TCD4+.

Vondran FW** observé una disminucién de la densidad de expresidon de CD25 durante
los primeros 90 dias post-TC sin afectar a la supervivencia ni a la funcién supresora de las cé-

lulas Treg.

Wang Z et al'*® observaron un descenso temporal de la frecuencia relativa de células
CD4+CD25+ pero no en la frecuencia de CD4+ FoxP3+ ni en su funcion. Game et al *** indicaron
una mayor resistencia de las Treg a la apoptosis respecto a las CD4+CD25+, sin afectar tampo-

co a su funcién supresora.

Es importante tener en cuenta que el nimero y funcidn de estas células también pue-
de ser modificado por otras terapias inmunosupresoras de mantenimiento. Se ha indicado*
qgue los CNI tienen un efecto deletéreo en las células Treg, por el contrario, los inhibidores de
mTOR parecen tener un efecto beneficioso. Esto puede afirmarse ya que se ha observado un

aumento de Treg al realizar el cambio de CNI a inhibidores de mTOR 24,

Sakaguchi S et al”® sefiala la necesidad de esclarecer si el uso de regimenes llamados cal-
cineuring sparing implica mayor porcentaje de Treg al iniciar mas tarde el CNI. En base a esta

cuestién en este estudio se observé que los pacientes que recibieron 2D (alcanzaron concen-
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traciones dptimas significativamente mas tarde de CNI) presentaron una reduccién porcentual
de Treg mds importante, aunque no se puede determinar si éstas han sido eliminadas o si su
funcidn se ha afectado, ya que no ha sido motivo de este estudio. Tampoco se observaron mas

casos de rechazo como indicador de menos tolerancia en estos pacientes.

En este estudio debido al nimero limitado de episodios de rechazo sélo es posible rea-
lizar un estudio exploratorio para establecer el efecto que produce la reduccidn de dosis en
el porcentaje y nimero absoluto de Treg y su relacidn con rechazo. Segun tabla 19 anexo 1
los pacientes de ambas dosificaciones presentaron porcentajes y numero absoluto de Treg
después del episodio de rechazo inferior al valor basal. Esta disminucidén en el porcentaje y
numero absoluto de Treg puede ser debido a los niveles de inmunosupresores usados para
tratar el rechazo. Shan et al'*® en un metanalisis indicaron que el estudio del porcentaje y va-
lores absolutos de las células Treg en el receptor son Utiles para mantener una funcion estable
del injerto, reducir la tasa de rechazo agudo/crénico. Ademas, indicé que el estudio de dichas
células en el injerto es mejor biomarcador que el estudio en sangre periférica. David San Se-
gundo'*” demostrd que los trasplantados renales con mayores nimeros absolutos de Treg a
los doce meses tendran una mejor supervivencia del injerto a largo plazo, aunque se deberia

confirmar en estudios multicéntricos.

En nuestro estudio se observé una elevacidn precoz en porcentaje y numero absoluto
de LB siendo este aumento mayor en el grupo de 1D que en 2D. El incremento porcentual
podria explicarse por la disminucidn de la poblacidon T pero no el aumento numérico. Cabe
resaltar que a partir del mes se observd una contraccidn de la poblacion B progresiva hasta
los 180 dias. Esta diferencia entre ambos grupos puede ser debido a que, BAS previene la
activacion del linfocito TCD4+CD25+ y la produccion de IL2, lo cual disminuiria la sefializacién
para la activacion de linfocitos B virgenes y la colaboracién T-B. No se observaron cambios en
los porcentajes de distribucion de las subpoblaciones de maduracién B en ninguno de los dos
grupos. Nuestros resultados son similares a los grupos de Svachova V et al*® y Todeschini M
et al'® en trasplantados renales donde no se observaron diferencias en las cifras absolutas de

linfocitos B naive.

Las células NK disminuyeron de manera significativa en porcentaje y niumero absoluto a
los 7d tanto con 1D como con 2D, persistiendo esta reduccion hasta los 15d y 30d. Desde los 30d
hasta el final del estudio se observd su reconstitucion. En este trabajo no se estudio la expresion
de la cadena alfa del receptor CD25 en las células NK. Se ha descrito®® que las células NK rieht
expresan en su superficie el receptor de alta afinidad (ay), por tanto, estaria mas afectada esta

subpoblacién minoritaria, mientras la mayor proporcidon de NK expresa el receptor intermedio
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de CD25 (CD122, cadena B receptor CD25). Esta cadena B debido a la redundancia del sistema
de citoquinas podria ser activada por la IL-15. Sin embargo, observamos un decremento mayor
que la proporcién habitual de estos linfocitos bright, lo cual puede ser debido a una labilidad de
las NK en general frente a todos los farmacos y eventos que ocurren en el periodo inicial post

trasplante®®’.

Referente a la activacidn linfocitaria, no se observaron diferencias en el porcentaje de
expresion de HLA-DR, de CD38 ni de la coexpresion de ambos sobre los linfocitos TCD8+ en-
tre 1D y 2D a lo largo del estudio. Unicamente en el grupo 2D se observé una reduccién del
numero de células que coexpresan HLA-DR y CD38 a los 30d con respecto al valor basal. Cabe
mencionar que el grupo 2D tuvieron valores pre-TC mas altos que los pacientes que recibieron
1D posiblemente por alguna de las circunstancias clinicas que llevaron a los clinicos a usar 2D
en esos casos. La disminuciéon mayor en la activacion en el grupo 2D en numero absoluto res-
pecto al basal se debe a que presentaron una activacidn basal mayor y menor nimero de linfo-
citos totales. No se observaron diferencias en la expresion de cada marcador de activacion por
separado y en su coexpresién entre ambos grupos; y puede estar relacionado con la redun-
dancia del sistema IL-2/IL-2R. Peter L. Amlot *° tampoco observé cambios en la expresion de
antigenos de activacién en los linfocitos T en trasplantados renales a los que se les administré
un anticuerpo quimérico anti-CD25 (similar a BAS), indicando la existencia de otros caminos
de activacion, tales la fraccién B de CD25 e IL15, o a través de citoquinas que aumentan de ma-
nera separada cada antigeno de activacion. T van Gelder®? indicé también la redundancia de
la red de citoquinas, y que la IL-15 puede ser un candidato para superar el papel de la IL-2. Los
pacientes pueden desarrollar un rechazo agudo a pesar del bloqueo adecuado de la via IL-2/
IL-2R; y aquellos que iniciaron tratamiento inmediato con CNI después del trasplante cardiaco

presentaron mayor tiempo libre de rechazo.

Diversos estudios3*>* observaron que BAS no afectaba el porcentaje de monocitos, aun-
que se observé una disminucidn en la expresidon de CD25 cuando estaban activados. Otros far-
macos como los corticoides y los CNI pueden bloquear su activacion vy la liberacidén de citoqui-
nas®>>. En nuestro estudio se observd una disminucidn significativa en porcentaje y no significati-
va (tendencia) en el nimero absoluto de monocitos a la semana en los pacientes que recibieron

1D, sin observarse diferencias en la expresion de marcadores de activacién entre ambos grupos.

Respecto a la cinética de las inmunoglobulinas se observé una disminucién de la concen-
tracion sérica de IgM para ambas pautas en el punto 30d, siendo mas baja para el grupo 2D.
También se observé una disminucidn significativa de 1gG e IgA en todos los puntos de estudio

respecto al basal, sin diferencias entre ambas dosificaciones.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=van+Gelder+T&cauthor_id=9484761

1. ESTUDIO OBSERVACIONAL DE DIFERENTES FENOTIPOS DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS T, B, NK EN TC
QUE RECIBEN DIFERENTE PAUTA DE ADMINISTRACION DE BAS: 1 DOSIS (1D) O 2 DOSIS (2D)

La menor secrecidon de inmunoglobulinas puede ser debido a que se produce una me-
nor activacién T, y de manera indirecta una menor activacién de la célula B. De hecho, al faltar
receptores es posible que el proceso de maduracidon a cambio de isotipo no se produzca del

mismo modo y no se generen anticuerpos.

Varios autores han indicado que la IL-2 estimula la produccion de IgM in vivo'® ; e in
vitro™” y que esta IgM puede ser bloqueada por la adicidén de un anti-IL2**8 lo cual puede expli-
car la menor concentracién sérica de IgM que se observd en los pacientes que recibieron 2D a
los 30 dias, ademas del efecto de la medicacidon concomitante. Esta disminucién de la concen-
tracion de IgM podria estar relacionado con una tendencia de mayor riesgo de infeccidn a los

30 dias (Kaplan Mayer) en estos pacientes.

CAMBIOS PRODUCIDOS EN PARAMETROS BIOQUIMICOS

Debido a que los pacientes con 2D presentaron peor funcion renal, se retrasé el uso del
CNI, de ahi que presentaron valores mas elevados de creatinina durante los primeros 15 dias

y mas bajos de albumina y proteinas totales hasta los 90 dias.

Los pacientes que recibieron 1D presentaron concentraciones plasmaticas de FK signifi-
cativamente mayores a los 7d que los pacientes que recibieron 2D. La explicacién de la cinética
de FK en los pacientes que recibieron 2D se debe a que su administracion se inicié mas tarde

en estos pacientes.

El tiempo de inicio y en alcanzar niveles terapéuticos de FK después del trasplante fue

semejante al indicado por Veraprapas K*°.

Veraprapas K*° sugiere que el retraso del inicio de los CNI en una poblacidn de bajo ries-
go podria realizarse utilizando esta estrategia de bajas dosis de BAS. Esta estrategia también
parece permitir el cese temprano de corticosteroides, aunque con el mantenimiento conco-
mitante de niveles de CNI y de micofenolato mds altos. En este estudio el tiempo necesario
para alcanzar concentraciones dptimas de CNI (FK>10 ng/ml) fue menor para los pacientes
que recibieron 1D posiblemente debido a la administracion temprana de mayores dosis de

anticalcineurinico.

En algunos de los pacientes que recibieron 2D de BAS, el tiempo en alcanzar niveles

terapéuticos de FK fue mayor que el tiempo del efecto del anti-CD25. Es importante resaltar
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que estos pacientes podrian presentar concentraciones infra-éptimas de FK, sobre todo en
aquellos con una supresidn parcial de la expresion de CD25+. Aunque no se evidencia mayor
numero de rechazos, el retraso de usar dosis terapéuticas de FK, requeriria una monitoriza-

cion cercana de los niveles de anticalcineurinicos.

En relacién al estudio de biopsias no se observd correlacidn entre la infiltracién linfoci-
taria y activacion linfocitaria TCD8+ en sangre periférica. Tampoco se observé correlacion con
los niveles de linfocitos T que expresan CD25+. Beik!® et al reportaron que los porcentaje de
CD4+CD25+ y CD8+HLA-DR+ fueron significativamente mayores en trasplantados renales que
desarrollaban rechazo. N Lanio et al*® reporté una correlacion entre porcentajes elevados de

linfocitos T CD8+ de memoria (TemRA) y su relacién con rechazo durante el post-TC.

En este estudio, se puede concluir que los pacientes que recibieron 2D, BAS bloquea-
ria de manera selectiva la activacion y proliferacién de las células TCD4+CD25+ durante mas
tiempo. Las células TCD4+ activadas son las principales células que responden frente a aloan-
tigenos del donante y por lo tanto las responsables de la respuesta indirecta efectora asociada
a rechazo. No obstante, no se puede excluir la participacion de las células TCD8 citotdxicas
mediante el fendmeno de sensibilidad cruzada. Consideramos adecuada la monitorizacidn de
las células TCD4CD25+ entre los primeros cuatro a siete dias post-TC para verificar el efecto
supresor de CD25+. Si no se considera afadir una 2D (a partir del 4 dia) recomendamos repetir
la monitorizacién de la expresion de CD25+ entre los 15 a 30 dias. Se indica este punto por-
que es cuando observamos mayores diferencias porcentuales de expresiéon de CD25+ sobre
linfocitos TCD4+ y recuperacion de Treg. En los pacientes que reciben 1D que no supriman
completamente la expresion de CD25+ o durante poco tiempo consideramos necesario una

monitorizacion estrecha de la concentracion del CNI.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la administracion de una sola
dosis de basiliximab en trasplantados cardiacos no supone mayor riesgo de rechazo e infeccio-

nes, lo cual coincide con los resultados observados en trasplante renal 4.

La relevancia de estos resultados radica en la posibilidad de utilizar este ajuste de dosis
de basiliximab y aumentar el tiempo libre de infecciones. Por lo tanto, esta estrategia de re-
duccidn de dosis podria ser util en pacientes con bajo riesgo inmunoldgico con una funciona-

lidad renal adecuada y con mayor riesgo de desarrollar episodios de infeccion.



2. COMPARACION DE VARIABLES CLINICAS Y DURACION DEL BLOQUEQ DEL RECEPTOR CD25. DIFERENCIAS ENTRE BAS Y DAC

COMPARACION DE VARIABLES CLINICASY DURACION
DEL BLOQUEO DEL RECEPTOR CD25. DIFERENCIAS
ENTRE BASY DAC

Respecto a las diferencias clinicas de ambos monoclonales no hubo diferencias en su-

pervivencia, desarrollo de infecciones ni episodios de CMV.

Segln la cinética de recuperacién de CD25 en los linfocitos TCD4+ y linfocitos TCD8+ se
puede observar que la recuperacion es mas lenta para DAC que BAS. Debido a que presentan
el mismo mecanismo de accidn, estan disefados para bloquear el receptor CD25 durante 4-6
semanas; la explicacion puede ser debida a la pauta de administracién de DAC (se administra
una segunda dosis entre 10-14 dias post-TC), y a la propia naturaleza del AcMo. Nuestros da-
tos confirman otros estudios donde se ha evaluado cada AcMo por separado. En el caso de
2D de BAS la saturacion del receptor® es de aproximadamente entre 28-42 dias frente a los
42 dias de 2D de DAC™!. Garcia Merino A et al ** indicaron que los anticuerpos humanizados

permanecen mas tiempo en la circulacién que los quiméricos.

Se observd una diferencia significativa en el periodo de supresién (media en dias) de la
expresion de CD25 en los linfocitos TCD4+ y en la recuperacion del porcentaje de expresion de

CD25 basal, siendo mayor para el grupo que recibié DAC.

Lin et al*®2 compard 2D de BAS con 2D de DAC en trasplantados renales. No se observa-
ron diferencias en el nimero de episodios de infeccién. En su cohorte indicaron que el tiempo
de saturacion de ambos monoclonales estaba entre las 4-6 semanas, siendo la recuperacién
a partir de las 6 semanas mas rdpida para DAC. Estos resultados son contrarios a los observa-
dos en este estudio, donde observamos una recuperacion mas rapida de BAS. Las diferencias
encontradas pueden ser debidas a diferencias en la inmunogenicidad a aloantigentos del do-
nante debido al tipo de trasplante realizado, al tipo de AcMo utilizado y a la dosis administrada

(en el estudio de Lin et al se utilizaron DAC en una pauta de 2mg/Kgy en este estudio 1mg/Kg).

Respecto al rechazo, no existieron diferencias significativas ni en el nimero de eventos
ni en el tiempo de aparicion. Kandus, Aljosa et al*®® en un estudio prospectivo en trasplantados
renales tampoco observaron diferente incidencia de episodios de rechazo entre ambos. Aun-
que el niumero de pacientes en este estudio es reducido para alcanzar un poder estadistico

suficiente, concluye que si se inscribiera un mayor nimero de pacientes dificilmente podria
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esperarse alguna diferencia teniendo en cuenta el mecanismo de accién de ambos anticuer-
pos monoclonales. Lin et al**> observaron mayor nimero de episodios de rechazo en el gru-
po que recibié DAC, los cuales ocurrieron cuando la proporcidn de linfocitos T que expresan

CD25+ fue mayor para este grupo.

Cabe destacar que esta diferencia en la recuperacién de la expresién de CD25 es importan-
te, ya que una recuperacion mas rapida puede implicar una activacion de las células T efectoras
y comprometer la respuesta inmunoreguladora del donante, aunque actualmente se desconoce
si ocurre dicho efecto. Dichas diferencias observadas podrian estar sesgadas por la diferencia
de administracién de la segunda dosis de DAC y por la propia naturaleza de ambos farmacos
(quimérico y humanizado). Debido a estas diferencias en la recuperacién de CD25 consideramos
que DAC presentaria un mejor perfil profilactico de rechazo que BAS, aunque seria necesario
una comparacién con mayor numero de pacientes y realizar un seguimiento a largo plazo para
esclarecer si esta mayor duracidn en la recuperacion de CD25 confiere una mayor ventaja en la

supervivencia del aloinjerto y en el desarrollo de CAV.

ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL EFECTO DE DIFERENTES
GGIV COMERCIALES EN DIFERENTES POBLACIONES
LINFOCITARIAS EN DIFERENTES CONTEXTOS
CLINICOS

Existen pocos estudios que describen las alteraciones que produce la administracion de
diferentes preparados de GGIV en diversas poblaciones leucocitarias. Es necesario estudiar el
efecto inmunomodulador de dichos preparados desde que Hans ochs HD y col*** observaron
en pacientes con inmunodeficiencias primarias que la administracion de altas dosis (400 mg/
Kg) la 1gG alcanza un nivel maximo mayor (Cmax) que la administracion de dosis sustitutivas
(100mg/Kg) y un aumento sustancial en suero durante el periodo post-infusion, lo que sugiere
la persistencia de anticuerpos especificos durante el intervalo entre las infusiones. Ademas,
hay que tener en cuenta que la farmacocinética de las GGIV presenta una elevada variabilidad
inter e intraindividual que junto con la composicién (IgG monomérica o dimérica) hacen nece-

sario una dosificacién personalizada.



3 ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL EFECTO DE DIFERENTES GGIV COMERCIALES EN DIFERENTES POBLACIONES LINFOCITARIAS
EN DIFERENTES CONTEXTOS CLINICOS

En este estudio se observd tendencia en la disminucidn de los linfocitos TCD3+ en por-
centaje y en numero absoluto después de la infusion de ambos tipos de preparados de GGIV
(altas dosis y especifica anti CMV), recuperando valores basales antes del siguiente ciclo de
infusion. Los linfocitos TCD8+ disminuyeron de manera significativa en numero absoluto en
el grupo de alta dosis, recuperando valores basales antes de la siguiente infusion. En el caso
de la inmunoglobulina hiperinmune anti-CMV el porcentaje y niumero absoluto de linfocitos
TCD8+ fue estable. Los linfocitos TCD4+ permanecieron sin cambios significativos en todas las
pautas. Estos resultados son similares a otros autores descritos posteriormente. Por ejemplo,
Dominic Paqui-Proulx*®> et al observaron en pacientes con inmunodeficiencia variable comun
un aumento de los linfocitos TCD4+ con valores estables de linfocitos TCD8+ a los 6-12 meses
tras la administracion de inmunoglobulinas intravenosas. Diversos autores Macey M G et al ¢®
y Hui Qing Hou et al*®” asociaron un aumento de linfocitos TCD4+ naive con valores estables o
disminuidos de linfocitos TCD8+ en diferentes entidades que cursan con autoinmunidad (PTI
y polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda). K Hoetzenecker et al'®® observaron en
estudios in vitro en pacientes TC tratados con inmunoglobulina hiperinmune anti-CMV un au-

mento de la apoptosis de los linfocitos TCD8+.

Respecto a la expresion de marcadores de activacion en los linfocitos TCD8+ se observé
tendencia a disminuir su expresion en porcentaje y en numero absoluto en ambos prepara-
dos. En el caso de la expresidon de DR fue estadisticamente sinificativamente en valores ab-
solutos en la pauta de alta dosis. Ademas, se observd que dichos marcadores de activaciéon
disminuyen su expresién de manera sostenida sin recuperar el valor basal previo (es decir,
esta disminucion en la activacién no es transitoria). Esta disminucidn sostenida de marcadores
de activacién en los linfocitos CD8+ después de la GGIV también fue observado por Domi-
nic Paqui-Proulx!®% et al en pacientes con CVID. Wakiguchi H et al*’® observaron que la no
disminucion en la expresidon de HLA-DR en el linfocito TCD8+ podria estar relacionado con la

resistencia al tratamiento.

Referente al linfocito B, se observaron valores estables en todas las pautas de adminis-
tracién. La maduracidn del linfocito B presentd tendencia al aumento de linfocitos B naive
y disminucion de linfocitos B de memoria con cambio de isotipo (altas dosis). En el caso de
la inmunoglobulina hiperinmune anti-CMV no se observaron diferencias en el porcentaje y
numero absoluto de linfocitos B naive ni linfocitos B memoria. Nuestros resultados no son
comparables al de otros autores debido a que la mayoria estan realizados en modelos in vitro
en humanos o en modelos animales, por lo tanto, no reflejan el efecto in vivo. Heidt et al*’*
observaron en pacientes sanos en un modelo in vitro que estos preparados no son capaces

de inhibir directamente la respuesta de los linfocitos B y su capacidad proliferativa, sino que
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dicha inhibicidn se debe a un efecto indirecto en los linfocitos T y/o interacciones con anti-

cuerpos circulantes y complemento.

En nuestro estudio se observaron valores estables de Treg circulantes después e inme-
diatamente después de la administracién de ambos tipos de preparados. Diversos autores’>!73
observaron un aumento inmediato de células Treg circulantes tras la administracion de GGIV.
Tjon AS et al’* no observaron un aumento de células Treg circulantes, pero si un aumento de su
activacion (expresién de DR) y su actividad supresora (expresion de FoxP3) en pacientes tratados
con altas dosis de GGIV pero no a bajas dosis. K Hoetzenecker et al '*® no observaron in vitro un
aumento de Treg en el caso de la GGIV hiperinmune anti-CMV. La no observaciéon de un aumento

en nuestro estudio podria ser debido al tamafio muestral y que tampoco se analizé FoxP3.

Se observd una disminucidn significativa en el nUmero de monocitos circulantes previo
a la infusién (t2 postinfusional) en la pauta de altas dosis. En la preparacién de inmunoglo-
bulina hiperinmune especifica anti-CMV no se observd dicha disminucidn. En el caso de la
coexpresidon de marcadores de activacion se observé una disminucion significativa después de

la infusidon en nimero absoluto en el grupo de altas dosis.

Varios autores!’>>%1¢> ghbservaron una reduccién inmediata transitoria en el nimero de
monocitos circulantes y proinflamatorios. Siedlar et al*® observaron una reduccidn transitoria
del 50% en concreto de los monocitos proinflamatorios definidos por el fenotipo CD14+C-
D16++DR++'¢ a las 4 horas después de la infusidn, y demostraron que en dicho efecto estaba
implicado el receptor FcyRIlb (CD32B), mientras que los monocitos clasicos definidos por el
fenotipo CD14+CD16-DR+ permanecieron estables o disminuyeron moderadamente en unos
pocos pacientes. Tjon AS et al'’’ no observaron una disminucién de monocitos proinflamato-
rios circulantes en una pauta de administracidn de altas dosis, sugiriendo que esa disminucion
solo se observaba en la pauta de administracidén a bajas dosis. Por tanto, nuestros resultados
son similares al estudio de Siedlar et al, observandose una disminucion significativa en la ac-
tivacion de los monocitos totales (clasicos y proinflamatorios) en el preparado administrado
a altas dosis GGIV.

En este estudio se observd una diminucidn de células NKT circulantes en el preparado de
alta dosis. Varios autores!’®'”® han observado una disminucidn de células NKT circulantes tras
la administracién de GGIV en mujeres con fracaso reproductivo de repeticion. Nuestros resul-
tados no son comparables al de los anteriores autores debido a que este estudio se realizé en
diferentes modelos en concreto en pacientes con autoinmunidad y pacientes trasplantados

con enfermedad CMV.
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3 ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL EFECTO DE DIFERENTES GGIV COMERCIALES EN DIFERENTES POBLACIONES LINFOCITARIAS
EN DIFERENTES CONTEXTOS CLINICOS

Referente al efecto de la GGIV en trasplantados cardiacos no se observaron cambios en
la proporcién de células T, B, NKT, Treg, monocitos y neutréfilos totales circulantes en sangre
periférica. Se observaron valores menores de TCD8+ y mayores de Treg después de la infusion
en el grupo que recibié GGIV (casos) en comparacion con aquellos que no recibieron (con-
troles). No se observé un aumento en la activacion del linfocito TCD8+ ni en el monocito que
junto con el aumento del porcentaje de Treg, podria ser la responsable del efecto beneficioso

de la GGIV en la prevencion del rechazo tanto agudo como crénico.

Segln estos estudios se podria concluir que la GGIV podria ser una opcion en el trata-
miento de enfermedades autoinmunes y rechazo debido a su capacidad para suprimir la acti-
vacion en los linfocitos TCD8+ sin afectar el porcentaje de células Treg. Respecto a su uso en

infecciones, podria ser util en controlar la inflamacién debido a la activacién inmune crénica.

En los estudios presentados se observo un descenso de inmunoglobulinas tras el tras-
plante cardiaco, confirmando estudios anteriores previos en los cuales se ha sugerido que
la IgG hipogammaglobulinemia es un factor de riesgo de infeccion!?’*®, En estos pacientes
que desarrollan hipogammaglobulinemia estaria indicado el tratamiento con GGIV. Este trata-
miento ademas de la reconstitucion humoral, tiene un efecto en la inmunidad celular el cual
ha sido descrito en los resultados de esta tesis que podrian explicar su potencial efecto inmu-
nomodulador (ver aumento de células T reguladoras tras uso de GGIV en esta tesis). Con la
finalidad de ver el efecto de las GGIV sobre la activacidn linfocitaria en esta tesis se utilizdé un
modelo de uso de alta dosis de GGIV en enfermedad autoinmunes, observando una disminu-
cion de la activacion de células T CD8. Se sabe que las GGIV a altas dosis se usan en trasplante

en varias indicaciones.
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VI. CONCLUSIONES

SOBRE LA ADMINISTRACION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI CD25 BASILIXI-
MAB (BAS) EN DOS DOSIFICASIONES (1D Y 2D) Y SU EFECTO SOBRE LAS SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS EN TRASPLANTE CARDIACO.

e Los pacientes que recibieron una dosis Unica de basiliximab inmediatamente tras
el trasplante, presentaron una recuperacion mas precoz de los porcentajes de ex-
presion de CD25 sobre las células TCD4, y también de las células reguladoras en

los estudios de los dias 15 y 30 post trasplante, en relacién al grupo 2D.

¢ Las diferencias observadas en las poblaciones no se correlacionaron con diferen-
cias significativas en el tiempo libre de rechazo, ni en el grado de infiltracién linfo-
citaria en las biopsias endomiocardicas ni en el nimero de episodios de infeccidon
ni en el tiempo libre de infeccidn a los 30 dias entre pacientes tratados con 1D y
2D de basiliximab.

* La monitorizacidon inmunolégica mediante citometria de flujo permite identificar
la intensidad de supresidon de expresidn del receptor de IL2 inducida por diferen-
tes dosis de basiliximab, en cada paciente de manera individual durante el periodo

inicial post trasplante.

SOBRE LA CINETICA DE LA EXPRESION DE CD25 SOBRE LOS LINFOCITOS Y SU CORRE-
LACION CLINICA TRAS LA INDUCCION CON 2 ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-CD25
DACLIZUMAB (DAC) HUMANIZADO Y BAS QUIMERICO EN TRASPLANTE CARDIACO

e La evaluacion de la duracion de la expresion de CD25+ en TCD4+ y TCD8+ de ma-

nera individualizada fue menor en el grupo BAS.

* La reconstitucion mas precoz de la expresiéon de CD25+ observada tras BAS en

comparacién con DAC no implicé mayor nimero de episodios de rechazo.

* No se observaron diferencias significativas en el nimero de episodios de infeccién

entre pacientes tratados con BAS o con DAC.
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EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GAMMAGLOBULINAS IV SOBRE LOS LINFOCITOS EN
DIFERENTES CONTEXTOS CLINICOS Y EN TRASPLANTE DE ORGANO SOLIDO.

e El porcentaje de células reguladoras CD4+ es mayor tras la terapia con gammag-
lobulinas IV en trasplantados cardiacos en comparacién con aquellos que no reci-

bieron dicho tratamiento.

e Laexpresion de CD38 y de HLA-DR disminuye en los linfocitos TCD8+ de los pacien-

tes con enfermedades autoinmunes tras el tratamiento con GGIV en altas dosis.
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ANEXO 1

ESTUDIO OBSERVACIONAL DE DIFERENTES FENOTIPOS DE
SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS T, B, NK EN PACIENTES
TRASPLANTADOS QUE RECIBEN DIFERENTE PAUTA DE
ADMINISTRACION DE BAS: 1 DOSIS (1D) O 2 DOSIS (2D)

Tabla 1. Recuento leucocitario en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

Variable iD P 2D P
1D 2D

Linfocitos pre 14641636 - 13381659

Linfocitos 7d 775588 0,001 5324359 0,002
Linfocitos 15d 8611795 0,002 600+403 0,003
Linfocitos 30d 1070808 0,023 829477 0,006
Linfocitos 60d 1345+730 0,738 11174559 0,309
Linfocitos 90d 1506818 0,726 13691498 0,719
Linfocitos 180d 1568704 0,242 14411800 0,501
Neutrofilos pre 687715315 - 561812360

Neutroéfilos 7d 1413349025 0,005 1115545702 0,003
Neutrofilos 15d 11194+4695 0,018 9583+4868 0,020
Neutrofilos 30d 636913928 0,827 537612452 0,731
Neutroéfilos 90d 5529+4049 0,185 4087+1921 0,045
Neutrofilos 180d 37261775 0,018 3906+1503 0,015
Monocitos pre 650+238 - 6201244

Monocitos 7d 5314263 0,088 550£151 0,890
Monocitos 30d 6954237 0,618 6304375 0,220
Monocitos 90d 6961341 0,818 575+260 0,554

Los datos se expresan como media tdesviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 2. Valores TCD3+ en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

Variable iD P 2D .
1D 2D
%CD3 pre 67,39+13,06 - 71,63+11,69 -
%CD3 7d 56,49+20,32 0,005 61,40+10,80 0,074
%CD3 15d 56,79+16,34 0,002 62,9918,76 0,092
%CD3 30d 64,16+15,59 0,436 65,35+14,35 0,163
%CD3 60d 70,54+12,88 0,555 70,47+6,48 0,886
%CD3 90d 71,22+11,95 0,239 74,88+10,71 0,492
%CD3 180d 73,51+11,11 0,042 71,36+15,69 0,753
CD3 pre 9961515 - 8281287 -
CD37d 494+373 0,000 290+183 0,000
CD3 15d 5354460 0,000 363178 0,000
CD3 30d 7031581 0,126 559+339 0,016
CD3 60d 9551583 0,674 770+381 0,718
Ccb390d 11294619 0,068 10261455 0,097
CD3 180d 11641637 0,042 1115677 0,326

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 3. Valores LB en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

VIII. ANEXOS

Variable iD P 2D .
iD 2D
%LB pre 9,8315,94 - 6,34+4,89 -
%LB 7d 18,9149,30 0,000 12,36%7,11 0,000
%LB 15d 16,30+8,88 0,000 16,23+13,15 0,025
%LB 30d 13,30+7,92 0,003 13,15+10,96 0,005
%LB 60d 10,4815,66 0,194 9,51+9,77 0,160
%LB 90d 8,72+5,97 0,057 8,1817,41 0,152
%LB 180d 5,83%4,16 0,001 5,09+5,85 0,145
LB pre 139+110 - 66,92+68,96 -
LB 7d 1861230 0,748 66,92+68,96 0,999
LB 15d 1754191 0,338 88,10+86,87 0,703
LB 30d 1631191 0,738 98,54+71,95 0,076
LB 60d 1524155 0,209 88,65181,25 0,983
LB 90d 1381134 0,599 81,92176,56 0,117
LB 180d 1031107 0,136 64,47+51,14 0,162

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 4. Células NK en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

Variable iD P 2D .
1D 2D

%NK pre 8,7415,43 - 9,19+8,00 -
%NK 7d 4,60%3,72 0,019 6,58+4,10 0,123
%NK 15d 5,55+4,63 0,134 7,58+5,02 0,169
%NK 30d 6,0316,36 0,067 8,18+5,21 0,147
%NK 60d 7,0414,74 0,281 7,8514,98 0,531
%NK 90d 7,80t7,15 0,507 9,2945,12 0,769
%NK 180d 9,04+5,33 0,900 12,2445,46 0,392
NK pre 1331120 - 125+168 -
NK 7d 38,08+39,20 0,001 36,23+34,68 0,066
NK 15d 42,16439,75 0,003 45,85+38,22 0,113
NK 30d 47,05135,66 0,001 56,62+30,47 0,124
NK 60d 82,65+63,81 0,163 112+106,25 0,849
NK 90d 104,12495,9 0,686 111+70,10 0,851
NK 180d 131,61481,5 0,687 228,47+163 0,479

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 5. Valores TCD4+ tras induccion (1D; 2D) con BAS

VIII. ANEXOS

Variable iD P 2D .
1D 2D

%CD4 pre 45,84+11,40 - 48,00+11,98 -
%CD4 7d 39,40+14,59 0,008 41,31+12,69 0,105
%CD4 15d 39,88+12,25 0,002 44,16+11,86 0,111
%CD4 30d 44,10+14,01 0,471 45,86+10,41 0,502
%CD4 60d 43,52+15,12 0,262 50,69+8,95 0,316
%CD4 90d 46,20+£12,35 0,215 51,7349,19 0,140
%CD4 180d 43,73+10,53 0,356 47,17+11,85 0,275
CD4 pre 686+359 - 585+232 -
CD4 7d 3221267 0,000 199+130 0,000
CD4 15d 321+169 0,000 2661169 0,000
CD4 30d 494+413 0,024 4234272 0,042
CD4 60d 654412 0,960 5624337 0,930
CD4 90d 708455 0,701 7074312 0,016
CD4 180d 6861386 0,888 6341337 0,449

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 6. Expresion de CD25+ en TCD4+ en TC tras induccién (1D; 2D) con BAS

Variable 1D P 2D P
1D 2D

%CDA4CD25 pre 53,59+18,65 - 52,75+17,04 -
%CD4CD25 7d 20,86+21,74 0,000 16,92+23,88 0,001
%CD4CD25 15d 31,55+25,03 0,000 13,28+16,08 0,000
%CD4CD25 30d 50,73+25,62 0,236 37,05+29,10 0,948
%CD4CD25 60d 58,34+21,21 0,683 48,21+27,24 0,790
%CD4CD25 90d 59,30+20,05 0,372 50,79+22,97 0,173
%CDA4CD25 180d 58,90+18,55 0,522 57,16119,34 0,070
CD4CD25 pre 3621228 - 2971211 -
CD4CD25 7d 641138 0,001 28149 0,000
CD4CD25 15d 109+149 0,001 41164 0,000
CD4CD25 30d 2361261 0,085 1404152 0,014
CD4CD25 60d 3621228 0,710 2761252 0,628
CD4CD25 90d 4064297 0,179 3354264 0,352
CD4CD25 180d 411267 0,793 3954291 0,011

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 7. Cuantificacion de Treg en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

Variable iD P 2D P
1D 2D

%Treg pre 5,55+2,38 - 5,21+3,04 -
%Treg 7d 4,47+3,46 0,495 2,84+2,73 0,133
%Treg 15d 5,38%5,19 0,791 3,06£2,75 0,042
%Treg 30d 5,90+3,73 0,234 3,03£2,59 0,013
%Treg 60d 5,36%3,20 0,506 3,95+1,58 0,066
%Treg 90d 5,23+2,01 0,758 4,73£1,90 0,637
%Treg 180d 4,50+2,05 0,071 4,72+2,11 0,933
Treg pre 35,01+28,16 - 31,56+26,02 -
Treg 7d 11,05£13,79 0,000 6,19+6,39 0,033
Treg 15d 15,99+24,13 0,001 7,86%9,55 0,003
Treg 30d 24,33129,45 0,123 13,74£16,62 0,020
Treg 60d 28,99+23,39 0,506 20,97+16,27 0,066
Treg 90d 35,16130,66 0,758 31,06+14,83 0,637
Treg 180d 31,29+20,98 0,157 27,95%16,53 0,933

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 8. Valores TCD8+ en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

VIIl. ANEXOS

Variable 1D P 2D P
iD 2D

% CD8 pre 18,6219,60 - 17,02+4,17 -
%CD8 7d 16,1348,08 0,046 13,02+7,35 0,167
%CD8 15d 16,3518,57 0,253 17,0348,22 0,956
%CD8 30d 18,0748,62 0,740 16,29+6,71 0,485
%CD8 60d 19,7046,89 0,953 20,14+7,58 0,067
%CD8 90d 22,73+7,75 0,041 20,14+7,12 0,031
%CD8180d 25,04+9,60 0,006 25,40+10,02 0,002
CD8 pre 279+179 - 208+89 -
Cb8 7d 139+109 0,000 70164 0,000
CD8 15d 1381135 0,002 124+118 0,004
CD8 30d 200+184 0,164 133479 0,015
CD8 60d 269+152 0,646 219+144 0,522
CD8 90d 3641218 0,034 2741147 0,520
CD8 180d 4114252 0,013 4631421 0,007

Los datos se expresan como media tdesviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 9. Expresion de CD25+ en TCD8+ en TC tras induccién (1D; 2D) con BAS

Variable iD P 2D P
iD 2D

%CD8CD25 pre 30,75+27,11 - 23,30+25,93 -
%CD8CD25 7d 11,81+17,59 0,016 5,28+9,87 0,023
%CD8CD25 15d 9,70+9,81 0,002 5,4216,98 0,049
%CD8CD25 30d 21,45+22,45 0,306 18,97+20,03 0,530
%CD8CD25 60d 24,07+24,44 0,544 29,28+31,09 0,513
%CD8CD25 90d 25,91+25,44 0,876 25,57+28,55 0,887
%CD8CD25 180d 23,54+22,64 0,172 20,24+23,89 0,864
CD8CD25 pre 3681380 - 2671279 -
CD8CD25 7d 55,20+76,52 0,007 16,10+17,34 0,004
CD8CD25 15d 104+185 0,008 36,66+46,00 0,065
CD8CD25 30d 286+420 0,373 158+170 0,143
CD8CD25 60d 3461412 0,785 3731545 0,283
CD8CD25 90d 3851371 0,172 3851493 0,435
CD8CD25 180d 331+352 0,056 3051546 0,335

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 10. Coexpresion de activacion (HLA-DR, CD38) en TCD8+ en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

VIIl. ANEXOS

Variable iD P 2D .
iD 2D

%CD8DR38 pre 17,76+13,85 - 22,71+£21,55 -
%CD8DR38 7d 16,33+13,58 0,630 19,82+16,12 0,889
%CD8DR38 30d 21,15+19,13 0,488 26,83+17,82 0,664
%CD8DR38 90d 19,39+17,34 0,659 23,17+13,24 0,202
CD8CD38 pre 51,29+51,52 - 28,82+21,55 -
CD8DR38 7d 23,86+24,21 0,013 16,70+20,32 0,015
CD8DR38 30d 32,62+33,59 0,152 44,46136,73 0,046
CD8DR38 90d 87,75+£128,71 0,156 62,66+46,61 0,735

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia

Tabla 11. Expresion de activacion (HLA-DR, CD38) en TCD8+ en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

Variable 1D . 2D .
1D 2D

%CD8DR pre 34,09+18,18 - 38,35+24,42 -
%CD8DR 7d 32,18+22,35 0,396 35,56+26,59 0,639
%CD8DR 30d 42,61+27,12 0,213 42,50+20,88 0,894
%CDS8DR 90d 41,46+19,82 0,201 40,19422,21 0,884
CD8DR pre 92,01+78,11 - 102,56186,05 -
CD8DR 7d 43,24+44,39 0,003 26,87+26,86 0,015
CD8DR 30d 68,13+67,88 0,695 53,54+36,48 0,046
CD8DR 90d 151,58+126,7 0,124 100,06+64,73 0,735
%CD8CD38 pre 35,76126,07 - 44,23124,60 -
%CD8CD38 7d 33,54+26,57 0,756 39,57+26,57 0,879
%CD8CD38 30d 37,62+26,31 0,882 49,05%+26,31 0,761
%CD8CD38 90d 31,53+16,69 0,333 34,77+16,69 0,154
CD8CD38 7d 54,06+59,59 0,085 28,46131,27 0,066
CD8CD38 30d 54,64+71,11 0,388 60,80+43,20 0,173
CD8CD38 90d 102,84+104,2 0,311 91,77+54,85 0,398

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 12. Expresion madurativa de LB en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

Variable 1D P 2D P
iD 2D
% CD19 naive pre 49,28+27,03 - 53,74%23,64 -
% CD19 naive 7d 56,41+25,29 0,120 55,57+18,07 0,389
%CD19 mem pre 37,98+24,96 - 38,67+19,91 -
%CD19 mem 7d 33,88+20,74 0,144 36,64+16,44 0,305
%CD19 mem SCl pre 40,78+23,78 - 34,64+20,90 -
%CD19 mem SCI 7d 56,18+22,82 0,262 43,52+18,67 0,192
%CD19 mem CCl pre 40,34+19,12 - 50,49+14,69 -
%CD19 mem CCl 7d 35,95+11,73 0,110 44,59+13,30 0,563
CD19 naive pre 58,00+55,03 - 52,29+70,60 -
CD19 naive 7d 57,0082,38 0,532 54,18+52,48 0,249
CD19 mem pre 48,861+44,61 - 22,32+18,23 -
CD19 mem 7d 52,73+62,51 0,172 33,87+29,02 0,156
CD19 mem SCl pre 23,70+41,97 - 4,8314,96 -
CD19 mem SCI 7d 13,73£15,79 0,607 9,07£11,29 0,315
CD19 mem CCl pre 21,00£23,55 - 8,40%7,14 -
CD19 mem CClI 7d 19,84+24,45 0,240 16,73116,34 0,270

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 13. Expresion de activacion (HLA-DR; CD38) en monocitos en TC tras induccion (1D; 2D) con

BAS
Variable iD P 2D g
1D 2D

%CD14DR38 pre 96,55+5,05 - 93,16+9,47 -
%CD14DR38 7d 93,68+7,12 0,344 90,80+14,42 0,646
%CD14DR38 30d 92,80+8,49 0,211 85,83+16,32 0,345
%CD14DR38 90d 90,52+19,61 0,485 87,75+18,08 0,893
CD14DR38 pre 587+ 160 - 5361183 -
CD14DR38 7d 556+ 246 0,172 529+133 0,717
CD14DR38 30d 5494254 0,622 4114230 0,550
CD14DR38 90d 6851383 0,628 547+309 0,475
%CD14DR pre 98,49+1,55 - 93,8619,40 -
%CD14DR 7d 95,39+5,75 0,332 92,45+12,37 0,123
%CD14DR 30d 94,22+8,40 0,078 86,77+16,37 0,207
%CD14DR 90d 95,60+5,09 0,109 95,35+5,90 0,684
CD14 pre 6291123 - 5461188 -
CD14DR 7d 5651172 0,908 514+108 0,502
CD14DR 30d 589+182 0,216 4514256 0,112
CD14DR 90d 6941547 0,634 547+257 0,478

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 14. Niveles de inmunoglobulinas en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

VIII. ANEXOS

Variable iD P 2D P
iD 2D

IgG pre 11931490 - 1078+450 -
IgG 7d 6331203 0,000 568+219 0,000
IgG 15d 638+231 0,000 601206 0,000
IgG 30d 700+236 0,000 6071226 0,000
IgG 90d 8081416 0,000 819+332 0,037
IgG 180d 779363 0,002 7354245 0,014
Ig A pre 2931138 - 324+146 -
IgA 7d 152455 0,000 183485 0,000
IgA 15d 171498 0,000 201480 0,000
IgA 30d 172482 0,000 208+98 0,000
IgA 90d 162481 0,002 136174 0,000
IgA 180d 160490 0,000 159174 0,002
IgM pre 121455 - 3241146 -
IgM 7d 90+50 0,004 71+62 0,115
IgM 15d 94155 0,042 93150 0,187
IgM 30d 88+47 0,000 61+36 0,023
IgM 90d 85+56 0,028 64+40 0,445
lgM 180d 79137 0,000 65139 0,047

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 15. Niveles séricos de componentes del complemento y PCR en TC tras induccién (1D; 2D)

con BAS
Variable iD P 2D .
1D 2D

C3 pre 109+21 - 115434 -
C37d 84128 0,000 72+25 0,001
C315d 87124 0,000 85139 0,055
C330d 102+28 0,231 94131 0,068
C390d 94124 0,022 94123 0,235
C3180d 99121 0,082 87117 0,007
C4 pre 2117 - 22+7 -
C47d 1949 0,031 1544 0,008
C4 15d 2017 0,102 19+7 0,251
C4 30d 2418 0,187 215 0,667
C490d 216 0,817 208 0,634
C4 180d 206 0,468 19+5 0,048
PCR pre 3,08+3,17 - 2,70+4,08 -
PCR 7d 4,0715,92 0,879 5,01+8,33 0,387
PCR 15d 4,07+5,92 0,107 5,01+8,33 0,459
PCR 30d 4,0715,92 0,926 5,01+8,33 0,343
PCR 90d 4,0715,92 0,091 5,01+8,33 0,121
PCR 180d 4,07+5,92 0,094 5,01+8,33 0,093

Los datos se expresan como media tdesviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 16. Monitorizacion bioquimica en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

Variable iD P 2D .
iD 2D

Proteinas pre 6,6+0,9 - 6,8+0,8 -
Proteinas 7d 5,4%0,7 0,000 5,2+0,7 0,000
Proteinas 15d 5,5+0,6 0,000 5,3+0,4 0,000
Proteinas 30d 5,8%0,7 0,002 5,30,7 0,000
Proteinas 90d 6,3+0,6 0,012 6,0+0,4 0,001
Proteinas 180d 6,4£0,5 0,346 6,4£0,5 0,208
AlbUmina pre 3,540,8 - 3,740,8 -
Albdmina 7d 6,610,9 0,083 2,910,6 0,157
Albdmina 15d 3,2+0,4 0,022 2,910,4 0,042
AlbGmina 30d 3,410,6 0,197 3,0+0,4 0,130
Albdmina 90d 4,010,5 0,647 3,70,2 0,617
Albumina 180d 4,1+0,2 0,299 4,3+0,0 0,410
Urea pre 51121 - 69138 -
Urea 7d 8846 0,001 136+116 0,028
Urea 15d 93+63 0,004 98+56 0,089
Urea 30d 83159 0,018 63+30 0,907
Urea 90d 66+40 0,099 62+29 0,173
Urea 180d 59133 0,141 66119 0,056
Creatinina pre 0,9+0,4 - 1,21+0,41 -
Creatinina 7d 1+0,5 0,327 1,6%1,2 0,243
Creatinina 15d 0,9+0,4 0,364 1,4+1,0 0,963
Creatinina 30d 0,90,5 0,540 0,9+0,4 0,024
Creatinina 90d 1+0,4 0,035 1,1+0,4 0,339
Creatinina 180d 1£0,5 0,004 1,310,39 0,300

Los datos se expresan como media tdesviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal, utilizando t para
muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia
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Tabla 17. Monitorizacidn del nivel de inmunosupresion en TC tras induccion (1D; 2D) con BAS

Variable iD P 2D .
1D 2D

Tacrolimus 7d 6,0+4,2 - 3,5+3,4 -
Tacrolimus 15d 7,8%3,4 0,143 8,313,4 0,009
Tacrolimus 30d 10,1+2,9 0,000 9,1+4,1 0,002
Tacrolimus 90d 9,6%2,5 0,002 9,612,6 0,000
Tacrolimus 180d 9,2+3,4 0,003 9,2+3,4 0,000
Micofenolato 7d 1,2310,87 - 1,09+0,44 -
Micofenolato 15d 1,514+0,93 0,279 1,26%1,04 0,425
Micofenolato 30d 1,64+1,24 0,084 1,19+0,67 0,498
Micofenolato 90d 2,28+1,21 0,149 1,92+1,21 0,082
Micofenolato 180d 2,4241,23 0,015 2,39+1,23 0,013

Los datos se expresan como media *desviacion tipica. Diferencia de media en relacion al valor basal (punto de estudio
7d), utilizando t para muestras relacionadas: negrita p<0,05 y en cursiva si existe tendencia

Tabla 18. Tiempo de supresion completa y recuperacion del valor basal (dias) en TC que desarro-
llaron rechazo 2R

Paciente Induccion Dias supresion<3%CD25+  Dias reconstitucion CD25+

1 2D 30 dias 60 dias
2 1D No supresion 7 dias
3 1D No supresion 60 dias
4 1D No supresion 7 dias
5 2D 7 dias 15 dias
6 1D No supresion 30 dias
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Tabla 19. Cuantificacidn del nivel de fdrmacos inmunosupresores, células Treg y anticuerpos cito-

toxicos en TC que desarrollaron rechazo 2R

Niveles FArmacos Fecha
Paciente Células Treg Citotoxicos GGIV
Previos al rechazo rechazo
1 -Pre: 5% -Fecha: 04/02/15 Pre: negativos 6m No
36,52 cel/ul Tacrolimus: 7,7 De Novo: 04/02/15
-6m: 4,07% Micofenolato: <0,20 negativos
27,69 cel/ul
2 -Pre: 5,2% -Fecha: 25/09/15 Pre: negativos 4m S
34,54 cel/ul Everolimus: 4,10 De Novo negativos 25/09/15
-4m: 5,79% Micofenolato: 2,40
30,98 cel/ul Mutacion Tacrolimus
CYP 3A5
3 -Pre: 5% -Fecha: 21/08/15 Pre: negativos 25 dias No
31,19 cel/ul Tacrolimus: 12,70 De Novo: 24/08/15
-15 dias: 4,08% Micofenolato:0,70 negativos
6,31 cel/ul
4 -Pre: 4,19% -Fecha: 25/01/16 Pre: negativos 2 mesesy SI
28,81cel/ul Tacrolimus: 11,70 De Novo: medio
-1m: 6,84% Micofenolato: 1,90 negativos 08/02/2016
46,24 cel/ul
-2m (no datos)
5 - Pre: 10,14%  -Fecha: 2/11/16 Pre: negativos 5m S|
53,78 cel/ul Tacrolimus: 10,40 De Novo: positivos  21/11/2016
-5m: 6,35% Micofenolato: 1,80
44,27 cel/ul
6 -Pre: 7,69% -Fecha: 09/09/2015 Pre: negativos 240 dias (bmy No
102,49 cel/ul Tacrolimus:7,40 De Novo medio)
-3m: 5,42% Micofenolato: 1,20 negativos
44,23 cel/ul

La administracion de GGIV fue previa al episodio de rechazo en todos los pacientes que recibieron dicho tratamiento
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ANEXO 2.

EFECTO DE LA INFUSION DE GGIV COMERCIALES EN
DIFERENTES SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

Tabla 1. Efecto GGIV en linfocitos TCD3+

. Tiempo
Tiempo

%CD3_t1 %CD3_t2 %CD3 t3  CD3_tl1  CD3_t2 CD3_t3

Alta dosis 71,33 57,53 65,95 872 621 943
(52-81) (51-69) (58-79) (667-2559)  (563-2035)  (578-2170)
PX P P 0,080 0,893 0,225 0,300 0,225 0,500
Anti-CMV 70,91 64,70 66,38 882 647 1341
(66-76) (49-79) (56-87) (622-1253)  (472-1185)  (463-2287)
PX P P 0,225 0,893 0,345 0,415 0,397 0,260

Los valores se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T
de Wilcoxon t1_t3; P*: prueba T de Wilcoxon t2_t3

Tabla 2. Efecto GGIV en linfocitos TCD4+

Tiempo Tiempo
%CD4_t1 %CD4_t2  %CD4_t3 CD4_t1 CD4_t2 CD4_t3

Alta dosis 42,64 44,29 50,11 471 460 398

(32-61) (31-58) (30-68) (250-1805)  (245-1271) (279-1989)
Px; Pxx; P 0,225 0,500 0,225 0,225 0,345 0,225
Anti-CMV 53,50 37,94 43,03 544 385 735

(37-54) (31-56) (36-50) (356-968) (299-860) (270-1386)
Px; P P 0,261 0,681 0,148 0,225 0,453 0,223

Los valores se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T
de Wilcoxon t1_t3; P*: prueba T de Wilcoxon t2_t3
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Tabla 3. Efecto GGIV en linfocitos TCD8+

Tiempo Tiempo
%CD8_t1 %CD8_t2 %CD8_t3 CD8_t1  CD8_t2 CD8_t3
Alta dosis 22,99 20,62 25,85 264 211 310
(19-31) (14-22) (16-37) (225-719)  (154-472) (196-664)
px; pxx; px« 0,043 0,686 0,225 0,080 0,686 0,080
Anti-CMV 14,10 7,70 12,52 225 77 195
(7-25) (6-26) (8-31) (83-257) (73-276) (120-246)
Px; P*; P 0,500 0,715 0,716 0,893 0,465 0,999

Los valores se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T
de Wilcoxon t1_t3; P*: prueba T de Wilcoxon t2_t3

Tabla 4. Efecto GGIV en células NK

Tiempo Tiempo
%NK_t1  %NK_t2 %NK_t3 NK_t1 NK_t2 NK_t3
Alta dosis 11,87 12,31 9,81 136 157 117
(9-17) (6-16) (9-17) (69-328) (66-273) (81-143)
Px; P; P 0,686 0,893 0,897 0,357 0,223 0,258
Anti-CMV 9,37 7,30 6,37 108 102 101
(3-15) (6-16) (6-15) (30-131) (64-110) (36-296)
Px; Pxx; P 0,593 0,999 0,593 0,593 0,593 0,999

Los valores se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T
de Wilcoxon t1_t3; P™: prueba T de Wilcoxon t2_t3



Tabla 5. Efecto GGIV en LB

VIII. ANEXOS

Tiempo Tiempo
%LB_t1 %LB_t2 %LB_t3 LB_t1 LB_t2 LB_t3
Alta dosis 2,70 2,03 1,97 36,45 34,51 25,61
(1-6) (1-6) (1-6) (9-66) (12-54) (12-48)
Px; pxx; pxx 0,686 0,569 0,897 0,357 0,223 0,258
Anti-CMV 8,13 5,48 2,53 127 87 64
(3-19) (3-17) (2-13) (25-278) (23-247) (20-323)
Px; P P 0,144 0,068 0,145 0,144 0,999 0,715

Los pacientes presentaron % y absolutos bajos debido a que fueron tratados previamente con rituximab. Los valores
se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T de Wilcoxon

t1 t3; P*: prueba T de Wilcoxon t2_t3

Tabla 6. Efecto GGIV en células NKT

Tiempo Tiempo
%NKT_t1 %NKT_t2  %NKT_t3 NKT_t1 NKT_t2 NKT_t3
Alta dosis 3,34 3,17 3,16 37,30 28,48 20,33
(1-7) (1-6) (1-8) (10-126) (9-88) (7-96)
Px; PX; P 0,042 0,893 0,345 0,080 0,715 0,465
Anti-CMV 1,01 2,51 1,20 14,14 35,14 28,14
(0,5-6) (1-8) (1-6) (4-35) (7-36) (6-30)
PX; P, P 0,109 0,593 0,109 0,109 0,676 0,182

Los valores se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T
de Wilcoxon t1_t3; P*: prueba T de Wilcoxon t2_t3
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Tabla 7. Efecto GGIV en la activacion de linfocitos TCD8+

D8 Tiempo Tiempo
%DR38_t1 %DR38_t2 %DR38_t3 DR38_tl DR38_t2 DR38_t3
Alta dosis 26,31 21,83 13,06 73,83 36,21 46,41
(11-27) (12-24) (9-19) (29-87) (17-69) (16-71)
px; pxx; pr« 0,221 0,080 0,068 0,345 0,138 0,893
Anti-CMV 18,90 17,90 10,05 41,15 13 25
(8-23) (2-18) (3-13) (8-53) (6-43) (2-25)
Px; P*; P 0,285 0,090 0,180 0,285 0,345 0,593

Los valores se expresan en % y valores absolutos mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T de
Wilcoxon t1_t3; P**: prueba T de Wilcoxon t2_t3

Tabla 8. Efecto GGIV en monocitos CD14+

Tiempo Tiempo

%CD14_t1 %CD14_t2 %CD14_t3 CD14_tl1 CD14_t2 CD14_t3

Alta dosis 5,60 2,75 3,73 700 500 600
(3-10) (2-5) (3-8) (400-900) (300-700) (350-850)

P*; P; P 0,043 0,043 0,043 0,102 0,414 0,102

Anti-CMV 3 5 6 400 300 400
(2-9) (3-6) (1-9) (300-600) (250-450) (300-600)

px; pxx; prx 0,102 0,496 0,221 0,893 0,786 0,786

Los valores se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T
de Wilcoxon t1_t3; P™: prueba T de Wilcoxon t2_t3
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Tabla 9. Efecto GGIV en la activacion de CD14+

Tiempo Tiempo
CD14
%DR38_t1 %DR38_t2 %DR38_t3 DR38_tl DR38_t2 DR38_t3
Alta dosis 98,44 95,70 97,19 695 492 570
(96-99) (94-98) (95-99) (395-868) (284-669) (344-826)
px; pxx; px 0,225 0,500 0,345 0,043 0,345 0,043
Anti-CMV 98,90 97,70 93,60 399 298 346,52
(97-99) (95-99) (89-97) (294-593) (294-593) (235-759)
Px; P, P 0,345 0,043 0,043 0,138 0,686 0,225

Los valores se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T
de Wilcoxon t1_t3; P*: prueba T de Wilcoxon t2_t3

Tabla 10. Expresion de CD25 en linfocitos TCD4+ tras tratamiento con GGIV

D4 Tiempo Tiempo

%CD25_t1 %CD25_t2 %CD25_t3 CD25_tl1 CD25_t2 CD25_t3

Alta dosis 45,16 42,94 42.13 202 165 168
(31-55) (31-51) (36-59) (119-912) (93-674) (121-1053)

Px; P; P 0,500 0,080 0,080 0,225 0,345 0,375

Anti-CMV 44,10 43,60 59,01 229 182 359
(19-74) (17-73) (35-64) (100-590) (56-589) (125-629)

Px; Pxx; P 0,345 0,893 0,650 0,345 0,465 0,359

Los valores se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T
de Wilcoxon t1_t3; P™: prueba T de Wilcoxon t2_t3
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Tabla 11. Expresion de CD25+ en linfocitos TCD8+ tras tratamiento con GGIV

D8 Tiempo Tiempo
%CD25_t1 %CD25_t2 %CD25_t3 CD25_t1 CD25_t2 CD25_t3
Alta dosis 5,25 6,47 7,00 45 23 31
(3-15) (3-17) (3-17) (7-51) (5-45) (12-49)
px; pxx; prx 0,225 0,138 0,345 0,138 0,500 0,345
Anti-CMV 5,77 5,69 7,89 13,59 14,75 14,28
(3-52) (2-37) (2-52) (2-136) (1-84) (2-130)
Px; Px; P 0,138 0,465 0,350 0,138 0,465 0,350

Los valores se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T
de Wilcoxon t1_t3; P*: prueba T de Wilcoxon t2_t3

Tabla 12. Efecto GGIV en células Treg

Tiempo Tiempo
%Treg_tl %Treg_t2  %Treg_t3 Treg_tl  Treg_t2 Treg_t3
Alta dosis 9,80 9,13 9,66 46 62 39
(7-13) (7-15) (7-15) (23-148) (29-122) (22-181)
P*; P; P 0,715 0,686 0,273 0,144 0,893 0,465
Anti-CMV 2,90 3,60 6,80 27,47 19,12 32
(1-8) (1-7) (3-7) (6-45) (3-39) (18-66)
Px; Pxx; P 0,893 0,465 0,893 0,345 0,715 0,273

Los valores se expresan en % y valores absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T

de Wilcoxon t1_t3; P*: prueba T de Wilcoxon t2_t3
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Tabla 13. Efecto de GGIV en linfocitos B naive

Tiempo Tiempo
%Naive_tl %Naive_t2 %Naive_t3 Naive_tl Naive_t2 Naive_t3

Alta dosis 65,98 67,25 57,12 24,09 21,11 13,95

(59-85) (61-89) (39-89) (11-67) (10-57) (8-53)
P, P prx 0,114 0,465 0,315 0,100 0,144 0,273
Anti-CMV 82,72 86,40 91,87 38,19 79,51(16- 62,75

(78-90) (86-89) (88-92) (13-145) 159) (10-209)
Px; P; P 0,593 0,285 0,109 0,598 0,285 0,550

El porcentaje de la correspondiente poblacion esta referido a CD19+. Los valores se expresan en % y valores absolutos
como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T de Wilcoxon t1_t3; P**: prueba T de Wilcoxon

t2_t3

Tabla 14. Efecto GGIV en linfocitos B de memoria

Tiempo Tiempo
%Mem_tl1 %Mem_t2 %Mem_t3 Mem_tl Mem_t2 Mem_t3
Alta dosis 22,85 21,43 36,67 7,50 5,38 7,98
(7-33) (6-32) (10-51) (2-12) (1-11) (3-13)
Px; PX; P 0,068 0,465 0,312 0,068 0,715 0,465
Anti-CMV 10,30 12,11 11,11 3,32 5,11 3,49
(7-14) (10-14) (5-11) (1-41) (1-25) (1-45)
Px; PX; P 0,655 0,285 0,658 0,984 0,286 0,648

El porcentaje de la correspondiente poblacion estd referido a CD19+. Los valores se expresan en % y valores absolutos
como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T de Wilcoxon t1_t3; P**: prueba T de Wilcoxon

t2_t3
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Tabla 15. Efecto GGIV en linfocitos B de memoria sin cambio de isotipo

Tiempo Tiempo
%mSCl_tl %mSCI_t2 %mSCI_t3 mSCl_tl mSCi_t2 mSCl_t3
Alta dosis 27,41 31,71 38,10 1,91 1,34 1,87
(15-37) (19-41) (19-59) (1-4) (1-3) (1-5)
px; pxx; pr« 0,854 0,385 0,109 0,144 0,923 0,285
Anti-CMV 24,39 32,69 32,14 0,81 2,04 1,27
(17-35) (29-36) (30-32) (2-7) (1-8) (1-15)
Px; P, P 0,198 0,168 0,917 0,220 0,489 0,547

El porcentaje de la correspondiente poblacion esta referido a CD19+CD27+. Los valores se expresan en % y valores
absolutos como mediana (IQR).P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T de Wilcoxon t1_t3; P*: prueba T de
Wilcoxon t2_t3

Tabla 16. Efecto GGIV en linfocitos B memoria con cambio de isotipo

Tiempo Tiempo
%mCCIl_1 %mCCI_2 %mCCI_3 mCCl_1 mCCI_2 mCCI_3
Alta dosis 47,45 38,04 49,31 3,27 2,62 1,36
(18-56) (22-64) (14-60) (1-6) (1-6) (0,5-5)
Px; P P 0,068 0,715 0,465 0,068 0,273 0,715
Anti-CMV 46,22 36,35 43,53 1,78 3,54 1,52
(25-54) (31-60) (31-46) (0,5-19) (1-11) (0,5-22)
Px; PX; P 0,593 0,285 1,00 0,655 0,180 0,655

El porcentaje de la correspondiente poblacion esta referido a CD19+CD27+. Los valores se expresan en % y valores
absolutos como mediana (IQR). P*: prueba T de Wilcoxon t1_t2; P*: prueba T de Wilcoxon t1_t3; P*: prueba T de
Wilcoxon t2_t3
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ANEXO 3.

EFECTO GGIV EN PACIENTES TRASPLANTADOS CARDIACOS

Tabla 1. Alteraciones recuento leucocitario tras administracion de GGIV en TC
GGIV+ (Caso) GGIV- (Control)
Pre (1) Post(2) p Pre (1) Post(2) p
Linfocitos (cel/ul) 12924558 11404522 0,338 1355+649  1455+731 0,918 0,714 0,089
Neutrdfilos (cel/ul) 740946200 6419+1360 0,584 5621+652 4792+500 0,086 0,228 0,196

pll1l p2.2

% monocitos 4,18+2,28 3,47+1,62 0,405 4,00+2,14 4,88+2,11 0914 0,814 0,058
Monocitos (cel/ul)  666+179  589+279 0,375 6504285  616+309 0,816 0,848 0,785
% TCD3+ 69+12 68+17 0,909 68,42+12,08 7310 0,283 0,929 0,202
TCD3+ 9074398  806+481 0,489 957+510  1103+602 0,122 0,723 0,070
% TCD4+ 46111 46116 0,405  47+12 45+10 0,254 0,958 0,946
TCD4+ 6184305  564+321 0,810 6664360  677+436 0,929 0,617 0,336
% TCD8+ 16,26+7,48 16,65+8,99 0,991 18,23+8,59 22,42+6,38 0,005 0,499 0,014
TCDS 206+127  221+142 0,180 282+186  355+189 0,030 0,133 0,011
% LB 9,28+5,95 9,86+10,97 0,991 8,10+588 9,58+7,24 0,766 0,644 0,919
LB 1304114  116#130 0,424 132+134  165+237 0,396 0,965 0,421
% NK 6,13+3,48 4,61+2,84 0,353 10,92+7,43 8,28+6,40 0,243 0,053 0,979
NK 76457 69+70 0,963 179+175 1204103 0,868 0,017 0,067
% NKT 2,31+2,61 2,58+2,39 0,152 3,93+432 6,46+7,56 0,099 0,209 0,059
NKT 34454 35440 0,747 58471 74+103 0,917 0,293 0,148

Se indica la diferencia de media en el punto de estudio post (2) en relacién al valor basal (1), utilizando la prueba t
para muestras relacionadas (p) y muestras no relacionadas (p 1_1yp 2_2)
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Tabla 2. Cambios en la activacion en linfocitos TCD8+ y monocitos CD14+ en TC tras administra-

242

cion de GGIV

GGIV+=caso GGIV-=control

pll p2.2

Pre (1) Post (2) p Pre (1) Post (2) p
%CD8DR38  24,93+16,84 20,31+15,62 0,169 20,90+18,42 15,55+11,21 0,447 0,503 0,358
CD8DR38 59,50+54,17 51,95+55,43 0,314 69,75+81,74 41,61+23,95 0,237 0,675 0,532
%CD8DR 41,84+23,05 29,06+14,73 0,489 35,38+23,82 39,10+19,56 0,723 0,420 0,141
CDSDR 93,15+87,85 70,30+66,53 0,401 118497  97,14+48,25 0,899 0,463 0,265
%CD8CD38  40,25+22,82 29,90+14,73 0,375 36,76+27,01 23,84+13,98 0,865 0,682 0,285
CD8CD38 89,40+65,19 71,57+70,68 0,161 109+108 67,75+38,86 0,866 0,523 0,877
%CD14DR 94,95+7,85 94,89+5,97 0,424 97,14+3,75 94,76%5,31 0,477 0,315 0,955
CD14DR 641+186 536+226 0,463  535+174 654+443 0,465 0,216 0,458
%CD14DR38 91,68+13,43 94,02+6,03 0,814 97,69+3,96 97,27+#4,53 0,314 0,094 0,120
CD14DR38 6031204 5294226 0,917 532+174 631+438 0,715 0,432 0,518

Se indica la diferencia de media en el punto de estudio post en relacion al valor basal, utilizando la prueba t para
muestras relacionadas (p) y muestras no relacionadas (p1_1yp 2 _2)

Tabla 3. Modificacion de la expresion CD25+ en los linfocitos TCD4, CD8 y células Treg en TC trds
administracion de GGIV

GGIV+=caso GGIV-=control
pl_.1 p2_2
Pre (1) Post(2) p Pre (1) Post (2) p

%CD4CD25 55124 59121 0,062 47119 54+19 0,070 0,259 0,461
CDACD25 3461236  323+244 0,598 310%215 4041321 0,123 0,610 0,391
%CD8CD25 28124 27122 0,663 23126 22126 0,286 0,929 0,457
CD8CD25 392409 258+376 0,881 327%371 211+340 0,739 0,391 0,653
%Treg 4,85+2,72 5,98+2,77 0,136 4,79+1,92 4,33+2,07 0,448 0,525 0,029
Treg 30+21 31+19 0,467 31+25 35131 0,415 0917 0,553

Se indica la diferencia de media en el punto de estudio post en relacién al valor basal, utilizando la prueba t para
muestras relacionadas (p) y muestras no relacionadas (p 1_1yp 2 2)
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Tabla 4. Cambios en los pardmetros inmunoldgicos humorales en TC trds administracion de GGIV

) GGIV+= caso GGIV-=control
Poblaciones pl_1 p2_2
Pre (1) Post(2) p Pre (1) Post (2) p
IgG 1040+365 768+236 0,012 1254+556 751+259 0,003 0,106 0,820
IgA 2704119 153157 0,298  325+158 150164 0,001 0,164 0,850
IgM 99453 66151 0,717 122471 85148 0,009 0,203 0,075
C3 107126 92428 0,053 113429 93+19 0,053 0,471 0,588
c4 26123 22+6 0,711 2049 20+6 0,479 0,370 0,275

Se indica la diferencia de media en el punto de estudio post infusional en relacién al valor basal, utilizando t para

muestras relacionadas (p) y muestras no relacionadas (p1_1yp 2 _2)
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ANEXO 4

COMUNICACIONES A CONGRESOS NACIONALES E
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ONE-SINGLE DOSE COMPARED TO TWO-DOSE BASILIXIMAB INDUCTION THERAPY IN
HEART TRANSPLANTATION: IMMUNE MONITORING AND CLINICAL OUTCOME. 17th

Congress of the European Society for Organ Transplantation. Brussels 2015

2- Garcia S; Sarmiento E; Calahorra L; Gallego A; Zatarain E; Navas P; Sousa-Casasnovas [;
Lerma, Raquel; Carbone, Javier. IMMUNEMONITORING OF REGULATORY CD4 CELLS
IN HEART RECIPIENTS UNDER IMMUNOTHERAPEUTIC INDUCTION: ONE-SINGLE DOSE
VERSUS TWO-DOSE BASILIXIMAB. 18 th Congress of the European Society for Organ

Trasplantation

3- Garcia S, Carbone J, Sousa |, Sa AK, Zatarain E, Navas P, Gallego A, Calahorra L, Lerma, R,
Sarmiento E. KINETICS OF REGULATORY CD4 T CELLS IN HEART RECIPIENTS UNDER IN-
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38th Annual Meeting and Scientific Sessions. Niza, Francia. 2018

4- Garcia S, Sarmiento E, Carbone J, Sousa |, S4 AK, Zatarain E, Navas P, Gallego A, Calahorra
L, Lerma, R, Carbone J. IMMUNEMONITORING OF REGULATORY CD4 CELLS IN HEART
RECIPIENTS USING ONE-SINGLE DOSE VERSUS TWO-DOSE BASILIXIMAB INDUCTION.
27th International Congress of the Transplantation Society. Madrid, Spain 2018

5- Garcia S; Sarmiento E, Gallego A, Navarro J, Diaz L; Carbone J. THE POTENTIAL IMMU-
NOMODULATORY ROLE OF HIGH DOSE INTRAVENOUS IMMUNOGLOBULIN IN SEVERE
CASES OF DERMATOMYOSITIS. 41 Congreso de la Sociedad Espafiola de Inmunologia.
Sevilla. Mayo 2019
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