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ABREVIATURAS

AcMo: Anticuerpo monoclonal

CPA: Célula presentadora de antigeno

APC: Aloficocianina

BCR: Receptor especifico de antigeno de células B (del inglés, B cell receptor).

CAV: Vasculopatia del aloinjerto cardiaco (del inglés, cardiac allograft vasculopathy)
CD: Cluster de diferenciacion

Cl: Cardiopatia isquémica

CMV: Citomegalovirus

CNI: Cardiopatia no isquémica

CsA: Ciclosporina A

CTLA-4: Antigeno-4 asociado al linfocito T citotoxico (del inglés, cytotoxic T lymphocyte
antigen-4)

EVI: Enfermedad vascular del injerto

FEVI: Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo

FITC: Isotiocianato de fluoresceina

FSC: Medida proporcional al tamafio celular (del inglés, Forward Scatter)
HLA: Antigeno leucocitario humano (del inglés, human leukocyte antigens)
ICOS: Coestimulador inducible (del inglés, inducible costimulator)

IFN: Interferdn

IL: Interleuquina

IL-2R: Receptor de IL-2

ILT: Receptores pertenecientes a la familia de las inmunoglobulinas (del inglés,
Immunoglobulin-like transcript)
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IMF: Intensidad media de fluorescencia
InfNo-CMV: Pacientes con infecciones diferentes a CMV

ISHLT: Sociedad internacional de trasplante de corazén y pulmén (del inglés,
International Society for Heart and Lung Transplantation)

ITAM: Motivo de activacion del inmunoreceptor basado en tirosina (del inglés,
Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motif)

ITIM: Motivo de inhibicion del inmunorreceptor basado en tirosina (del inglés,
Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif)

iTreg: Células T reguladoras inducidas
IVUS: Ultrasonido intravascular (del inglés, intravascular ultrasound)

KIR: Receptores de células NK pertenecientes a la familia de las inmunoglobulinas (del
inglés, Killer immunoglobulin-like receptor)

MCDi: Miocardiopatia dilatada

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés, mayor histocompatibility
complex)

MIC: Cadena relacionada con MHC de clase | (del inglés, MHC class | Chain-related)
MMEF: Micofenolato de mofetilo

NCR: Receptor de citotoxicidad natural (del inglés, natural citotoxicidad receptor)
NF-kB: Factor nuclear kappa B (del inglés, nuclear factor kappa B)

NK: Célula asesina natural (del inglés, , Natural Killer)

Nolnf: Pacientes sin infecciones

NRA: No rechazo agudo

nTreg: Células T reguladoras naturales

PE: Ficoeritrina

PerCP: Proteina clorofila peridrina

RA: Rechazo agudo
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SSC: Medida proporcional a la complejidad de la estructura interna de la célula (del
inglés, Side Scatter)

TCR: Receptor de la célula T para antigeno (del inglés, T cell receptor)

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta (del inglés, Transforming Growth
Factor beta)

Th: Linfocito T colaborador (del inglés, T helper)

TLR: Receptores de tipo Toll (del inglés, Toll-like receptor)

TNF: Factor de necrosis tumoral (del inglés, Tumor Necrosis Factor)
Treg: Linfocito T regulador

Ts: Linfocito T supresor

ULBP: Proteina de unién a UL-16 (del inglés, UL-16 Binding Protein)
VEB: Virus de Epstein-Barr

VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis C

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
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INTRODUCCION

1. HISTORIA DEL TRASPLANTE CARDIACO

El trasplante cardiaco ortotépico constituye desde principio de los afios 80 una
alternativa terapéutica aceptada para el tratamiento de los pacientes con cardiopatias
en estadio avanzado de diversas etiologias. Actualmente se ha consolidado como la
principal opcidn terapéutica para el paciente con insuficiencia cardiaca terminal, ya
que es capaz de conseguir un beneficio prondstico muy importante.

Fueron los trabajos de experimentacion animal del cirujano Alexis Carrel los
que a principios del siglo XX abrieron la puerta al transplante de diversos 6rganos,
entre ellos el corazon. Carrel en la Universidad de Chicago desarrolléd las suturas
vasculares y realizé el primer transplante heterotépico cardiaco y combinado de
corazén y pulmén en el perro (Carrel y Guthrie, 1905; Carrel, 1907). Con estos trabajos
obtuvo el premio Nobel.

La mejora de las técnicas quirurgicas en los afios 50 realizadas por los cirujanos
Lower y Shumway en la Universidad de Stanford, posibilitaron la realizacién del
trasplante cardiaco ortotdpico.

En 1967 Christian Barnard realizé el primer trasplante cardiaco ortotdpico en
humanos. El receptor fallecié a los 18 dias por neumonia por Pseudomonas, pero la
intervencion supuso un hito histérico en el ambito de la cirugia cardiaca y la
trasplantologia. Un mes después, en la misma institucion se realizé otro trasplante; el
receptor sobrevivioé un afio y medio y fallecié de rechazo crénico (Barnard, 1967).

En la década de los setenta, una aportacion a destacar en el diagndstico del
rechazo, fue realizada por P. Caves de la Universidad de Stanford que desarrollé el
instrumento (biotomo), con el que realizar biopsias endomiocardicas y por Margaret
Billinghan, de la misma Universidad, que describié un sistema histolégico para
clasificar el rechazo (Caves y cols., 1974).

Fue la introduccién en 1982 de Ila ciclosporina como tratamiento
inmunosupresor lo que permitié alcanzar unas tasas de supervivencia post-trasplante
gue posibilitaron su aceptacién como opcién terapéutica en el paciente con
insuficiencia cardiaca terminal, al reducir drasticamente la incidencia de rechazo agudo

(Borel, 1982; Kahan, 1989).
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En Espaia el primer trasplante cardiaco se realizd el 18 de Septiembre de 1968
en la Residencia Sanitaria La Paz de Madrid por el Dr. Martinez-Bordiu, aunque el
enfermo fallecié a las pocas horas. En 1984 se realizd el primer trasplante cardiaco con
éxito en el hospital de Santa Creu | San Pau de Barcelona por los Doctores Caralps y
Harris (Figuera, 1995). El 8 de mayo de 1984, los cirujanos Josep Maria Caralps y Josep
Oriol Boni realizaron en el Hospital San Pablo de Barcelona esta intervencion con

resultados positivos.

2. HISTOLOGIA Y FISIOLOGIA DEL CORAZON

El corazon es la bomba que mantiene la circulacion de la sangre a través de las
arterias, capilares y venas (Valerie, 2007). Es un drgano relativamente pequefio,
aproximadamente del mismo tamafio que un pufio cerrado. Mide alrededor de 12 cm
de largo, 9 cm en su punto mas ancho y 6 cm de espesor, con un peso promedio de
250 y 300 gramos en mujeres y hombres adultos, respectivamente. El corazén
descansa sobre el diafragma, cerca de la linea media de |la cavidad toracica. Yace en el
mediastino, una masa de tejido que se extiende desde el esterndn hasta la columna
vertebral, entre los pulmones.

El pericardio es una membrana que rodea y protege al corazén, mantiene al
corazoén en su posicion en el mediastino y, a la vez, otorga suficiente libertad de
movimientos para la contraccion rdpida y vigorosa (Figura 1). El corazén tiene cuatro
camaras: las dos superiores son las auriculas (atrios) y las dos inferiores los ventriculos
(figura 2). La auricula derecha recibe sangre de tres venas: la vena cava superior, la
vena cava inferior y el seno coronario. Entre la auricula derecha y la izquierda se
encuentra un tabique delgado, denominado Septum 6 tabique interauricular. La sangre
pasa de la auricula derecha hacia el ventriculo derecho a través de la valvula
tricuspide. El ventriculo derecho forma la mayor parte de la cara anterior del corazény
esta separado del ventriculo izquierdo por el tabique interventricular. La sangre pasa
desde el ventriculo derecho, a través de la valvula pulmonar, hacia una gran arteria,
llamada tronco pulmonar, que se divide en las arterias pulmonares derecha e
izquierda. La auricula izquierda forma la mayor parte de la base del corazén que recibe
sangre proveniente de los pulmones a través de cuatro venas pulmonares. A través de

la valvula mitral, la sangre pasa desde la auricula izquierda al ventriculo izquierdo, este
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forma el vértice 6 dpex del corazén. La sangre pasa desde el ventriculo izquierdo a
través de la valvula adrtica hacia la aorta ascendente y, de ahi, a todo el organismo.
Parte de la sangre de la aorta ascendente se dirige hacia las arterias coronarias
(Tortora y Derrickson, 2006).

El miocardio, tejido muscular cardiaco, genera la fuerza de contraccion de las
auriculas y los ventriculos. Estd compuesto por células musculares cardiacas
denominadas miocitos, células ramificadas que presentan un Unico nucleo y contienen
abundantes mitocondrias. La accion de bombeo normal del corazén depende de la

contraccion sincronizada de todas las células cardiacas (Ward y cols., 2005).

» Pericardio

Ny Epicardio
" —t—— Miocardio
°'—> Endocardio

Pericardi
Pared cardias

i Endocardio
Pericardio i Trabéculas
fibroso f carnosas

Capa parietal del
Pericardio seroso

Cavidad
pericardica
Capa visceral
del pericardio
Seroso
(Epicardio)

Vasos sanguineos
coronarios

MIOCARDIO
(Musculo cardiaco)

Figura 1. Esquema de las divisiones del pericardio y las capas de la pared cardiaca del
ventriculo derecho (Tomada y modificada de Gerard J. Tortora y Bryan H. Derrickson, 112
edicién (Principios de anatomia y fisiologia, 2006) y 122 edicion (principles of anatomy and
physiology, 2008).
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Figura 2. Vista anterior de un corte frontal del corazon que muestra las estructuras internas
(tomada y modificada de Scanlon y Sanders, 2006).

3. INDICACION DEL TRASPLANTE CARDIACO ORTOTOPICO

El trasplante cardiaco ortotdpico es considerado actualmente como el
tratamiento de eleccidn en la insuficiencia cardiaca terminal refractaria a tratamiento
médico o quirurgico. Debido a factores como la mayor esperanza de vida de la
poblacién y el manejo mas eficaz de los sindromes coronarios agudos, cada vez hay un
numero mayor de personas que padecen fallo cardiaco. El problema esta en que aun
no es posible ofrecer esta modalidad terapéutica a todos los pacientes que la
requieren, por consiguiente, se hace necesario optimizar los resultados del trasplante
cardiaco mediante la seleccidon de pacientes, la seleccion y manejo de donantes, el
manejo perioperatorio y el control del rechazo del injerto.

En la mayoria de los casos, la indicacion de trasplante es la miocardiopatia
dilatada 6 cardiopatia isquémica en fase dilatada con mala funcidn ventricular; menos
frecuente es la indicacidn por miocardiopatia hipertréfica, cardiopatias valvulares,

cardiopatias congénitas, retrasplante, shock cardiogénico y miocarditis. En la figura 3,
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se representan los porcentajes de las distintas patologias que indicaron el trasplante

segun el Ultimo informe del registro espafiol de trasplante cardiaco (1984-2010).

Vo

AN6% Ooa

B MCD
O \al.
Occ
l Qras

ele o

Figura 3. Indicaciones de trasplante cardiaco en pacientes adultos (2 16 afos). Cl: Cardiopatia
isquémica; MCDi: Miocardiopatia dilatada; Valv.: Valvulopatia; CC: Cardiopatia congénita.
Datos del registro nacional de trasplante cardiaco (1984-2010).

Las miocardiopatias se definen como el conjunto de enfermedades del
miocardio que causan una mala funcién del mismo, y se clasifican en: miocardiopatia
dilatada, hipertrofica, restrictiva, arritmogénica ventricular izquierda y las
denominadas miocardiopatias especificas que incluyen la miocardiopatia isquémica,
valvular y miocardiopatia inflamatoria 6 miocarditis, entre otras (Richardson y cols.,
1996).

El concepto de cardiopatia isquémica incluye una serie de alteraciones que
tienen lugar en el miocardio como consecuencia de un aporte insuficiente de sangre
por parte de las arterias coronarias. Su principal causa es la aterosclerosis 6
estrechamiento de las arterias coronarias por la acumulacion de lipidos, tejido fibroso
y células inflamatorias, dando lugar a la denominada placa de ateroma (Stary y cols.,
1995). Puede manifestarse de diversas formas: angina estable, angina inestable,
infarto agudo de miocardio y muerte subita. Se ha descrito que la etiologia isquémica
gue motivo el trasplante puede favorecer el desarrollo posterior del rechazo crénico
(Lindelow y col., 1999; Sharples y cols., 2003; Taylor y cols., 2009; Yamani y cols.,
2002).
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La miocardiopatia dilatada (MCDi) es causa frecuente de insuficiencia cardiaca.
En la mayoria de los casos es de origen idiopatico y es la principal causa de trasplante
cardiaco. Desde el punto de vista clinico, se caracteriza por la dilatacién y disfuncion
contractil del ventriculo izquierdo o de ambos ventriculos. A nivel histolégico, es tipica
la presencia de miocitos hipertroficos y muertos, sustituidos por fibrosis. Puede ser
idiopatica, genética/familiar, viral y/o inmune, alcohdlica/téxica o asociada a otras
cardiopatias.

Los pacientes con MCDi idiopdtica presentan mayor frecuencia de antigenos
HLA (del inglés, human leukocyte antigens) clase Il de tipo HLA-DR4, Dgw4 o ambos
(Carlquist JF y cols., 1991), que implicaria una predisposicién al desarrollo de la
enfermedad. También se ha relacionado con una disminucion en la actividad de las
células NK (del inglés, Natural Killer) (Anderson y cols., 1982) y linfocitos T supresores
(Eckstein y cols., 1982), asi como con el aumento en la activacion de linfocitos T
citotéxicos (Gerli y cols., 1986). Aunque se ha detectado la presencia de
autoanticuerpos capaces de afectar o destruir los miocitos, se desconoce si estos
intervienen directamente en la patogenia o son productos secundarios de las lesiones
miocardicas. A pesar de la aparente relacién de la MCDi con el sistema inmunitario,
hasta donde conocemos, no se ha investigado su relacién con la posterior evolucién
del injerto y la aparicion de la vasculopatia del aloinjerto cardiaco.

La miocardiopatia inflamatoria 6 miocarditis es una causa importante de
insuficiencia cardiaca en fase terminal y es responsable de hasta casi un 10% de los
casos de MCDi idiopatica. Se trata de un proceso inflamatorio que afecta al miocardio
en respuesta a la accion de diversos agentes infecciosos, toxinas 6 mediada
inmunoldgicamente (Kishimoto y Hiraoka, 1994; Theleman y cols., 2001; Brady y cols.,
2004). La etiologia viral es la causa mas frecuente, destacando el grupo de los
enterovirus Coxsackie A y B. La evolucion mas frecuente es la recuperacion
espontanea, sin embargo, en su fase aguda puede ocasionalmente dar lugar a muerte
subita, presentando un patrdn histopatoldgico caracterizado por infiltracidn intersticial
de linfocitos, dafio celular y edema intersticial. Aunque la ausencia de células
inflamatorias se utiliza como criterio para diferenciar la MCDi de la miocarditis, en

algunos casos de MCDi se detectan células T inflamatorias y células endoteliales
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activadas, sugiriendo la posible contribucion de un proceso inflamatorio crénico en la
patogenia de MCDi (Mestroni y cols., 1999).

La indicacién de trasplante cardiaco en pacientes con miocarditis ha sido
cuestionada, ya que se ha asociado a un mayor riesgo postrasplante de rechazo y
mortalidad precoz en comparacion con otras patologias (O’Connell y cols., 1990; Hoyer

y cols., 1990).

4. TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR

La inmunosupresién tiene como objetivo conseguir, con la menor toxicidad
posible, una reduccion de la respuesta inmunitaria que permita la aceptacién del
injerto cardiaco, preservando la funcion cardiaca y la supervivencia del paciente. La
administracion de farmacos inmunosupresores en estos pacientes comprende tres
situaciones: tratamiento de induccién, tratamiento de mantenimiento y tratamiento

antirrechazo.

v" Tratamiento de induccién

El tratamiento de induccidn incluye la potente inmunosupresidn inicial en UCI a
las pocas horas del trasplante. El beneficio demostrado de este tratamiento es la
reduccion de los episodios de rechazo agudo, sin comprometer la funcion renal,
permitiendo retrasar la introduccién de los inhibidores de la calcineurina y su
nefrotoxicidad.

Tradicionalmente, la terapia de induccion en el trasplante cardiaco incluia el
anticuerpo monoclonal OKT3, el primer anticuerpo monoclonal aceptado por la FDA
(del inglés, Food and Drug Administration) para uso terapéutico en humanos e
introducido en la practica clinica por Cosimi en 1981. Es un anticuerpo de origen
murino que se corresponde con una inmunoglobulina de tipo 1gG2a, y actUa uniéndose
a la subunidad CD3 del TCR (del inglés, T cell receptor) (Figura 4), provocando la
desactivacion del linfocito T maduro y la posterior endocitosis del receptor de los
linfocitos T (Ruiz Cabello y cols., 2003; Gonzalez-Molina y Alonso, 2005).

Hoy en dia en la mayoria de los centros, entre los que se incluye nuestro
hospital, se emplean dos anticuerpos monoclonales dirigidos contra el receptor de la

interleuquina-2 (IL-2): daclizumab y basiliximab. Ambos han mostrado ser eficaces al

7
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reducir los episodios de rechazo agudo, aunque presentan una serie de desventajas: 1)
aumento del riesgo de infeccién (por tanto, de fundamental importancia el
mantenimiento de las medidas de aislamiento); 2) aumento de la incidencia de
neoplasias; y 3) su elevado coste. Daclizumab y basiliximab se unen especificamente a
la subunidad a del receptor de IL-2 de la superficie de los linfocitos T activados,
inhibiendo asi la activacion y proliferacion de linfocitos T, una via determinante en la

respuesta inmunitaria de rechazo del injerto (figura 4).

v" Tratamiento de mantenimiento

El tratamiento de mantenimiento consiste en una triple terapia farmacolégica
con glucocorticoides, micofenolato de mofetilo (MMF) y un inhibidor de la calcineurina

(ciclosporina A (CsA) o tacrolimus).

Glucocorticoides:

Existen varios mecanismos moleculares de accidn a través de los cuales los
glucocorticoides pueden actuar suprimiendo las reacciones inmunitarias e
inflamatorias. Es de destacar el efecto inhibidor que ejercen sobre el factor de
transcripcion NF-kB (del inglés, nuclear factor kappa B) (Akira y Kishimoto, 1997). Se
sabe que en ciertos tipos celulares los glucocorticoides son capaces de inducir la
sintesis de IkBa (Sheinman y cols., 1995 (a); Auphan y cols., 1995); como consecuencia,
el factor NF-kB queda retenido en el citosol tras la interaccidn con dicho inhibidor. Otra
posibilidad que opera en algunos tipos celulares, consiste en la interaccion proteina-
proteina entre el receptor activado de los glucocorticoides y el factor NF-kB localizado
en el nucleo celular (Figura 4), que resulta inactivado (Sheinman y cols. (b), 1995).
Ademas, los glucocorticoides tienen un efecto inmunosupresor generalizado, pues
inhiben la sintesis y secrecién de factores quimiotacticos y de agentes vasodilatadores,
impidiendo la redistribucion de los linfocitos al tejido linfatico (Ruiz Cabello y cols.,
2003; Gonzalez-Molina y Alonso, 2005).

Los glucocorticoides tienen multiples efectos secundarios perjudiciales en la
calidad de vida de los pacientes y aceleran la progresion del rechazo crénico. Pese a

ello, continian formando parte de todos los regimenes de inmunosupresion en el
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trasplante cardiaco, aunque muchos equipos de trasplante intentan retirarlos mas 6

menos precozmente tras el trasplante (Almenar y cols., 2010).

Agentes antiproliferativos

Dentro de este grupo se encuentra el MMF y la azatioprina. En nuestro centro,
de forma habitual, se utiliza MMF, que es sustituido por azatioprina cuando existe
intolerancia digestiva.

La azatioprina fue el primer inmunosupresor antiproliferativo utilizado en
trasplante de drganos sodlidos y, posteriormente, fue sustituida por el MMF, que
conllevé mayor supervivencia en un estudio aleatorizado (Kobashigawa y cols., 1998).
La Azatioprina actia blogueando la proliferaciéon de los linfocitos tras estimulo
antigénico al interferir la sintesis de DNA (Pascual, 2004; Gonzélez-Molina y Alonso,
2005) (figura 4).

El MMF actua como profarmaco hasta que se convierte en acido micofendlico
por un proceso de desesterificacion llevado a cabo en el estémago, intestino delgado y
probablemente en el higado. Circula en el plasma unido a la albumina y su
biodisponibilidad es del 94%. Produce la inhibicién selectiva, no competitiva y
reversible, de la enzima inosin monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) en la via de novo
de sintesis de purinas. La mayoria de las células utilizan las dos vias de sintesis de las
purinas, pero los linfocitos y monocitos usan la via de novo y ello le confiere al acido
micofendlico un caracter inmunosupresor selectivo. En resumen, inhibe Ila
proliferacion y expansion clonal de los linfocitos T y B y de monocitos. Ademas inhibe
la expresion de moléculas de adhesion en los linfocitos, afectando su unién a las
células endoteliales (Pascual, 2004; Gonzalez-Molina y Alonso, 2005).

La mayor potencia inmunosupresora del MMF respecto a la azatioprina ha
permitido reducir las dosis de los inhibidores de la calcineurina en pacientes con
insuficiencia renal (Angermann vy cols., 2004; Groetzner y cols., 2004). También se ha
observado un papel protector del MMF frente a la azatioprina en cuanto al rechazo

cronico diagnosticado por ecografia intravascular (Pethig y cols., 2004).
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Inhibidores de la calcineurina

La CsA es un polipéptido ciclico de 11 aminoacidos que se aislé del hongo
Tolipocladium inflatum y posee efectos supresores sobre la respuesta inmunitaria
humoral y mediada por células (Suthanthiran y Strom, 1998). Se une con alta afinidad a
una familia de proteinas citoplasmaticas presentes en la mayoria de las células,
conocida como ciclofilinas. El complejo heterodimero droga-receptor, se une
especifica y competitivamente a la calcineurina (una fosfatasa dependiente de calcio y
calmodulina) inhibiendo su actividad (Wiederrecht y cols., 1993). Este proceso impide
la translocacion del factor de transcripcion NF-AT (figura 4), lo que conduce a una
reduccion en la transcripcion de genes de citoquinas, importantes en las etapas
tempranas de la respuesta inmunitaria (Timmerman y cols., 1996).

Tacrolimus es un antibidético macrolido obtenido de un hongo del suelo,
Streptomyces tsukubaensis. Tacrélimus se une a una familia de proteinas denominadas
proteinas de ligamiento de FK506 (FKBP, del inglés, FK506-binding proteins), donde la
proteina mayoritaria es una proteina de 12 kDa (FKBP12) (Fretz y cols., 1991). Como
CsA, el complejo formado por tacrélimus y su receptor se une a calcineurina, por lo
gue comparten mecanismo de accién (figura 4).

Entre los efectos adversos que comparten los anticalcineurinicos el mas
importante es la nefrotoxicidad. En trasplante cardiaco se ha demostrado que
tacrélimus es mas eficaz que CsA. Aunque ambos presentan un perfil de toxicidad
similar, tacrélimus es mas diabetogénico pero muestra menor incidencia de
hipertension y dislipidemia tras el trasplante (Keogh, 2004; McCormack y Keating,
2006).

Otras pautas de inmunosupresiéon de mantenimiento

En este grupo se incluyen a los inhibidores de la sefial de transduccién de
factores de crecimiento (inhibidores de la proteina mTOR) como son sirélimus o
rapamicina y everdlimus.

Sirélimus, es un macrdlido lipofilico de estructura quimica similar a tacrélimus
que se aisla del hongo Streptomyces hygroscopicus. Everdlimus se obtiene modificando
la estructura quimica de sirdlimus tras la inclusién de un grupo hidroxilo en la posicién

40, aumentando la solubilidad en solventes organicos y excipientes galénicos y
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reduciendo dos 0 tres veces la afinidad de unidon a su receptor citosolico, inmunofilina
FKBP12. Ambos farmacos cuando se unen a FKBP12, forman un complejo capaz de
inhibir a una quinasa citosolica denominada mTOR bloqueando asi el ciclo celular en la
fase G1 (figura 4) (Pascual, 2004; Gonzalez- Molina y Alonso Ortiz, 2005).

La introduccién de everdlimus y sirélimus han contribuido en gran medida a la
prevencion del rechazo crénico, demostrandose que comparados con azatioprina
reducen significativamente el crecimiento intimal en pacientes tratados en
combinacion con CsA y esteroides (Eisen y col., 2003; Keogh y cols., 2004).

Everdlimus y sirdlimus pueden sustituir tanto a los inhibidores de la
calcineurina, como a los agentes antiproliferativos. En ocasiones en las que interese
disminuir al maximo la inmunosupresion (neoplasias), se puede usar en monoterapia

con esteroides.

v Tratamiento antirrechazo

Los episodios de rechazo celular agudo con evidencia histoldgica se tratan con
bolos de esteroides (metilprednisolona) (las dosis se detallan en el apartado de
material y métodos de esta memoria). Igualmente, se aplica tratamiento antirrechazo
ante la existencia de hallazgos clinicos de rechazo celular agudo, como disminucién de
la fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI), incluso aunque la biopsia
endomiocardica no presente evidencias histoldgicas de rechazo agudo celular. Cuando
existen manifestaciones clinicas, ademas de los bolos de metilprednisolona se realiza
plasmaféresis y/o tratamiento de induccidn. Si los rechazos son recurrentes o severos

se sustituye la administracién de CsA por tacrolimus.
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Figura 4. Mecanismo de accion de los principales farmacos inmunosupresores
(Tomada y modificada de Halloran, 2004).

5. COMPLICACIONES POST-TRASPLANTE CARDIACO

Las principales complicaciones durante el primer afio post-trasplante cardiaco
son: el fallo agudo del injerto, las infecciones, el rechazo celular agudo y el rechazo
cronico.

El fallo agudo del injerto es un fracaso temprano de la funcién sistdlica del
corazén implantado y es la complicacidn mas frecuente post-trasplante. Se desconoce
qué factores favorecen su aparicién, entre ellos se encuentran la cardiopatia isquémica
y las valvulopatias como causa del trasplante; la cirugia cardiaca previa (Segovia y cols.,
1998; Young y cols., 2001); y otros factores como la desproporcion de peso entre
donante y receptor y el sexo femenino del donante (Martinez-Dolz y cols., 2003).
Segun los datos del Registro Espafiol de Trasplante Cardiaco (1984-2010), el fallo
agudo del injerto ocasiona aproximadamente el 45% de los fallecimientos tempranos y
el 16,5% de los totales.

La segunda causa mas frecuente de exitus son las infecciones (15,9%), seguido
del combinado del rechazo crénico y muerte subita (13,7%), tumores (11,9%) y rechazo
agudo (7,8%). Estas causas de mortalidad se distribuyen de forma diferente a lo largo

de la evolucién post-trasplante, de manera que durante el primer mes post-trasplante
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predomina el fallo agudo del injerto; del primer mes al primer afio, el rechazo agudo y
las infecciones y después del primer afio, el rechazo crénico, las infecciones y los
tumores. Como se puede ver en el grafico (figura 5), tras el primer ano, la infeccién
junto a los tumores adquiere un alto protagonismo como causa de mortalidad (27,8%),
a la vez que se reduce la incidencia de rechazo agudo (7,8%). Este desequilibrio podria
estar favorecido por una excesiva inmunosupresion, que prevendrian el rechazo pero

favoreceria las infecciones y los tumores (Almenar y cols., 2011).
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Figura 5. Causas de mortalidad por periodos de tiempo. FAI: fallo agudo del injerto. Registro
Espafiol de Trasplante Cardiaco (1984-2010) (tomada y modificada de Almenar y cols., 2011).

5.1. El rechazo inmunoldgico del injerto

El rechazo del injerto cardiaco sobreviene tras desencadenarse un proceso
inmunoldgico cuyas vias efectoras actian sobre el injerto cardiaco. Las células blanco 6
diana de este ataque dentro del corazén trasplantado incluyen, entre otras, los
miocitos y las células endoteliales que conforman la interfase entre las células del
sistema inmunitario del receptor y el injerto procedente del donante. Se distinguen
varios tipos de rechazo, siendo los mas importantes el rechazo celular agudo y el

rechazo crénico.
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v" Rechazo hiperagudo

Ocurre en las primeras horas post-trasplante y se media por anticuerpos
preformados del receptor que se dirigen frente a epitopos del donante, bien del
sistema HLA bien del sistema ABO (si se trasplantan corazones con incompatibilidad

ABO). Suele conducir de forma irremediable a la pérdida del injerto.

v" Rechazo celular agudo

El rechazo celular agudo se define como todo evento clinico que se resuelve
con un incremento significativo en la inmunosupresién y que generalmente, aunque
no de forma imprescindible, se acompafa de hallazgos histolégicos compatibles en la
biopsia (Kobashigawa y cols., 1993). El rechazo celular agudo es el mas frecuente, a
nivel histolégico se caracteriza por la presencia de un infiltrado inflamatorio en las
regiones perivasculares o en las fibras miocardicas en el que predominan los linfocitos
T con o sin fendmenos de necrosis de miocitos. La prueba diagnostica objetiva es la
biopsia endomiocardica (Caves y cols., 1973), que ha sido aceptada como el patrdon oro
en el diagndstico de rechazo, siendo la forma mads eficaz de detectar y cuantificar la
severidad del rechazo y de monitorizar la respuesta al tratamiento (Delgado vy cols.,
2006). Segun las alteraciones histoldgicas que se produzcan, la sociedad internacional
de trasplante de corazon y pulmon (ISHLT, del inglés, International Society for Heart
and Lung Transplantation) ha establecido una clasificacién en diferentes grados de
rechazo que van desde grado 0 o OR, ausencia de rechazo, hasta grado 4 o 3R, que
representa el grado mas severo (tabla 1). Aunque en la mayoria de los casos de
rechazo se encuentra una correlacion clinico-patoldgica, en otros no es asi. Las
manifestaciones clinicas del paciente trasplantado que presenta un rechazo celular
agudo son muy inespecificas e incluyen irritabilidad, malestar, anorexia, astenia,
vomitos, dolor abdominal y fiebre y en casos de rechazo severo aparecen signos de
insuficiencia cardiaca. Con el objetivo de detectar de forma temprana y prevenir la
aparicion del rechazo, antes de que se manifieste clinicamente, en los centros en los
gue se realiza trasplante se lleva a cabo un estudio protocolizado de biopsias cardiacas,
mas frecuentes en los primeros meses post-trasplante y a partir del primer afio post-

trasplante se espacian para realizarse anualmente. Se administra tratamiento anti-
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rechazo cuando el resultado de una biopsia muestra un grado de rechazo mayor 6

igual a 1R o cuando el paciente presenta evidencias clinicas de rechazo.

Tabla 1. Clasificacion de Rechazo agudo celular en trasplante cardiaco, segun las
categorias diagndsticas establecidas por la ISHLT (Billingham y cols., 1990 modificada
por Stewart y col., 2005).

Clasificacion ISHLT 2004 Clasificaciéon ISHLT 1990
OR No rechazo Grado 0 No rechazo
Infiltrado intersticial
Grado 1R, Y/0 perivascular con Grado 1,
leve ’ hasta un foco de leve

necrosis de miocitos.

Infiltrado linfocitico

1A- Focal ) .
focal sin necrosis.
. Imfiltrado difuso sin
1B- Difuso R
dafio miocitico.
Rechazo —
Grado 2, Un foco con infiltrado
moderado  asociado a dafio
Agudo (focal) miocitico.
Grado 3,
celular
moderado
Dos 6 mas infiltrados
Grado 2R, . Infiltrado multifocal
derad con necrosis de 3A-Focal con dafio miocitico
moderado miocitos. ’
. Infiltrado difuso con
3B-Difuso o
dafio miocitico.
Infiltrado difuso con Infiltrado difuso
Grado 3R, multiples focos de polimorfo con
severo necrosis de miocitos Grado 4, extensa necrosis de
+ edemat severo miocitos + edema +
hemorragia + hemorragia +
vasculitis vasculitis.

v" Rechazo humoral 6 mediado por anticuerpos

En este caso la lesidon del injerto se debe a la formacion de anticuerpos frente a
antigenos del endotelio vascular del injerto y la activacion del sistema del
complemento. Histolégicamente se manifiesta como una lesién aguda en los capilares
miocardicos, consistente en inflamacidn de los endotelios capilares con congestién y
acumulacién de macrofagos y neutroéfilos intravasculares y edema intersticial. Para su

deteccion se requiere la toma de biopsia y la aplicacion de técnicas de

15



Introduccion

inmunofluorescencia. La no detecién del rechazo humoral, puede llevar a la pérdida
del injerto. Actualmente se emplea la plasmaféresis como tratamiento mas rapido y
efectivo para la eliminacion de anticuerpos donante especificos, que consiste en la
eliminacion de proteinas plasmaticas de forma no selectiva y su reemplazo con otras
soluciones o plasma fresco. Siendo en algunos casos necesario utilizar Rituximab,
anticuerpo monoclonal frente al antigeno CD20, que depleciona drasticamente los
linfocitos B y, con ello, la generacién de células productoras de anticuerpos donante

especificos (Garrett y cols., 2005; Aranda y cols., 2002).

v" Rechazo crénico

Conocido actualmente como enfermedad vascular del injerto (EVI) o
vasculopatia del aloinjerto cardiaco (CAV, del inglés, cardiac allograft vasculopathy). Es
la principal causa de fallo del injerto y muerte tras el primer afo del trasplante. La
lesion histoldgica de esta entidad consiste en un engrosamiento difuso y progresivo de
la intima de las arterias coronarias epicardicas e intramiocardicas, debido a la
proliferacion de las células musculares lisas. En trasplantados cardicacos, la presencia
de esta alteracion va a limitar la vida del injerto dando lugar a disfuncidon miocardica,
muerte subita, sincope o infarto.

Las lesiones de CAV son diferentes a las de la aterosclerosis comun de las
arterias coronarias, ya que solo afecta a los vasos del injerto y se corresponde con un
engrosamiento intimal de las células musculares lisas, de distribucién difusa,
concéntrico y que se extiende por las arterias epicardicas penetrando en los vasos
intramiocardiacos; en cambio, la aterosclerosis coronaria suele afectar a la porcién
distal de los vasos, es excéntrica y focal (Tuzcu y cols., 1996; Mitchell, 2009). También
pueden aparecer infiltrados inflamatorios compuestos por linfocitos T, macréfagos y
células NK, que son diferentes en ambas patologias, distribuyéndose de forma difusa
en el desarrollo de CAV y tendiendo a centrarse en los extremos de la tipica placa de

ateroma (Mitchell, 2009) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema que compara la aterosclerosis comun de las arterias coronarias y CAV
(Tomada y modificada de Mitchell, 2009).

El diagndstico de CAV se establece bien mediante coronariografia o bien
mediante ecografia intracoronaria o ultrasonido intravascular (IVUS, del inglés,
intravascular ultrasound). La coronariografia se considera hoy en dia el método
estdndar para el diagnéstico de CAV a pesar de que presenta varias desventajas. La
principal limitacion es su baja sensibilidad (Johnson y cols., 1991), que es mas evidente
en estadios tempranos de la enfermedad. Estudios in vivo han comparado la
efectividad de ambas técnicas en pacientes trasplantados con un afio o mas de
evolucidn, indicando que la mayoria de estos pacientes presentaron engrosamiento
intimal no detectado por angiografia, concluyendo que el IVUS permite la deteccién y
cuantificacion de la enfermedad coronaria de forma mads precoz y precisa (St Goar y
cols.,1992). Sin embargo, la angiografia continla siendo la técnica de referencia,
fundamentalmente debido a la disponibilidad universal de la técnica tanto para
adultos como para pacientes pedidtricos y por tanto a su mayor aplicabilidad.

La ISHLT ha establecido una nomenclatura internacional de clasificacion basada
en la angiografia coronaria para diagnosticar la severidad de CAV (Mehray cols., 2010).
En esta clasificacidn se tiene en cuenta ademas de la angiografia, la funcion del injerto.
Cada descripcién angiografica incluye la maxima estenosis del tronco comin de la
arteria coronaria izquierda (LM, del inglés left main), vasos primarios y secundarios.
Ademas, en la disfuncién del injerto se ha de tener en cuenta la FEVI, asi como la

insuficiencia cardiaca y fisiologia restrictiva (tabla 2).
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Tabla 2. Nomenclatura y gradacién recomendada para CAV (Mehra vy col.,
2010).

Clase Grado Patologia

No Ausencia de lesiones detectables por
CAVO .. ificati angiografia
significativo glog :

Angiografia LM <50%, estenosis en los vasos
CAV1 Leve primarios 6 ramas <70% sin disfuncién del
injerto.

Angiografia LM <50%, estenosis en un Unico

CAV vaso primario 6 ramas aisladas 270% en los
CAV2  Moderado (s sistemas (epicérdicas e

intramiocardicas), sin disfuncién del injerto.

Angiografia LM >50%, estenosis en 2 0 mas
vasos primarios y ramas aisladas 270% en los
3 sistemas; o CAV1 o CAV2 con disfuncion
del injerto (FEVI < 45% generalmente en
presencia de alteraciones regionales en la
pared) 6 evidencia de fisiologia restrictiva
significativa (la cual es frecuente pero no
significativa).

CAV3 Severo

También existe una clasificacién de la severidad de CAV mediante la utilizacién
de IVUS, basada en la realizacion de una serie de mediciones cuantitativas que
caracterizan de forma precisa la pared arterial. De modo que, la gravedad de CAV se ha
clasificado segln el engrosamiento intimal y el grado de circunferencia del vaso

(Valantine y cols., 1992) (tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de la severidad de CAV segun IVUS.

Clase
I Il 1| v
Severidad Minima Media Moderada Severa
Grosor intimal (mm) <0.3mm >0.3mm 0.3-0.5mm >0.5mm
Circunferencia del vaso <1802 >1802 >1802 >1802

En definitiva, aunque el IVUS se considera actualmente la mejor herramienta
diagnostica de CAV por su gran sensibilidad, su coste elevado hace que no esté

disponible en todos los centros.
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En la patogénis de CAV influyen tanto factores inmunolégicos como no
inmunoldgicos. Entre los factores no inmunoldgicos se encuentran factores
relacionados con el proceso quirdrgico, tiempo de isquemia prolongado, problemas en
la extraccion, preservacion y reperfusion del érgano que dan lugar a lesiones en el
endotelio (Yamani y cols., 2001; 2002), factores de riesgo cardiovascular en el receptor
(obesidad, diabetes, hipertensidn arterial, hiperlipidemias y tabaquismo) y la infeccién
por CMV (citomegalovirus). Entre los factores de riesgo inmunoldgicos destacan: la
incompatibilidad de antigenos HLA entre donante y receptor; el nimero y severidad de
episodios de rechazo agudo (Valantine, 2004) y la activacién y liberacion de
componentes de la respuesta inmunitaria (linfocitos T, macréfagos, anticuerpos,
citoquinas, factores de crecimiento, entre otros), que llevaran a la proliferacion de las

células musculares lisas y desarrollo de CAV (Mitchell y Libby, 2007).

5.2. Infecciones

Durante el primer mes post-trasplante los microorganismos implicados en las
infecciones de forma mas frecuente fueron bacterias multiresistentes de origen
nosocomial relacionadas con la cirugia/estancia en UCI, tanto gram positivas
(Staphilococcus 'y  Enterococcus), como gram negativas (Enterobacterias,
Pseudomonas, Acinetobacter), seguidas de hongos (Candida, Aspergillus).

La infeccion mas frecuente y problematica entre 1 y 6 meses post-trasplante fue
la infeccion por CMV. A partir de los 6 meses postrasplante, las infecciones fueron
fundamentalmente nosocomiales respiratorias y de entre las infecciones persistentes
mas frecuentes fueron: CMV, VEB (virus de Epstein-Barr), VHB (virus de la hepatitis B) y
VHC (virus de la hepatitis C).

CMV es un miembro de la familia de los herpesvirus que causa infeccion
persistente y es la complicacién viral mas comun en receptores de trasplante de
organo solido (Pereyra y Rubin, 2004; Rowshani y cols., 2005).

La profilaxis de CMV incluye un tratamiento de induccidon durante 2 semanas
con ganciclovir intravenoso (5mg/Kg/12horas) o vanganciclovir via oral
(900mg/12horas) (dosis dependientes de la funcidn renal), seguido de un tratamiento
de mantenimiento durante 3 meses con vanganciclovir via oral (900mg/24horas). Si el

receptor es seronegativo para CMV y el donante seropositivo o desconocido, se
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mantiene el tratamiento de induccién 4 semanas y el tratamiento de mantenimiento
durante 6 meses. Ademads, en nuestro hospital, los pacientes que sufren episodios de
rechazo y son tratados con bolos de esteroides, reciben terapia preventiva con
vanganciclovir durante 7 dias cuando presentan antecedentes de infeccidon previa con
CMV o son seronegativos. Esta terapia preventiva ha mostrado en algunas series
reducir la incidencia de enfermedad por CMV (Paniagua y cols., 2002).

Mientras que la infeccion por CMV causa una enfermedad leve o no aparente
clinicamente en receptores inmunocompetentes, es una causa importante de
morbilidad y mortalidad en pacientes inmunodeprimidos, como son los pacientes con
VIH (virus de la inmunodeficiencia humana), los receptores de aloinjertos (médula
Osea y Organos solidos) y neonatos (Crough y Khanna, 2009).

Los monocitos son una de las dianas mas importantes del CMV siendo estos los
responsables de la diseminacién del virus por todo el cuerpo durante la fase aguda,
latente y final de la infeccidn. Asi, los monocitos representan un tipo de célula clave en
la patogenia de la infeccion de CMV, pues este tipo de célula representa un importante
reservorio celular de virus latente (Taylor-Wiedeman y cols., 1993, 1991; Soderberg-
Naucléry cols., 1997).

En trasplante cardiaco se ha descrito que la infeccion por CMV aumenta la
incidencia y gravedad de rechazo agudo y estd intimamente involucrada en la
patologia de CAV (Valantine, 2004). La infeccién por CMV no solo produce dafio
endotelial directo (Epstein y cols., 1999; Valantine, 2004), sino que de forma indirecta
las células infectadas por CMV aumentan la expresion de moléculas de superficie
implicadas en la adhesion de leucocitos llevando a la activacién de las células del
sistema inmunitario y finalmente al desarrollo de CAV (Valantine, 2004). Los efectos
indirectos de CMV en el desarrollo de CAV también se pusieron de manifiesto en un
estudio que comparo pacientes que recibieron profilaxis sistematica frente a otros que
recibieron tratamiento preventivo con vanganciclovir, presentando los primeros un
menor engrosamiento intimal diagnosticado por IVUS a los 12 meses post-trasplante
(Potena vy cols., 2009).

Otros trabajos, por el contrario, no ven tan clara esta relaciéon entre CAV/RA y
CMV. Estudios in vitro han demostrado que los monocitos infectados por CMV

bloguean la diferenciacion (inducida por citoquinas) a células dendriticas, ademas de
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provocar un aumento en la expresion de la molécula coestimuladora CD86 (Gredmark
y Soderberg-Nauclér, 2003). Ademas, CMV expresa transcritos de la region UL111a que
codifica para 2 homdlogos de la citoquina inmunosupresora humana IL-10. En las
células infectadas por virus este homdlogo se denomina cmvlIL-10 y se ha relacionado
con la inhibiciéon de la proliferacidon de células mononucleares en sangre periférica, de
la sintesis de citoquinas proinflamatorias (INF-y) y con la disminucion de la expresion
en superficie de moléculas MHC-1 y Il en monocitos (Spencer y cols., 2002). Estudios
recientes han demostrado que CMV induce la expresion de HLA-G en monocitos y su
secrecion en forma soluble, pudiendo ser un mecanismo adicional que ayuda al virus a
debilitar la respuesta de las células del sistema inmunitario (Yan y cols., 2009).

Por otra parte, CMV interviene en la diferenciaciéon de las células T CD8". Se ha
descrito que en receptores de trasplante de pulmdn seropositivos para CMV, se
produce una disminucién de la expresién de la molécula CD28 en linfocitos T CD8" de
sangre periférica, siendo esta disminucién mas significativa en episodios agudos de

reactivacion del virus (Westall y cols., 2007).

6. RESPUESTA INMUNITARIA EN TRASPLANTE CARDIACO

En el trasplante alogénico los linfocitos T del receptor reconocen como
extrafas las proteinas expresadas por las células del donante o aloantigenos, iniciando
una cascada de reacciones inmunoldgicas que lleva a la eliminacién del injerto (Rogers
y Lechler, 2001). La magnitud de esta respuesta, denominada respuesta alogénica, sera
la que determine que se desencadenen o no fendmenos de rechazo. Esta respuesta se
produce como consecuencia de la activacién del sistema inmunitario, participando
tanto el sistema inmunitario innato ¢ natural como el especifico 6 adquirido. Ambos
tipos de respuestas se potencian mutuamente, asi los macréfagos, componentes
celulares del sistema inmunitario innato, fagocitan los antigenos y los presentan a los
linfocitos T, principales elementos conductores de la respuesta celular especifica. La
célula T activada libera sustancias llamadas citoquinas que controlan los componentes
de la respuesta inmunitaria especifica, como los linfocitos T citotdxicos, los linfocitos B
(promoviendo la produccidn de anticuerpos) y de otras células de la respuesta innata

con capacidad fagocitica.
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6.1. El complejo mayor de histocompatibilidad

El complejo mayor de histocompatibilidad, (MHC, del inglés, Major
Histocompatibility Complex), es uno de los principales complejos génicos que
intervienen en la regulacion y funcionamiento del sistema inmunitario. Se trata de un
sistema de genes ligados, altamente polimdrfico, cuyos productos se expresan en la
superficie de la mayoria de las células. El MHC en humanos se denomina HLA y esta
constituido por un conjunto de genes localizados en el brazo corto del cromosoma 6,
dentro de la regién 6p21.3 (Figura 7), que cubre aproximadamente 4.000 Kilobases y
codifican proteinas implicadas en el procesamiento de los antigenos proteicos y en la
presentacion de péptidos a los linfocitos T (Klein y Sato, 2000; Abbas y Lichtman,
2004). Este complejo esta compuesto por tres regiones: HLA de clase |, HLA de clase Il
y HLA de clase Il (Figura 7).

La region HLA de clase | se encuentra en la posicion mas telomérica y abarca un
segmento cromosdmico de unas 1.600 Kilobases. Comprende 6 grupos de genes de los
cuales 3 codifican para los antigenos “clasicos” del trasplante 6 la, HLA-A, -By -C y
otros 3 para los antigenos “no clasicos” 6 Ib, HLA-E, -F y —G. Ademas se ha identificado
un nuevo conjunto de genes dentro de esta regién denominados MIC (-A y -B) (del
inglés, MHC class | Chain-related) (Bahram S y cols., 1994). La regién HLA de clase Il
estd situada en la posicidon mds centromérica, comprende unas 900 Kilobases y
engloba a los genes de la respuesta inmunitaria HLA-DR, -DQ y -DP. Entre la regién de
clase | y clase Il se encuentra la region HLA de clase Il con una longitud de 1000
Kilobases, que contiene genes que codifican factores del complemento (C4, C2 y Bf),
citoquinas: TNF-a y TNF-B (factor de necrosis tumoral, del inglés, Tumor Necrosis
Factor) proteinas de choque térmico (HSP, del inglés, Heat Shock Proteins) y otros
genes que hasta ahora no se sabe que presenten una relacion directa con el sistema
inmunitario o la inflamacion (Klein y Sato, 2000; Shiina y cols., 2004).

Las moléculas HLA clase | se expresan en la mayoria de las células nucleadas
humanas, aunque con diferente intensidad de tejido a tejido. No se detecta su
expresion en el endotelio corneal, neuronas del sistema nervioso central, glandulas de
Brunner en el duodeno, trofoblasto velloso, porcion exocrina del pancreas y las células

acinares de la pardtida. Su expresiéon es débil en el tejido endocrino (tiroides,
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paratiroides, pituitaria, islotes de Langerhans en el pdncreas), mucosa gastrica,
musculo esquelético y miocardio (Daar y cols., 1984 (a)).

Las moléculas HLA clase Il se expresan constitutivamente en la superficie
celular de linfocitos B, monocitos, macréfagos y células dendriticas. Ademads, también
se encuentran en determinados endotelios vasculares y en células epiteliales de
diversos organos (lengua, amigdalas, epiglotis, traquea, intestino delgado, uretra,

epididimo y tubulos proximales del rifién) (Daar y cols., 1984 (b)).
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Figura 7. Estructura génica del complejo principal de histocompatibilidad
(tomada de Klein v Sato, 2000).

Los miocitos cardiacos humanos expresan bajos niveles de moléculas HLA de
clase |, estando la expresiéon de moléculas HLA de clase Il limitada a infiltrados
celulares y a estructuras intersticiales cardiacas. Varios estudios han demostrado un
aumento en la expresién de HLA clase | en el miocardio y de HLA clase Il en células
intersticiales del corazén asociado con la aparicién de episodios de rechazo agudo
(Ahmed-Ansari y cols., 1988; Suitters y cols., 1987; Carlquist y cols., 1990).

La expresidon de moléculas HLA clase | y clase |l puede ser inducida o aumentada
por citoquinas como INF-y, que induce la expresidn en fibroblastos, células T, endotelio

vascular, epitelio timico y un amplio rango de tejidos. En miocitos cardiacos, se ha
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demostrado que la expresidn de HLA clase | y clase Il puede ser inducida 6 aumentada

por INF-y y por combinacién de INF-a y TNF-a (Wang y cols., 1991).

6.1.1. Caracteristicas estructurales y funcionales de las moléculas HLA clase | y clase Il

Las moléculas HLA clase | son glicoproteinas de membrana compuestas por dos
cadenas polipeptidicas unidas no covalentemente, una cadena pesada o alfa,
altamente polimérfica, de un peso molecular de unos 44 kDa, y una cadena ligera no
polimérfica de 12kDa denominada B,-microglobulina. La cadena pesada consta de tres
dominios extracitoplasmaticos (al, a2 y a3), una region transmembrana y una regién
intracitoplasmatica (figura 8). La cadena pesada es codificada en el MHC, mientras que
la cadena ligera es codificada por un gen que se encuentra en el cromosoma 15
(Goodfellow y cols., 1975).

Los tres dominios extracelulares se extienden desde la region a3, adyacente a
la membrana, a las regiones mas distales, a2 y al. La zona de mayor polimorfismo en
la secuencia de estas moléculas se localiza en unas regiones hipervariables, situadas
dentro de los dominios al y a2 (Arnett y Parham, 1995). El dominio a3 tiene un
plegamiento similar al del dominio de inmunoglobulina, es menos polimérfico que los
anteriores y en su estructura se encuentra el sitio de union al correceptor CD8 de los
linfocitos T. La B2-microglobulina o cadena ligera, se une de manera no covalente al
dominio a3 de la cadena pesada y es necesaria para la estabilizacién de la expresion de
la molécula HLA clase | en la superficie celular.

Los dominios al y a2 estan unidos formando una uUnica ldmina de 8 hojas B
antiparalelas, coronada por 2 regiones de hélices a entre las que se forma un surco
cerrado donde se situara el péptido (Bjorkman y cols, 1987).

La funcién principal de las moléculas HLA clase | en la inmunidad adaptativa
consiste en la presentacion de péptidos a los linfocitos T citotéxicos o T CD8", que
reconocen el complejo péptido/HLA-I a través de su receptor clonotipico, TCR. Junto a
esto, las moléculas HLA clase-I también juegan un papel decisivo en la inmunidad
innata, pues son los ligandos de moléculas que regulan la funcion de células NK, como
los receptores KIR (del inglés, Killer immunoglobulin-like receptor) y CD94/NKG2.

Las moléculas HLA clase Il estan compuestas por dos cadenas polipeptidicas

asociadas de forma no covalente, una cadena alfa de 32 a 34 kDa y una cadena beta de
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29 a 32 kDa. Cada una de ellas consta de una region citoplasmatica, una regién
transmembrana y una region extracitoplasmatica formada por dos dominios (figura 8).
Los dominios proximos a la membrana de cada cadena, a2 y 2, tienen un plegamiento
similar al del dominio de inmunoglobulina, siendo el dominio B2 el sitio de unidn para
el correceptor CD4 de los linfocitos T. Los dominios distales, al y B1, forman Ia

estructura de union al péptido y son las mas polimodrficas.
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Figura 8. Esquema de la estructura de la molécula HLA clase | y clase Il donde se pueden
observar las distintas regiones y dominios de cada molécula. Las lineas discontinuas en azul,
indican los puentes disulfuro que hay entre las moléculas. (Modificada de Abbas y Lichtman,
2004).

Las moléculas HLA clase | son las encargadas de presentar a los linfocitos T CD8"
los antigenos que provienen de proteinas citosdlicas (Figura 9A), propias o codificadas
por virus. Las moléculas de clase Il son las encargadas de presentar a los linfocitos T
CD4" péptidos derivados de proteinas extracelulares o localizadas en la membrana
celular que, por la via endocitica, penetran al interior celular donde son degradadas en
los lisosomas y posteriormente ligadas a las moléculas HLA para presentarse en la

superficie, como se esquematiza en la figura 9B (Jensen, 2007).
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Figura 9. Vias de presentacion antigénica. A, procesamiento y presentacion de antigenos
por moléculas HLA de clase I. B, procesamiento y presentacion de antigenos por moléculas :

HLA de clase Il. (Tomada de Gonzalez-Molina y Alonso, 2005).

6.1.2. Papel de la compatibilidad HLA en trasplante cardiaco

Las moléculas MHC clase | y Il se codifican por genes altamente polimérficos
gue codifican proteinas especializadas en la presentacion de antigenos a los linfocitos
T CD8" y CD4%, respectivamente. Este elevado polimorfismo ha facilitado la
supervivencia de las especies al favorecer la seleccion de las variantes alélicas de MHC
que permitian una defensa mas eficaz contra las infecciones de cada regién geografica.
Sin embargo, el polimorfismo HLA es la principal barrera y la fuente mayoritaria de
aloantigenos en el trasplante alogénico.

En trasplante cardiaco se ha estudiado ampliamente el efecto de la
compatibilidad HLA entre donante y receptor y se ha considerado como un factor que
puede influir tanto en la supervivencia del injerto como en el desarrollo del rechazo
agudo y cronico. Los estudios parecen indicar que la mayor incompatibilidad de HLA

clase Il se asocia a mayor nimero de episodios de rechazo agudo (Zerbe y cols., 1991;
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Smith y cols., 1995). Ademds, se ha demostrado una relacién entre la incompatibilidad
HLA y el desarrollo de EVI, aungque Unicamente cuando esta se diagnosticaba por IVUS
(Stempfle y cols., 1996). En trabajos mas recientes, sin embargo, se han obtenido
resultados contradictorios, ya que mientras unos muestran que no existe asociacion
entre la compatibilidad HLA y la supervivencia (Shiba y cols., 2003; Almenar y cols.,
2005), otros demuestran una menor supervivencia a largo plazo en trasplantes con
mayor incompatibilidad HLA-DR (Kaczmarek y cols., 2006), posiblemente debido a una

mayor incidencia de rechazo agudo.

6.1.3. Moléculas no clasicas: HLA-G y HLA-G soluble

HLA-G es una molécula HLA clase | no clasica (Ib), que a diferencia de los
antigenos clasicos, se caracteriza por presentar un polimorfismo genético limitado, con
50 alelos descritos (informacién obtenida en Abril del 2013 de la base de datos
IMGT/HLA: http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html).

HLA-G se puede encontrar en 7 isoformas diferentes, 4 isoformas unidas a
membrana (HLAG1,-G2,-G3,-G4) y 3 solubles (HLA-G5,-G6,-G7), resultantes de un
splicing alternativo a partir de un mismo RNA precursor (Torres y cols., 2001; Paul y
cols., 2000). HLA-G1 presenta los dominios al, a2, a3 y transmembrana junto a p2-
microglobulina y por tanto con una estructura similar a los antigenos HLA de clase |
clasicos. HLA-G2 presenta el dominio al y a3. HLA-G3 solo presenta el dominio aly la
isoforma HLA-G4 el dominio al y a2, y todos ellos tienen en comun la regién
transmembrana (Ishitani y Geraghty 1992; Kirszenbaum y cols., 1994; Paul y cols.,
2000). La molécula soluble HLA-G5 contiene los dominios al, a2, a3, la molécula B2-
microglobulina y excluye el dominio transmembrana. La isoforma HLA-G6 solo
presenta los dominios aly a3y, finalmente, HLA-G7 solo contiene el dominio al (Paul
y cols., 2000) (figura 10). De forma que, todas las isoformas de HLA-G, ligadas a

membrana o solubles, tienen en comun el dominio al de la region extracelular.
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Figura 10. Representacion esquemdtica de la estructura de las 7 isoformas de HLA-G (tomada
de Moreau y cols., 2002).

La expresion de HLA-G, en situaciones no patoldgicas, esta restringida a tejidos
del citotrofoblasto extravelloso, a células del epitelio timico y a células de la cornea
(Ellis y cols., 1986; Crisa y cols., 1997; Le Discorde y cols., 2003). En condiciones
patoldgicas HLA-G se expresa en: enfermedades inflamatorias, aloinjertos que
muestran mejor aceptacién, en tumores, infeccion por VIH, asi como en infiltrados de
células mononucleares en trasplantes alogénicos y tumores (Carosella y cols., 2003). Se
ha demostrado la expresiéon de HLA-G en los injertos de pacientes trasplantados de
corazon, higado y rifidn (LeMaoult y col., 2005).

En receptores de injertos de corazén se ha demostrado que una alta expresiéon
tanto de HLA-G de membrana, en biopsias de miocardio, como de HLA-G soluble en
muestras de suero previas y posteriores al trasplante, se asocia con un menor ndmero
de episodios de rechazo agudo y crénico (Lila y cols., 2002; Luque y cols., 2006;
Sheshgiri y cols., 2008). De la misma manera, se ha podido identificar la expresion de
HLA-G en biopsias de injertos de trasplante combinado higado-rifién, en concreto en
las células epiteliales biliares y, esta correlacionada con la ausencia de rechazo de
estos pacientes (Créput y cols., 2003a; Créput v cols., 2003b).

El papel fundamental de HLA-G no parece ser la presentacidon antigénica a
linfocitos T, sino la regulacién de la actividad de las células NK y otros tipos celulares
responsables del rechazo de aloinjertos, mediante la unién a sus receptores
inhibidores impidiendo asi la activacién de la respuesta alogénica.

Entre los receptores inhibidores de union a HLA-G se encuentran los receptores
ILT (del inglés, Immunoglobulin-like transcript), ILT-2 expresado en células linfoides y
mieloides incluyendo células NK, T, B y células dendriticas (Colonna y cols., 1997) e ILT-

4 expresado en monocitos, macréfagos y células dendriticas. KIR2DL4 es otro de los
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receptores de union a HLA-G, que se expresa en células NK y linfocitos T (Yu y cols.,
2006). ILT-2 e ILT-4 son receptores inhibidores, aunque KIR2DL4 puede enviar sefiales
activadoras (Van der Meer y cols., 2004; Rajagopalan y cols., 2006). Se han obtenido
resultados que indican un papel para KIR2DL4 en la activacion de las células NK en
lugares donde existe expresion de HLA-G soluble (Rajagopalan y cols., 2006). En
contraste con otros receptores activadores o inhibidores KIR (se veran con mas detalle
mas adelante en esta memoria) que regulan la citotoxicidad de la células NK y la
producciéon de citoquinas, KIR2DL4 activa la produccién de citoquinas (INF-y), pero no
la citotoxicidad de las células NK en reposo (Rajagopalan y cols., 2001). En cualquier
caso, la naturaleza de las interacciones entre HLA-G y KIR2DL4 necesita explorarse con
mas detalle ya que se han descrito resultados contradictorios.

Por otro lado, se ha descrito que la presentacién del péptido lider de HLA-G en
la molécula HLA-E, puede inhibir la actividad citolitica de las células NK de forma
indirecta, al interacionar con el receptor inhibidor CD94/NKG2A (miembro de la
superfamilia de las lectinas tipo C) (Llano y cols., 1998).

Entre las funciones mds importantes de HLA-G en la induccidn de tolerancia, se
encuentran: 1) la inhibicion de las funciones citoliticas de las células NK (Rouas-Freiss y
cols., 1997) y de los linfocitos T citotdxicos (Le Gal y cols., 1999); 2) la inhibicién de la
diferenciacién y maduracién de las células presentadoras de antigeno (Horuzsko y
cols., 2001; Le Friecy cols., 2003); 3) la inhibicién de la alo-proliferacién de las células T
CD4" (Riteau y cols., 1999); 5) la induccién y activacién de células T supresoras
(Carosella y cols., 2008); 6) la inhibicion de la proliferacion de las células Ty NK (Bahriy
cols., 2006; LeMaoult y cols., 2007; Caumartin y cols., 2007); y 7) la generacién de
apoptosis en células endoteliales (Fons y cols., 2006).

HLA-G puede ejercer, a largo plazo, efectos inmunotolerogénicos a través de la
generacion de células T supresoras. Estas células T supresoras inducidas por HLA-G son
independientes de la expresién de FOXP3 y se caracterizan por presentar un fenotipo
asociado a bajos niveles de expresién de CD4 o CD8 (CD3'CD4" o CD3*CD8"") en su
superficie (Le Rond y cols.,, 2006). A pesar de que HLA-G estd implicado en su
generacion, la actividad supresora de estas células no estd mediada por HLA-G, sino
gue al parecer actuan a través de la liberacién de factores solubles como IL-10. En

receptores de injertos de higado-rifién e higado, existe una correlacidon entre una
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mejor aceptaciéon del injerto y los niveles plasmaticos elevados de HLA-G y de IL-10
junto con una mayor frecuencia de células CD3*CD4™" y CD3*CD8"" (Naji y cols.,
2007).

Hasta la fecha se desconocen los mecanismos por los que HLA-G se expresa de
novo en los injertos de pacientes trasplantados, aunque existen datos que sugieren
gue la misma alo-reaccion lo podria estar promoviendo. De hecho, in vitro se ha
demostrado que HLA-G se produce y secreta por células T CD4" y CD8" aloreactivas en
reacciones linfocitarias mixtas. Asi mismo, se ha detectado su expresién en células de
sangre periférica de receptores que recibieron un doble trasplante de rifidon/higado
que no presentaron episodios de rechazo agudo (Le Rond y cols., 2004). Ademas, la
reactivacion de CMV podria promover la secrecién de HLA-G por los monocitos (Yan y

cols., 2009), efecto mediado por cmvIL-10 (Spencer y cols., 2002).

6.1.4. Molécula relacionada con el MHC: MICA y MICA soluble

Al igual que las moléculas HLA, los genes MICA se expresan de forma
codominante (Molinero y cols., 2002) y son altamente polimérficos. El gen MICA
codifica una proteina de membrana con un peso molecular de 43 kDa y presenta una
estructura molecular muy similar a las moléculas HLA clase |, incluyendo tres dominios
extracelulares (a1, a2 y a3), un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico,
pero a diferencia de estas no se une a B2-microglobulina ni presenta péptidos en la
superficie celular (Bahramy cols., 1994).

MICA se expresa en células epiteliales, especialmente en el tracto
gastrointestinal (Groh y cols., 1998), en fibroblastos, células endoteliales, monocitos y
células dendriticas, queratinocitos (Jinushi y cols., 2003; Zwirner y cols., 1999) y
tumores (Groh vy cols., 1999). Los linfocitos, por lo general, carecen de MICA, aunque
su presencia puede ser inducida en linfocitos T CD4" y CD8" activados (Molinero y cols.,
2002). Ademas, en determinadas situaciones de estrés celular por choque térmico,
inflamacién, infecciones o durante la transformaciéon tumoral, se observa un
incremento de la expresion de MICA en la superficie celular (Gasser y cols., 2005; Groh
y cols., 2001). Esto le permite actuar como una seiial de peligro, alertando al sistema

inmunitario.
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En receptores de trasplante de rifién, la presencia de anticuerpos anti-MICA se
correlacionan con el empeoramiento y/o pérdida precoz del injerto (Mizutani y cols.,
2006; Zou y cols., 2009). También en trasplante cardiaco, dichos anticuerpos se asocian
con el desarrollo de episodios de rechazo agudo (Sudrez-Alvarez y cols., 2007).

Las moléculas MIC (MICA y MICB) actuan como ligandos de NKG2D. NKG2D, es
un receptor activador tipo lectina, cuyo gen se localiza en el cromosoma 12. Se expresa
en forma de homodimero en células NK, linfocitos TyS y Tap CD8" (Bauer y cols., 1999)
y realiza su funcidén activadora a través de la proteina adaptadora DAP-10 (Wu y cols.,
1999). NKG2D también es capaz de unirse a otros ligandos anclados en la membrana
celular, como las proteinas ULBPs (del inglés, UL-16 Binding Proteins).

La interaccion MICA-NKG2D actia como sefial activadora en linfocitos Tyd y
células NK, estimulando la respuesta inmunitaria innata y, como co-receptor de co-
estimulacién en linfocitos T CD8", potenciando la respuesta inmunitaria especifica
(Lanier, 2005; Ogasawara y cols., 2005; Raulet, 2003). En infecciones por CMV se ha
observado un incremento en la expresion de MICA en células endoteliales y
fibroblastos (Zou y cols., 2005). Para contrarrestar la respuesta antiviral mediada por
NKG2D, CMV ha desarrollado mecanismos de evasion, de forma que la glicoproteina
del CMV, UL142, retiene las moléculas MICA en el citoplasma, inhibiendo su expresion
en superficie e interfiriendo con la respuesta mediada por NKG2D (Chalupny y cols.,
2006).

Por otro lado, MICA en su forma soluble en suero de receptores de injertos
cardiacos, bloquea la interaccién del receptor NKG2D con sus ligandos e induce su
internalizacion interfiriendo la actividad citotdxica de los efectores citoliticos. MICA
soluble, por tanto, actia modulando la respuesta inmunitaria y contribuye a una mejor

aceptacion del injerto cardiaco (Suarez-Alvarez y cols., 2006).

6.2. Reconocimiento alogénico

El término reconocimiento alogénico o alorreconocimiento se utiliza para
definir la respuesta inmunitaria que se establece frente a moléculas diferentes
procedentes de un individuo de la misma especie. El principal desencadenante de la
respuesta alogénica del receptor de un érgano son las moléculas HLA del donante,

presentes en el tejido alogénico implantado (Rogers y Lechler, 2001). En este sentido,
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la incompatibilidad de antigenos HLA entre donante y receptor es el primer evento que
desencadenard la activacién inmunitaria, provocando una respuesta inmunoldgica muy
agresiva, que podrd conducir al rechazo del drgano. No obstante, aunque en menor
grado, el rechazo del injerto también se puede producir cuando el trasplante se realiza
entre individuos HLA compatibles, debido al reconocimiento de péptidos procedentes
de antigenos menores de histocompatibilidad u otras moléculas que presenten
variantes alélicas (Alvarez-Marquez y cols., 2008; Rogers y Lechler, 2001).

Los linfocitos T del receptor de un trasplante pueden reconocer los antigenos
HLA del dérgano trasplantado a través de tres vias de alorreconocimiento, no

necesariamente excluyentes entre si: la via directa, la indirecta y la semidirecta.

v' Reconocimiento alogénico directo

En condiciones fisioldgicas los linfocitos T reconocen el antigeno extrafio
presentado sobre las moléculas de HLA propias. Sin embargo, en el trasplante la
respuesta de las células T aloreactivas puede desencadenarse directamente por las
moléculas MHC intactas del donante, es la llamada via de aloreconocimiento directo
(Hernandez-Fuentes y cols., 1999; Baker y cols., 2001). En esta via los linfocitos T CD4"
o CD8" del receptor reconocen directamente las moléculas HLA no propias del donante
expresadas por las células del injerto, sin necesidad de que sean degradadas en
péptidos y presentados en las moléculas MHC propias (Sherman y Chattopadhyay,
1993; Lechler y cols., 1990) (figura 11A). Como en el reconocimiento restringido por el
MHC propio, las moléculas MHC clase | alogénicas estimularian mayoritariamente la
respuesta de los linfocitos T CD8", mientras que las moléculas del MHC clase I
activarian la respuesta de los linfocitos T CD4". Esta respuesta implicaria el
reconocimiento de la propia estructura de las moléculas del MHC alogénicas, bien
libres o unidas a un péptido del donante. En esta situacion se podria pensar que el TCR
confunde a la molécula HLA alogénica con una molécula propia que presenta un
péptido extrafio. Este mecanismo directo determina que el nimero de linfocitos T que
reconocen aloantigenos sea aproximadamente 100 veces mayor que el de los que
reconocen antigenos no alogénicos (Martorell, 1999). Este tipo de respuesta es una de
las causas por las que los aloinjertos pueden desencadenar reacciones de rechazo

tempranas y muy intensas.
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Para entender cédmo el sistema inmunitario del receptor de un trasplante
alogénico desarrolla una reaccién de rechazo frente a los antigenos del donante, de
una magnitud tal que en pocos dias es capaz de destruir totalmente el injerto, se han
propuesto dos modelos moleculares que explican que la frecuencia de linfocitos
alorreactivos sea mucho mayor que la de los linfocitos que reconocen antigenos

convencionales:

v' El modelo de “alta densidad de determinantes” propone que las células T
reconocen de forma directa polimorfismos aminoacidicos en las moléculas de MHC del
donante, sin importar la naturaleza del péptido unido al MHC. Por lo tanto, todas las
células del donante con un MHC determinado actian como ligandos de las células T

del receptor.

v" El modelo de “muiltiples complejos binarios”, propone que las células T pueden
reconocer péptidos especificos del drgano injertado unidos al MHC del donante. Estos
péptidos pueden derivar de proteinas celulares que pueden incluso provenir del
paciente. No obstante, las diferencias en el MHC alogénico hacen que péptidos
procedentes de proteinas homaélogas pueden ser reconocidos como extrafios. Por lo
tanto, segln esta teoria seria necesaria una Unica incompatibilidad entre el MHC del
donante y del receptor para generar un numero elevado de células alorreactivas

(Rogers y Lechler, 2001; Bharat y Mohanakumar, 2007).

v" Reconocimiento alogénico indirecto

En este tipo de reconocimiento, se requiere un procesamiento previo de los
antigenos HLA del donante por parte de las células presentadoras de antigeno (CPAs)
del receptor, para ser presentado en el contexto del MHC propio. Asi, las proteinas
HLA alogénicas son presentadas, a través de HLA clase Il propio, a los linfocitos T CD4"
para su reconocimiento (Shoskes y Wood, 1994; Gokmen y cols., 2008) (figura 11B). La
via directa de reconocimiento alogénico parece estar mas implicada en el desarrollo
del rechazo agudo del aloinjerto, mientras que la via de presentacidn indirecta se
relaciona de una forma mas directa con el desarrollo del rechazo crénico del injerto

(Heeger, 2003; Bharat y Mohanakumar, 2007).
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Figura 11. Esquema de las vias directa e indirecta de alorreconocimiento. A, via de
alorreconocimiento directo: las células efectoras del receptor reconocen directamente los
antigenos HLA del donante cargadas con péptidos del donante. B, via de alorreconocimiento
indirecto: las moléculas HLA del donante, tras su procesamiento, son presentados por las CPAs
del receptor (Tomada y modificada de Coates y cols., 2002).

En este tipo de reconocimiento, las CPAs del receptor del trasplante pueden

adquirir complejos MHC-péptido alogénicos a través de la transferencia del MHC de las
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CPAs del donante (Herrera y cols.,, 2004) (figura 12). De esta forma, en el
reconocimiento semidirecto las CPAs del receptor pueden estimular a los linfocitos T
por las vias directa, a través del MHC procedente de la CPA del donante, e indirecta,
presentando péptidos alogénicos en el contexto del MHC propio (Afzali y cols., 2008;

Afzaliy cols., 2007 (a); Jiang y cols., 2004).

Linfocito T CD8"
del receptor

— TCR

Péptido del

donante
HLA-I

— o i |
U |
TCR Linfocito
T CD4*
CPA del CPA del CPA del del
donante receptor receptor
receptor

Transferencia de HLA

Figura 12. Esquema de reconocimiento semidirecto o vinculado. Las moléculas de HLA de las
CPAs del donante se transfieren a las CPAs del receptor por lo que se vinculan las dos vias de
alorreconocimiento (Tomada y modificada de Coates y cols., 2002).

6.3. Células de la respuesta inmunitaria

Entre las principales células implicadas en la respuesta alogénica se encuentran
las células con capacidad de presentar antigeno (células dendriticas y fagocitos
mononucleares, principalmente) y las células efectoras que incluyen a los linfocitos T,

By las células NKy los diferentes subtipos de linfocitos T con funcidon reguladora.
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6.3.1. Células presentadoras de antigeno

Las CPAs tienen como misidon captar, procesar y presentar el antigeno a los
linfocitos T en el contexto de las moléculas HLA, proporcionando sefiales que
estimulan su proliferacion y diferenciacion.

Antes de que la CPA y el linfocito T entren en contacto, los receptores
asociados al reconocimiento antigénico de ambas células se encuentran dispersos en la
membrana citoplasmatica. Cuando el linfocito T reconoce al antigeno, los TCR
seleccionados y las moléculas de membrana asociadas a ellos (correceptores CD4 y
CD8, moléculas de adhesién, CD2, LFA-1 y LFA-3), entre otras, se polarizan en la
membrana celular formando entre el linfocito T y la CPA lo que se denomina una
sinapsis inmunoldgica (Gonzalez- Molina y Alonso, 2005; Beaudreuil y cols., 2007). Para
que la presentacién del antigeno sea efectiva y se produzca la activacién del linfocito T,
la interaccidon entre el complejo péptido-MHC-I/1l y el TCR, debe complementarse con
las denominadas segundas sefiales, mediante la interaccion de moléculas
coestimuladoras a nivel del linfocito T y sus ligandos sobre las CPAs, y de este modo la
célula T puede diferenciarse a célula efectora CD4" (capaz de liberar citoquinas
proinflamatorias) o CD8" (con capacidad citotdxica) (Abbas y cols., 1996). En los
ultimos anos se han descrito numerosos pares de moléculas con capacidad accesoria,
pero las primeras descritas, y quizas también las mas importantes son CD28/CTLA-4
(antigeno-4 asociado al linfocito T citotdxico, del inglés cytotoxic T lymphocyte antigen-
4)/B7 y CD40/CDA4O0L (Klaus y cols., 1994), que se veran con detalle mas adelante en
esta memoria. Ademas deben de participar sefiales terciarias mediadas por citoquinas
que son indispensables para la proliferacion y diferenciacion hacia células efectoras y
la generacion de células de memoria, asi como quimiocinas que guian la migracion a
los érganos linfoides secundarios (bazo y ganglios linfaticos) y a los tejidos donde se

produce la reaccion inmune/inflamatoria (Sallusto y cols., 2000).

v' Células dendriticas

Las células dendriticas son las células mas eficientes en la presentacion de
antigenos y en la activacién del linfocito T, por lo que también se las conoce como
CPAs profesionales. Las células dendriticas derivan de la médula dsea desde donde

migran en estado inmaduro a los tejidos periféricos. Se identifican morfolégicamente
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por sus proyecciones membranosas, localizandose por debajo del epitelio y en la
mayor parte de los drganos, donde estan preparadas para captar antigenos extrafios y
transportarlos a los 6rganos linfaticos periféricos (Abbas y Litchman, 2004).

Constituyen una familia de células caracterizada por la expresidon de altos
niveles de moléculas HLA clase Il y su funcién especifica es la de presentar antigenos y
estimular a los linfocitos (Guery y Adorini, 1995; Klinkert, 1990).

El proceso de maduracion de las células dendriticas comienza en presencia de
citoquinas inflamatorias, tales como TNF-a e IL-12. Durante este proceso aumenta la
expresion de moléculas HLA clase | y Il, moléculas coestimuladoras y la secrecién de IL-
12, pero disminuye la capacidad de captar y procesar el antigeno. En estas condiciones,
las células dendriticas migran hacia los dérganos linfoides secundarios donde se
produce la presentacion del antigeno al linfocito T iniciando asi la respuesta

inmunitaria (Sumpter vy cols., 2007).

v"  Fagocitos mononucleares

Las células de este sistema se originan en la médula dsea. El primer tipo celular
qgue entra en la circulacién periférica después de abandonar la médula dsea no estd
totalmente diferenciado y se denomina monocito. Los monocitos son células
fagociticas que cuando entran en los tejidos, maduran y se convierten en macréfagos,
y desempefian una triple funcién:

1) Eliminar por fagocitosis material sobrante y desechos, igualmente son
capaces de fagocitar y matar patégenos invasores.

2) Procesar antigenos que posteriormente presentaran a través de las
moléculas HLA. Los monocitos y macréfagos no activados expresan niveles bajos de
HLA en su superficie, al activarse aumenta la expresién de moléculas HLA clase Il y
moléculas accesorias y con ello su capacidad de presentacion antigenica.

3) Secretar citoquinas como consecuencia de la activacion, tales como IL-1, IL-8,
IL-12, TNF e INF a/B, que reclutan y activan a otras células de la respuesta inmunitaria
como linfocitos T, neutrdfilos y células NK, dirigiendo la respuesta innata y adaptativa
en las fases iniciales (Martin y Jaraquemada, 2003; Abbas y Litchman, 2004; Dale y
cols., 2008).
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6.3.2. Células efectoras

6.3.2.1. Células NK y receptores KIR

Las células NK son una subpoblacién de linfocitos que representan del 5% al
20% de las células mononucleadas circulantes. Son células con capacidad citotdxica y
de secrecidn de citoquinas que forman parte de la inmunidad innata y actuan en la
primera linea defensiva frente a virus, parasitos, bacterias y tumores (Lodoen y Lanier,
2006, Vesely y cols., 2011). Se caracterizan por presentar en su superficie moléculas
como CD16 (Fc-yRIll) y CD56, pero no receptores especificos para el antigeno como los
linfocitos T y B (Moretta y cols., 1992; Coudert y cols., 2005). Se han descrito 2
subpoblaciones de células NK, una mayoritaria (>90%) con expresion moderada de
CD56 (CD56™™) y fuerte de CD16 y otra minoritaria (10%) con CD56 fuerte (CD56°"") y
expresion débil o negativa de CD16 (Cooper y cols., 2001; Caligiuri, 2008). Las células
NK €D56”™ son células NK con funcidn citotdxica (Nagler y cols., 1989), mientras que
las células CD565™" muestran poca capacidad citotdxica, pero producen grandes
cantidades de citoquinas, incluyendo INF-y y TNF-a, lo que sugiere juegan un papel
primordial en la inmunoregulacién (Cooper y cols., 2001; Fan y cols., 2008).

La actividad citotdxica de las células NK se media fundamentalmente por
secrecién de proteinas como perforina y las granzimas, pero también a través de la via
CD95/CD95-L. La activacion de las células NK depende de diversos mecanismos: 1) a
través del receptor CD16 que reconoce la fraccién Fc de los anticuerpos unidos a
células infectadas, tumorales 6 alogénicas (Trinchieri, 1989), provocando la lisis celular
en un proceso denominado citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos; 2) a
través de citoquinas como INFa/B, IL-12, IL-15 e IL-18 secretadas por macréfagos 6
células dendriticas (Long, 2007; Walzer y cols., 2005); y 3) a través de un repertorio
muy variado de receptores activadores e inhibidores de su superficie, que pueden
actuar individualmente o en combinacion, dependiendo de los ligandos presentes en la

célula diana.

Receptores activadores

Entre los receptores activadores se encuentran: los receptores NCRs (del inglés,

natural citotoxicidad receptors) que incluyen NKp30, NKp44 y NKp46; receptores de la
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superfamilia tipo lectina-C como NKG2D y NKG2C; el receptor CD16; los correceptores
2B4 (CD244), NKp80, DNAM-1 (CD226), NTB-A y los miembros de tallo corto de la
familia KIR, que se verdn con mayor detalle mas adelante. Los NCRs juegan un papel
importante en la destruccion mediada por células NK de lineas celulares tumorales
(Biassoni y cols., 2001; Vivier y cols., 2011).

Desafortunadamente los ligandos de los NCRs en las células tumorales son aun
desconocidos, aunque las hemaglutininas virales y la proteina pp65 del CMV humano
se han descrito como potenciales ligandos (Mandelboim y cols., 2001; Arnon vy cols.,
2001; Arnon y cols., 2005). NKG2D se expresa como homodimero en células NK, TyS, T
CD8" y macréfagos (Wu y cols., 1999) y reconoce proteinas inducidas por estrés como
MICA/B y ULBP (Raulet, 2003). NKG2C forma heterodimeros con CD94 y tiene como
ligando a la molécula HLA-E (Lanier, 2009; Lopez-Botet y Bell6n, 1999).

Otros receptores activadores de las células NK son los TLRs (del inglés, Toll-like
receptors) (Hart y cols., 2005; OM; Hornung y cols., 2002; Sivori y cols., 2004), cuyos
ligandos son motivos conservados presentes en virus y bacterias. En trasplante
cardiaco, la expresion TLR4 en monocitos aumenta significativamente en pacientes con
CAV (Methe y cols., 2004), ya que este es capaz de inducirse por ligandos liberados tras

la isquemia/reperfusion del érgano (Shirali y Goldstein, 2008; Zou y cols., 2008).

Receptores inhibidores

Entre los receptores inhibidores expresados por las células NK se encuentran: 1)
el heterodimero tipo lectina-C CD94/NKG2A, cuya actividad inhibidora estd
determinada por secuencias citoplasmaticas ITIM (del inglés, Immunoreceptor
Tyrosine-based Inhibitory Motif) (Le Dréan y cols., 1998) vy su ligando es la molécula
HLA-E (Braud y cols., 1998; Gunturi y cols., 2004); 2) el receptor ILT2 que se une a
moléculas HLA clase-l y a UL18, un homdlogo de HLA clase-l codificado por CMV
humano (Chapman y cols., 1999); y 3) en general los miembros de tallo largo de los
receptores KIR.

Los receptores KIR fueron descritos inicialmente en células NK (Moretta y cols.,
1990; Litwin y cols., 1994), pero después se observd que también se expresaban por
linfocitos TaB" tanto CD8" como CD4" y Ty8" (Mingari y cols., 1996; 1997; Speiser y

cols., 1999; Parham, 2005 (a)). Las subpoblaciones de linfocitos T CD8" que expresan
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KIR son efectoras y de memoria, y se caracterizan por ser CD28’, tener un repertorio
del TCR restringido y teldmeros cortos lo que implica una extensa expansiéon clonal
(Vivier y Anfossi, 2004). Por tanto, la unién de los receptores KIR con sus ligandos
especificos, es capaz de regular tanto la actividad de las células NK como de las células
T citotdxicas/supresoras.

Los receptores KIR son proteinas tipo Ig cuyos genes se agrupan en el
cromosoma 19q13.4. Atendiendo al numero de dominios extracelulares tipo
inmunoglobulina, se pueden clasificar en KIR2D y KIR3D, con dos 6 tres dominios,
respectivamente. A la vez, se pueden clasificar segun la longitud de su regién
citoplasmatica, larga (L, del inglés, long) con motivos ITIM, que al ser fosforilados
intervienen en su funcion supresora (Vivier y Daeron, 1997), y corta (S, del inglés,
short) sin motivos ITIM, pero tienen un aminodcido cargado (Lisina 6 Arginina) en su
region transmembrana a través del cual se asocian a la molécula adaptadora DAP12,
que contiene en su estructura motivos ITAM (del inglés, Immunoreceptor Tyrosine-
based Activating Motif), produciendo una sefial activadora. El receptor KIR2DL4,
aungue posee un tallo citoplasmatico largo con un motivo ITIM, presenta en su regién
transmembrana el aminodacido arginina cargado, que le confiere funcién activadora
(Rajagopalan y cols., 2001).

Los ligandos de los receptores KIR2D son especificos para HLA-C. Los alelos de
HLA-C se pueden clasificar en dos grupos en funcién de una variacidén en el aminoacido
de la posicion 80 de la hélice a-1 (Biassoni y cols., 1995; revisado por Boyington y Sun,
2001). Los alelos del grupo C1 se caracterizan por presentar el aminoacido asparagina
y los del grupo C2 lisina. Los alelos del grupo C1 son ligandos especificos de KIR2DL2,
KIR2S2 y KIR2DL3, que son reconocidas por el anticuerpo monoclonal CD158b/j,
mientras que los del grupo C2 son los ligandos especificos de KIR2DL1 y KIR2DS1,
reconocidas por CD158a/h (Parham, 2005 (b)).

Cada célula NK expresa un conjunto diferente de receptores de activacion y de
inhibicion seleccionado del repertorio genético del individuo. Los receptores
activadores estimulan la citotoxicidad natural y la secrecién de citoquinas, mientras
que los receptores inhibidores envian seiiales inhibitorias y contrarrestan las

activadoras (Lanier, 2005; Chiesa y cols., 2005). Por lo que la actividad de las células NK
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estd finamente regulada por un equilibrio entre las sefiales que se generan a partir de
ambos tipos de receptores (Moretta y cols., 2002).

Estos receptores reconocen un numero adn por determinar de ligandos
diferentes, pero quizas el ligando conocido mas importante de muchos de ellos sean
las moléculas HLA clase-l. La hipdtesis del missing self (“perdida de lo propio”,
Ljunggren y Karre, 1990) propone que niveles normales de HLA clase | protegen frente
al ataque de las células NK, mientras que niveles reducidos o nulos de HLA clase |
pueden inducir la activacidn de las células NK y eliminar estas células potencialmente
peligrosas. Por tanto, la disminucion en el nivel de HLA clase | es una estrategia para
evadir el sistema inmunitario especifico usada por células tumorales e infectadas por
virus, sin embargo, constituye una sefial inmediata para el ataque de las células NK

(Das y Saxena, 2004).

6.3.2.2. Linfocitos B

Los linfocitos B se originan y maduran en la médula dsea y son las Unicas células
que producen anticuerpos o inmunoglobulinas. Los linfocitos B son capaces de
reconocer y responder frente antigenos solubles y también pueden reconocer
antigenos sobre la superficie de las CPAs, como las células dendriticas (Huang y cols.,
2005; Wykes y cols., 1998) y los macrofagos (Koppel y cols., 2005). En los linfocitos B,
los anticuerpos se encuentran bien en compartimentos citoplasmaticos para ser
secretados (reticulo endoplasmatico y complejo de Golgy) o bien en la superficie
celular, donde se expresan como proteinas integrales de membrana. Las formas
secretadas de anticuerpos se encuentran en el plasma, en las secreciones y en el
liquido intersticial de los tejidos (Abbas y Lichman, 2004). En la membrana celular,
conforman el receptor especifico de antigeno de los linfocitos B, que se denomina
complejo BCR (del inglés, B cell receptor). Complejo formado por una inmunoglobulina
de membrana (mlg) asociada a dos glicoproteinas Ig a e Ig B (también conocidas como
CD79a y CD79b, respectivamente) cuyos dominios citoplasmaticos contienen motivos
basados en tirosinas ITAM, los cuales son necesarios para la transmision de sefales
activadoras al interior de la célula (Reth, 1989).

Cuando el antigeno se une al BCR de los linfocitos B, induce su activacién y con

ello, la expansidn del clon de células especificas de ese antigeno, y la diferenciacion en
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linfocitos que secretan anticuerpos activamente (6 células plasmaticas) y linfocitos B
de memoria. Ademas de producir anticuerpos, los linfocitos B activados pueden actuar
como CPAs. Una vez que el BCR reconoce al antigeno, la célula B lo endocita y procesa
en vesiculas endosémicas para después presentarlo a los linfocitos T CD4" en forma de
péptidos en el contexto de HLA clase Il. Para una presentacion eficiente, ademas de la
presentacion antigénica en MHC, es necesaria la interaccidon de las moléculas
coestimuladoras del linfocito B activado con sus correceptores presentes en los
linfocitos T. En este contexto, se produce un aumento en la expresion de las moléculas
coestimuladoras B7-2 (CD86) y B7-1 (CD80), que interaccionan con la molécula CD28
del linfocito T CD4" virgen, induciendo su activacién (Minguela y cols, 2000). Ademas,
en una segunda etapa la interaccion de las moléculas CD40 presentes en el linfocito B,
con su ligando CD40L (CD154), expresada sobre el linfocito T CD4" activado, mantiene
la activacion del linfocito B y promueve el aumento del procesamiento de antigenos,
de la expresidn de HLA clase Il y la estabilizacién de las moléculas B7 en la membrana
celular (Rodriguez-Pinto, 2005), lo que favorece la condicion de CPA del linfocito B.
Ilgualmente, la interaccion CD40/CD40L induce el cambio de isotipo de

inmunoglobulina y su posterior maduracidn a célula plasmatica.

6.3.2.3. Linfocitos T

Los linfocitos T reconocen a través de su TCR los antigenos en forma de
péptidos, presentados por las moléculas HLA. El TCR es un heterodimero formado por
dos cadenas polipeptidicas transmembrana, a/B o y/6 unidas entre si mediante
puentes disulfuro. Los linfocitos T expresan solo una de las dos formas: a/B o y/6,
aunque el receptor a/p lo hace casi en el 95% de los linfocitos T periféricos y las
cadenas y/& solo el 5% (Gonzdlez- Molina y Alonso, 2005). En el complejo TCR, las
proteinas CD3 (formadas por tres mondmeros y, 6 y €) y la proteina { (homodimero
unido por puentes disulfuro) se asocian de forma no covalente al heterodimero aff o
v/6 y cuando el TCR reconoce antigenos, estas proteinas asociadas transducen sefiales
gue provocan la activacién del linfocito T (Abbas y Lichman 2004) (Fernandez-Miguel y
cols., 1999) (figura 13). Cada una de las cadenas del complejo contiene motivos de

activacion ITAM que son dianas de tirosin-quinasas y cuya fosforilacién es el primer
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evento detectado en la sefializacion tras el reconocimiento de antigenos (Kolanus y
cols., 1993).

Ademas del complejo TCR, en la superficie de los linfocitos T se expresan otros
receptores de membrana que no reconocen antigenos, aunque si participan en las
respuestas frente a ellos. Se denominan moléculas correceptoras, CD4 y CD8, cuya
expresion estd intimamente relacionada con la funcion efectora de las células T.
Ambas moléculas, aumentan la capacidad de respuesta de las células T a los antigenos,
enviando sefales que potencian la adhesidn entre las células T y las CPAs. La mayoria
de los linfocitos T y& no expresan CD4 o CD8. De esta forma, los linfocitos T off
maduros se pueden dividir en funcion de la expresiéon de estas moléculas en su
superficie, CD4'CD8 y CD4CD8". Se puede establecer otra clasificacién de los linfocitos
T ap segun la funcidn que desempenan, por un lado se encuentran los linfocitos T con
funciones efectoras, que incluyen a los linfocitos T CD4" colaboradores o Th (del inglés,
T helper) y a los linfocitos T CD8 citotdxicos. Por otro lado, los linfocitos T con funcién
reguladora, entre otros, los linfocitos T CD4" reguladores naturales (Treg) y a los

linfocitos T CD8" supresores (Ts) (Jensen, 2007).
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v Linfocitos T CD4"

Las células Th reconocen a los antigenos que son presentados en el contexto
del HLA clase Il (Trivedi, 2007). La principal funcién efectora de estas células es la
secrecion de citoquinas, que actuan sobre linfocitos B, otras células T, leucocitos
inflamatorios y endotelio vascular, promoviendo y regulando las respuestas
inmunitarias humorales, celulares e inflamatorias. Los linfocitos Th cuando son
activados, se pueden dividir en dos grupos, Thl y Th2 (Mosmann y cols., 1986), en
funcién del patron de citoquinas que secretan. De manera que, las células Thl
secretan fundamentalmente INF-y, IL.-2 y TNF-a y las Th2 IL-4, IL-5 e IL-13, pero
también TNF-a e IL-9, y en pequefias cantidades IL-2 (Zhu y cols., 2010). Inicialmente se
pensod que las células Thl provocaban el rechazo en los aloinjertos, mientras que las
células Th2 estaban relacionadas con fendmenos de tolerancia, sin embargo, estudios
posteriores revelaron la implicacion de ambos tipos celulares en fendmenos de
rechazo. De manera que, las células Thl median la inmunidad celular y las células Th2
la inmunidad humoral, ambas, de forma independiente, son capaces de provocar la
destrucciéon del aloinjerto (Le Moine y cols., 2002; Barbara y cols., 2000; Issa y cols.,
2010).

Se identificd una tercera poblacién de células T CD4" efectoras que podrian
derivar de células T CD4" naive (Murphy y cols., 2003; Aggarwal y cols., 2003; Cua y
cols., 2003). Estas células llamadas Th17 (Park H y cols., 2005; Harrington y cols., 2005;
Veldhoen y cols., 2006), fueron caracterizadas por la produccién de IL-17A, IL-17F e IL-
22 como principales citoquinas, también producian IL-21 (Zhou y cols., 2007; Nurieva y
cols., 2007; Korn y cols., 2007). Se ha demostrado que la poblacidn Th17 también esta
implicada en el rechazo de aloinjertos (Atalar y cols., 2009; Benghiat y cols., 2009;
Afzali y col., 2007 (b)), alterando asi, el clasico paradigma de Th1/Th2 (Mosmann y
cols., 1986), y en el desarrollo de numerosas enfermedades autoinmunes e

inflamatorias (Crome y cols., 2010).

v"  Linfocitos T CD8"

Los linfocitos T CD8" son necesarios para el reconocimiento y eliminacién de
células infectadas por patégenos intracelulares (Nagata y Koide, 2010.), asi como en la

respuesta inmunitaria antitumoral (Tsukishiro y cols., 2003). Reciben la sefial de
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activacion al reconocer a través del TCR los péptidos antigénicos en las moléculas HLA
clase | (Arosa, 2002). Al recibir esta sefial, proliferan y se diferencian por un lado en
linfocitos T citotéxicos, que mueren por apoptosis después de realizar sus funciones
efectoras y, por otro, dan lugar a linfocitos T CD8" memoria, que se generan en
cantidades muy pequefias y se mantienen para luchar contra los mismos antigenos en
exposiciones posteriores, dando lugar asi a una respuesta mas rapida y agresiva (Kaech
y cols., 2002; Brenchley y cols., 2003).

Como se ha comentado anteriormente, los linfocitos T requieren de una
segunda sefial para activarse, en este proceso tiene gran importancia la molécula
coestimuladora CD28 que se encuentra presente en la mayoria de los linfocitos T CD4",
mientras que el porcentaje de células T CD8" que la expresan es muy variable. Por lo
tanto, los linfocitos T CD8" se pueden clasificar en dos subpoblaciones atendiendo a la
expresion de dicha molécula: linfocitos T CD8"CD28" vy linfocitos T CD8*CD28". En los
linfocitos T CD8" la presencia de CD28 es esencial para su activacién y para la
generacion de células T citotdxicas especificas de antigeno (Acuto y Michel, 2003; Fuse
y cols., 2008). Como consecuencia de la estimulacidén antigénica crénica, los linfocitos T
CD8" se diferencian a linfocitos T CD8*CD28" (Arosa, 2002), que en funcién del fenotipo
que presenten, pueden desempefiar funciones citotdxicas o supresoras.

En los linfocitos T citotdxicos, asociado a la pérdida de la molécula CD28, se
produce un aumento en la expresion de la molécula CD57 (Merino y cols., 1998;
Bandrés y cols., 2000). Los linfocitos CD8'CD28°CD57" se han considerado altamente
citotoxicos, ya que su expresion se correlaciona con la produccién de granzimas y
perforinas, que actuan sobre la célula diana destruyéndola por lisis osmética
(Chattopadhyay y cols., 2009). Esto llevaria a pensar que las células CD8'CD28
negativas para CD57, tienden a comportarse como inmunosupresoras mientras que las
gue son positivas para CD57 muestran actividad citotdxica. De este modo, CD57 podria
ser un marcador para diferenciar entre linfocitos T CD8'CD28’ citotdxicos y supresores
(Strioga y cols., 2011). Ademds, estos linfocitos CD8'CD28CD57", expresan altas
cantidades de un gen que codifica para una proteina denominada granulisina, que
actia como efector critico en la respuesta de los linfocitos T citotdxicos a patdégenos
intracelulares y células tumorales, ademas de actuar como un quimioatrayente y

activador proinflamatorio (Le Priol y cols., 2006). Los linfocitos T CD8'CD28CD57"
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también producen altas cantidades de citoquinas inmunomoduladores como IFN-y

(interferon- y) y pro-inflamatorias como TNF-a (Eylar y cols., 2001).

6.3.2.4. Moléculas coestimuladoras

En la actualidad se conocen diversos pares de moléculas receptor/ligando con
actividad accesoria o coestimuladora de la inmunidad especifica. Dependiendo del tipo
de moléculas involucradas, esta segunda senal puede llevar al desarrollo de una
reaccion inflamatoria o favorecer la regulacién inmunitaria. A parte de la familia
CD28:B7 se han descrito numerosas moléculas coestimuladoras, como la superfamilia
de receptores de TNF (TNFR), que juegan un papel importante en la transmision de
sefiales coestimuladoras tanto en etapas tempranas como tardias de la respuesta
inmunitaria. Una de las interacciones mejor conocidas y que han sido parcialmente
objeto de estudio en esta tesis es la de CD28 y CTLA-4 en el linfocito T y las moléculas
de la familia B7 en las CPAs.

CD28 es un homodimero de 44kDa que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. En humanos, CD28 se expresa constitutivamente en mas del 90% de
los linfocitos T CD4" y en el 50% de los T CD8*. Cuando CD28 interacciona con sus
ligandos, B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86), expresados en la CPA, potencia la expresion de IL-
2 y la proliferacién celular (Favero y Lafont, 1998), aumenta la supervivencia de las
células Ty previene la induccién de anergia (Lenschow y cols., 1996). CD28, ademas de
mediar la coestimulacidon, también aumenta la expresion de otras moléculas
coestimuladoras en las células T tales como CD40L (Grewal y cols., 1996; Yang y Wilson
1996). In vitro se ha demostrado que la ausencia de coestimulacidn a través de CD28
bloquea la diferenciacién de las células T CD4" naive hacia un fenotipo Th2 (Schweitzer
y Sharpe 1998; Rulifson y cols., 1997; Salomon y Bluestone 1998; Rogers y Croft 2000).

En receptores de injertos hepaticos, existe una relacion directa entre el
aumento de la expresion de la molécula CD28 en linfocitos T de sangre periférica y la
aparicién de rechazo agudo (Garcia-Alonso y cols., 1997; Minguela y cols., 2006;
Boleslawski y cols., 2008). Por otro lado, en estos pacientes una disminucién en la
frecuencia de células T CD8" que expresan CD28" predice la aparicién de novo de

tumores malignos a largo plazo (Boleslawski y cols., 2011).
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CTLA-4 o CD152 es una molécula estructuralmente homéloga a CD28 que
también se une a B7-1 y B7-2, sin embargo, solo se expresa en linfocitos T activados
(Abbas y Litchman, 2004). En relaciéon a su funcion, la interaccién de CD28 con sus
ligandos desencadena una sefial positiva, que da lugar a la activacién y expansion
clonal de linfocitos T, y a la produccién de citoquinas (Linsley y Ledbetter, 1993;
Thompson, 1995; June y cols., 1994; Bluestone, 1995), en contraste CTLA-4 transduce
sefiales negativas que atenua la respuesta de la célula T (Linsley y cols., 1991; Walunas
y cols., 1994; Walunas y cols., 1996).

Las moléculas CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) presentan dos dominios extracelulares
de tipo inmunoglobulina, un dominio transmembrana y una cola citoplasmatica. CD80
y CD86 se expresan principalmente en células dendriticas, macrofagos vy linfocitos B.
Ambas moléculas comparten el 25% de homologia e interaccionan con los receptores
CD28 y CTLA-4, aunque B7-1 tiene mas afinidad por CTLA-4 y B7-2 por CD28
(Pentcheva-Hoang y cols., 2004). La expresién de B7-1 es lentamente inducida y
estable durante un largo periodo de tiempo (4-5 dias), en comparacién con B7-2 que
es inducida rapidamente y alcanza su maximo a las 48 horas (Lenschow y cols., 1996;
Hathcock y cols., 1994; Inaba y cols., 1994; Lenschow y cols., 1993). Estas moléculas,
ademds, modulan la diferenciacion de las células Thl y Th2, B7-1 favorece la
diferenciacién Thl y B7-2 incrementa la produccién de IL-4 y en general las respuestas
Th2 (Kuchroo y cols., 1995). Asi mismo, B7-2 tiene un papel en la proliferacion de las
células B, la produccion de 1gG1l, 1gG2a e IgE y la expresion de moléculas anti-
apoptaéticas (Jeannin y cols., 1997; Suvas y cols., 2002). Por el contrario B7-1 reduce la
proliferacion de las células B y favorece la expresién de moléculas pro-apoptdticas
(Hirokawa y cols.,, 1996; Suvas y cols 2002). Asi, en trasplante cardiaco se ha
relacionado la sefializacion a través de B7-2 con una mayor incidencia de rechazo
agudo del injerto, mientras que la sefalizacion continua a través de B7-1 contribuye
mas al desarrollo del rechazo crdénico (Kim y cols., 2001).

ICOS (coestimulador inducible, del inglés, inducible costimulator) es otra
molécula coestimuladora que se expresa en linfocitos T activados. En humanos
presenta un 24% de homologia con CD28 y un 17% con CTLA-4. Su ligando es la
molécula B7RP-1 que se expresa en CPAs y en células parenquimatosas como la de los

tubulos renales y glandula prostatica. Su expresion aumenta con la inflamacidn
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(Ozkaynak y cols., 2001). La coestimulacién a través de ICOS provoca un aumento de la
proliferacion celular y parece estar implicada en el desarrollo de una respuesta Th2
(Clay y cols., 2009; Shilling y cols., 2009).

Las moléculas coestimuladoras de la superfamilia de receptores de TNF son
proteinas transmembrana tipo | que se caracterizan por presentar dominios
extracelulares ricos en residuos de cisteina (Schénbeck y Libby, 2001). Entre ellas CD40
se expresa en CPAs incluyendo a linfocitos B y su ligando, CD40L, se expresa en las
células T activadas. Las interacciones entre CD40-CD40L determinan la diferenciacion
de las células T naive a células T efectoras y favorecen el cambio de isotipo en las
células B. La proteina Fas, también denominada CD95 o APO-1, es una proteina de
48kDa que se expresa en el timo, higado, corazon, rifidn, ovarios y pulmones (Oehm y
cols., 1992; Itoh y cols., 1991), células NK (Robertson y cols., 1995), monocitos,
macrofagos, células Ty B activadas y en lineas celulares tumorales (Suda y cols., 1993).
La unidn a su ligando FasL, induce la apoptosis de las células que expresan Fas (ltoh y
cols., 1991). FasL o CD95L, es una proteina de membrana de 40kDa que se expresa en
linfocitos T activados y células NK y de forma constitutiva en células endoteliales, en
tejidos como los testiculos y los ojos y en neutroéfilos (Suda y cols., 1995; Griffith y cols.,
1995; French y cols., 1996; Sata y Walsh, 1998; Liles y cols., 1996).

En trasplante hepatico, la expresion de CD95 en linfocitos T aumenta
significativamente en pacientes que presentan rechazo agudo (Marin y cols., 2002).
Ademas, este aumento de la expresion de CD95 en células de sangre periférica
asociado a la presencia de episodios de rechazo agudo, estd condicionado por la
presencia de infecciones VHB/VHC (Minguela y cols., 2006).

En aloinjertos cardiacos, las células T CD4" que median el rechazo agudo
requieren de la expresion de perforina, y de CD95 por parte del injerto (Grazia y cols.,
2010). De hecho, biopsias de pacientes con rechazo agudo presentaron mayores
niveles de Fas y FasL (Pérez y cols., 2006). Por otro lado, se ha descrito que INF-y actua
en cooperacion con la via Fas-FasL para mediar la apoptosis de células del musculo liso
de las arterias y con ello acelerar la progresion del CAV (Hart-Matyas y cols., 2010). En
contraste, otros estudios indican que la expresion de FaslL en el endotelio de los vasos

trasplantados, puede ejercer un efecto protector en la hiperplasia de la intima de las
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arterias ya que puede inducir apoptosis en las células T, monocitos y macrdéfagos

infiltrantes (Sata y cols., 2001).

6.3.3. Células reguladoras

En la actualidad se han descrito diversos subtipos celulares con capacidad de
regular o suprimir la respuesta inmunoldgica a nivel periférico, que contribuyen de
forma decisiva al mantenimiento de la homeostasis y la tolerancia inmunoldgica.
Células con capacidad reguladora existen tanto entre las células presentadoras de
antigeno como entre los linfocitos T, B y NK, pero por su importancia en esta memoria

se revisaran tan solo algunas de las células T reguladoras.

6.3.3.1. Linfocitos T reguladores CD4"

A su vez con dos subtipos fundamentales, las células T reguladoras CD4"
naturales (nTreg) y las células T reguladoras CD4" inducidas (iTreg).

v" El término de nTreg se utiliza para denominar las células T CD4'CD25""
(Sakaguchi y cols., 2001; Shevach y cols., 2001), que son generadas en el timo y
comprenden aproximadamente el 5-10% de las células CD4°CD8" de sangre periférica.
La expresion de CD25 (cadena a del receptor IL-2) es constitutiva y muy elevada en

nTreg, por ello también se las define como células CD4*CD25"e!

(Baecher-Allan y cols.,
2001), en contraposicidn a las células T CD4" efectoras recién activadas, en las que la
expresion de CD25 es mas baja y transitoria (Fehérvari y Sakaguchi, 2004; Sakaguchi,
2005). Ademas, las nTregs expresan de forma definitoria el factor de transcripciéon
FOXP3 (Fontenot y Rudensky, 2005), el cual estd directamente implicado en la
diferenciacién de las células nTreg en el timo y juega un papel importante en su
funcidn efectora (Fontenot y cols., 2003). De entre otros marcadores las nTreg pueden
expresar, CTLA-4, GITR (del inglés, glucocorticoid-induced tumor necrosis factor
receptor), CD62L, CD44, CD69, CD45RB, TNFR2 (del inglés, tumour necrosis factor
receptor type 2), CD122, CD103 (integrina aEPB7), CD134 (0OX40), TGF-B (factor de
crecimiento transformante beta, del inglés, transforming growth factor beta), CD39 y
CD73 (Chen y Oppenheim, 2011; Josefowicz y cols., 2012).

Las células nTreg son capaces de suprimir tanto las respuestas inmunitarias

innatas (Serra y cols., 2003), como las repuestas inmunitarias adaptativas (Janssens y
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cols., 2003). Su mecanismo de actuacién es a través de contacto celular y lo hacen
previa activacion via TCR. Ademas de prevenir enfermedades autoinmunes, pueden
inducir tolerancia en trasplantes ya que son capaces de suprimir la respuesta frente a
aloantigenos (Dieckmann y cols., 2001).
v’ Las iTreg son otra subpoblacién de células T reguladoras CD4" que engloban a
las células Th tipo 3 (Th3) (Weiner, 2001) y a las tipo 1 (Tr1) (Roncarolo y cols., 2001).
Estas células suprimen la respuesta alogénica mediante la secrecién de citoquinas. Las
células Trl se localizan en tejidos inflamados y realizan su funcion supresora de una
forma no dependiente del antigeno, a través de citoquinas supresoras como IL-10 y
TGF-B (Roncarolo y cols., 2006). Las células Th3 son células productoras de TGF-f con
un funcionamiento similar a Tr1 (Verbsky, 2007).
En receptores de injertos cardiacos, se ha demostrado que ratios altos de las
subpoblaciones Th1/Treg, se asocian con mayor rechazo agudo asi como a una mayor

incidencia de CAV (Mirabet y cols., 2011).

6.3.3.2. Linfocitos T supresores CD8" (Ts)

Igualmente se han reconocido diversas subpoblaciones de células T CD8" con
capacidad reguladora/supresora, generalmente relacionadas con el fenotipo
CD8'CD28". Estas células se desarrollan tras estimulacidén repetida de células T y se
asocian generalmente con fenotipos efectores, en muchos casos en estadios finales de
diferenciacién, que expresan frecuentemente moléculas asociadas a la actividad de las

células NK, moléculas KIR.

v" Linfocitos Ts CD8'CD28 FOXP3": Estas células actian por contacto directo

sobre las CPAs, tanto profesionales (células dendriticas) como no profesionales (células
endoteliales), transformandolas en CPAs tolerogénicas al inducir la expresion de los
receptores inhibidores ILT-3 e ILT-4 (Changy cols., 2002; Manavalan y cols., 2004; Vlad
y cols., 2005). Tanto ILT-3 como ILT-4, miembros de la familia de los receptores
inhibidores de las células NK, presentan largas colas citopldasmicas con motivos ITIM e
inhiben la produccién de NF-kB. La sobreexpresion de ILT-3 e ILT-4 en las CPAs inhibe

la activacion mediada por CD40 (Chang y cols., 2002), reduciendo la capacidad de las
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CPAs para transcribir moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86 (Liu y cols., 1999;
Li y cols., 1999).

Estudios realizados en receptores de trasplante de d&rganos solidos,
mostraron que cifras elevadas de estas células Ts en la circulacién se asociaban
negativamente con la aparicion de rechazo agudo y crénico, por lo que era posible
reducir la dosis de inmunosupresores, llevandolos a niveles minimos sin,
aparentemente, alterar la funcion del injerto (Ciubotariu y cols., 2001; Colovai y cols.,

2003; Sindhi y cols., 2005).

v' Linfocitos Ts CD8'CD28 FOXP3 : Al igual que la poblacién Trl no son especificos

de antigeno, e inhiben la actividad de las CPAs, la proliferaciéon de células T y la
citotoxicidad de linfocitos T citotdxicos a través de la secrecidén de IL-10 (Filaci y cols.,

2004; Filaci y cols., 2007; Fenoglio y cols., 2008).

6.4. Factores solubles que regulan la respuesta alogénica

6.4.1. Citoquinas

Las citoquinas son glicoproteinas de bajo peso molecular producidas por células
de la respuesta inmunitaria innata y adquirida, y actian como medio de comunicacion
entre células. Tienen una estructura diversa pero comparten importantes propiedades:
1) se producen de forma breve y autolimitada; 2) tienen un efecto pleiotrépico, es
decir, cada una de ellas puede actuar sobre diferentes tipos celulares; 3) influyen a
menudo en las acciones de otras citoquinas; 4) pueden actuar en la misma célula que
la secreta (accién autocrina) o bien en una célula vecina (accién paracrina) o en células
distantes (accion endocrina); 5) ejercen sus acciones al unirse a receptores especificos
de membrana en las células diana; y 6) la sintesis de unas citoquinas puede influenciar
la produccién de otras (Abbas y Litchman, 2004).

El tipo de respuesta inmunitaria, ya sea citotoxica, humoral, celular o alérgica,
esta determinada por el tipo y balance de citoquinas que intervienen (Commins y cols.,

2010).
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v Citoquinas producidas por CPAs: respuestas innatas y adaptativas.

Las CPAs producen citoquinas que actuan tanto en la respuesta innata tras
estimulacion a través de PRRs (del inglés, pattern recognition receptors) (TNF, IL-1, IL-6,
IL-8 o CXCL8 y otras quimioquinas), como adaptativas al interaccionar con las células
Th (IL-12, IL-15, IL-18, IL-23, IL-27 e IL-32).

Entre las citoquinas pro-inflamatorias producidas por CPAs, TNF-a media en el
proceso inflamatorio favoreciendo la extravasacion de leucocitos y en la activacién de
linfocitos T y B. TNF-B, producida por linfocitos (Beutler y Cerami, 1989), induce
efectos citotoxicos directamente sobre las células cancerigenas y estimulan respuestas
inmunitarias antitumorales. IL-1, familia formada por 5 péptidos IL-1a, IL-1b, IL-1ra, IL-
18, e IL-33 (Dinarello y Wolff, 1993), favorece la activacion de linfocitos Th al aumentar
la produccion de IL-2 y la expresion de su receptor IL-2R. IL-6 induce la diferenciacidn
de los linfocitos B a células plasmaticas, media en la activacidon, crecimiento y
diferenciacién de las células T, ademas tiene un papel fundamental en la diferenciacion
de células Th17 (Akira y cols., 1993).

Otras citoquinas secretadas por CPAs se relacionan mas directamente con la
inmunidad especifica, IL-12 e IL-23, estan implicadas en la activacién de células T y en
su diferenciacion a células Thl y Th17, respectivamente (Brunda, 1994; Oppmann y
cols., 2000). IL-12 ademas de estimular la produccidn de IFN-y y otras citoquinas, activa
e induce la proliferacién y citotoxicidad de las células NK y linfocitos T citotoxicos. IL-18
también induce la produccion de IFN-y (Dinarello, 2000) y tiene un papel muy
importante en la adhesién celular. La expresion de su receptor aumenta por la accion
de IL-12, por lo que tiene un efecto sinérgico en la estimulacion de la liberacién de IFN-
y. IL-15 comparte con IL-2 la cadena beta del IL-2R vy al igual que ella es un factor de
crecimiento de células T y una molécula quimiotactica para estas células. IL-2 e IL-15
difieren en su papel dentro del sistema inmunitario adaptativo ya que IL-2, pero no IL-
15, esta implicada en la generacidén y mantenimiento de las células Treg, mientras que
IL-15 es necesaria para el mantenimiento y la supervivencia de las células T CD8"
memoria y las células NK. IL-27 favorece la inmunidad mediada por células Thl y tiene
una accion sinérgica con IL-12 en inducir la secrecién de IFN-y por células NK y Th. IL-32
induce la produccién de citoquinas proinflamatorias como TNF-a y quimioquinas en

macroéfagos.
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v Citoquinas e inmunidad humoral

IL-7 e IL-11 son factores de crecimiento de las células madre linfoides y
contribuyen a la maduracién de los linfocitos B en la médula ésea, ademads IL-7 es
importante en el desarrollo de linfocitos By T. Los linfocitos B maduros tras reconocer
al antigeno e interaccionar con los linfocitos Th, que proporcionan sefiales
coestimuladoras a través de CD40-CD40L, inducen el cambio de isotipo de su Ig. En
funcion del tipo de antigeno, el lugar de reconocimiento y las células inmunitarias que
intervienen, las citoquinas predominantes en el microambiente condicionan el isotipo
a adquirir por el linfocito B. Asi, IL-4 e IL-13 favorecen los isotipos IgE e 1gG4, IFN-y los
isotipos 1gG1 e 1gG3, mientras que TGF-B secretado por células (Th3) favorece los
isotipos IgA e 1gG2 (Sonoda vy cols., 1989). IL-21 es fundamental en la proliferacion y
supervivencia de células B y en su diferenciacion a células plasmaticas productoras de

Igs (Konforte y cols., 2009).

v Citoquinas e inmunidad celular

IL-2 junto a IL-6 forma parte fundamental de la “tercera sefial” que requieren
los linfocitos T para su estimulacién efectiva tras su encuentro con el antigeno, e
inducen la secrecion simultanea de IL-2 y de su receptor de alta afinidad IL-2R. La
union de la IL-2 al IL-2R induce la proliferacidén clonal de estas células, lo que asegura
gue solo se activen las células T efectoras especificas del antigeno. Ademas de su papel
como efector y factor de crecimiento de T efectoras y Tregs, esta citoquina esta
implicada en la activacion de las células NK, células B y macréfagos.

Las respuestas inmunitarias frente a infecciones viricas y las células neoplasicas,
estan mediadas por células T citotdxicas y NK que producen citoquinas como los IFNs.
Los IFNs tipo | inhiben la replicacion viral y estimulan la inmunidad antiviral de células T
citotoxicas y NK. Los de tipo Il (IFN-y) tienen una modesta actividad antiviral pero son
de gran importancia en la inmunidad celular. Los de tipo Il (IL-29, IL-28A e IL-28B)
comparten caracteristicas funcionales con los de tipo | (Sheppard y cols., 2003). IFN-y,
producido por células Thil, linfocitos T citotéxicos y NK, es la citoquina mas importante
en la inmunidad mediada por células (Farrar y Schreiber, 1993). Induce el aumento de
expresion de HLA clase | y Il, estimula la presentacion de antigenos y la produccién de

citoquinas por CPAs. Asi mismo, estimula las funciones fagociticas de las fagocitos
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mononucleados. También estimula las funciones asesinas de las células NK y los
neutrofilos.
Las diferentes subpoblaciones de linfocitos Th se pueden identificar en base al

repertorio de citoquinas que secretan (Mosmann y Coffman, 1989).

v" Diferenciacidn hacia Th1l

La diferenciacion de Thl esta inducida y mantenida por IL-12, IL-18 e IL-27,
aunque comparten las vias de sefializacion con IL-12 (Manetti y cols., 1993). Las células
dendriticas y los fagocitos mononucleados producen IL-12 y son los mediadores mas
importantes en la diferenciacion Thl. IL-12 interacciona con los linfocitos Th naive para
activar STAT4, que lleva a la expresion del factor de transcripcion T-bet (T-box
expressed in T cells), responsable ultimo de la diferenciacion Thl. T-bet induce la
produccién de IFN-y e IL-12R y bloquea la diferenciacion Th2 y Th17 (Villarino y cols.,
2004).

v" Diferenciacidn hacia Th2

IL-4 es un factor determinante de la diferenciacion Th2 al activar STAT6 (Seder y
cols., 1992), que a su vez promueve la expresion de GATA-3, regulador maestro de las
células Th2, y suprime la expresién de T-bet y la diferenciaciéon Thl y Th17. La fuente
principal de IL-4 responsable de la diferenciacién Th2 son los linfocitos T CD4" virgenes,
si bien basdfilos, células NK y mastocitos también son capaces de secretar importantes
cantidades de IL-4 (Bilenki y cols., 2004; Akbari y cols., 2006). IL-19 e IL-25 también
favorecen la desviaciéon Th2 (Gallagher y cols., 2004, Tamachi y cols., 2006). Aunque,
en la actualidad se considera que las dos citoquinas mas importantes responsables de
la desviacién Th2 son IL-33 y TSLP (del inglés, Thymic stromal lymphopoietin). 1L-33,
citoquina similar a IL-1, media su sefalizacion a través de un receptor relacionado con
el IL-1R (Coyle y cols., 1999) que se expresan en células Th2, macréfagos, células
madre hematopoyéticas y fibroblastos. TSLP se expresa en células epiteliales de piel,
intestino y pulmones, y activa a las células dendriticas de manera que promueve la

produccién de citoquinas Th2 (Wangy cols., 2006).
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v" Diferenciacién hacia Th17

La produccion selectiva de IL-17 por una clona de linfocitos Th llevo a definir a
los linfocitos Th17 (Dong, 2006). TGF-B por si sola, o en presencia de IL-6 ¢ IL-4, estd
implicada en la diferenciacién de Tregs, Th17 o Th9, respectivamente (Bettelli y cols.,
2006). IL-6 a través de la activacion de STAT3 media la diferenciacion de Thl7 como
resultado de la activacion de RORyt (del inglés, related orphan receptor), el regulador
maestro de Th17 (Holland y cols., 2007; Constantin y cols., 2000; Milner y cols., 2008;
Minegishi y cols., 2009). IL-17 tiene un papel fundamental en las respuestas celulares
frente a patdgenos extracelulares (Kawaguchi y cols., 2004), pero también contribuye
de forma importante al desarrollo de enfermedades autoinmunes (Molet y cols.,

2001).

v Citoquinas antiinflamatorias

Algunas citoquinas tienen efectos principalmente antiinflamatorios, como L-
1ra, TGF-B y los miembros de la familia de IL-10. TGF-B, producida por eosinéfilos,
monocitos y células T, es sin duda la mas pleiotrépica, con efectos estimuladores e
inhibidores sobre diversos tipos celulares (Sporn y Roberts, 1992). En general, inhibe la
proliferacién de células B, Th, linfocitos T citotoxicos y NK e induce apoptosis. IL-10 es
una citoquina inmunoreguladora producida principalmente por Treg, monocitos y
células B (Del Prete y cols., 1993) que inhibe la produccion de IFN-y en los linfocitos
Thl; de IL-4 e IL-5 en los Th2; de IL-1b, IL-6, CXCL8, IL-12, de TNF-a en fagocitos
mononucleados; de IFN-y y TNF-a en células NK y la expresion de MHC clase Il y
moléculas coestimuladoras en CPAs. También, es capaz de inducir la expresion de HLA-
G en cultivos de trofoblastos y monocitos (Moreau y cols., 1999). IL-35, secretada
principalmente por las células Treg, suprime respuestas inflamatorias induciendo la
proliferaciéon de Treg y reduciendo la actividad de las células Th17 (Niedbala y cols.,

2007).

6.4.2. Quimioquinas

Son una superfamilia de pequefios polipéptidos que regulan el trafico
leucocitario tanto en condiciones de inflamacidon, mediando la migracién a los lugares
de dafio tisular, como en condiciones fisioldgicas, mantenimiento la supervivencia y la
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organizacién espacial de los érganos linfoides secundarios. Las quimioquinas coordinan
de forma precisa el trafico leucocitario hacia el microambiente linfoide, regulando la
adhesion, la quimiotaxis y la activacion de muchas subpoblaciones de linfocitos,
ademas de regular el reclutamiento de leucocitos a los sitios de inflamacién (Rot y von
Andrian, 2004). Se han definido cuatro grupos de quimioquinas segun los residuos
conservados de cisteina de su extremo amino-terminal, pero la mayoria pertenecen a
la clase CC, en la que las cisteinas conservadas son continuas, y a la clase CXC, en las
que hay algun aminodacido entre ellas (Zlotnik y Yoshie, 2000). Ademas de estas,
también se han descrito, una clase C, con una Unica cisteina en el extremo amino-
terminal, y una clase CX3C, en la que las dos cisteinas estan separadas por tres
residuos (Bazan y cols., 1997).

Todos los receptores de quimioquinas tienen una estructura caracteristica con
7 dominios alfa transmembrana y estan asociados a proteinas G (Barrett, 1997; Ben-
Baruch y cols., 1995). La porcién intracelular carboxiterminal contiene residuos serina 'y
treonina, los cuales son fosforilados y participan en la transduccidon de sefiales. Los
linfocitos Thl y Th2 se pueden diferenciar por la expresidn de receptores para
guimioquinas, los Thl expresan CXCR3, CCR1 y CCR5, mientras que los linfocitos Th2
expresan CCR3 y CCR4 (Nickel y cols., 1999).

Las quimioquinas de las familias CC y CXC se producen por leucocitos, células
endoteliales, células epiteliales y fibroblastos, inducidas por microorganismos y por
citoquinas inflamatorias (Abbas y Litchman, 2004). IL-1 y TNF-a son potentes
inductores de la expresion de quimioquinas CC y CXC en gran variedad de tipos
celulares (Barrett, 1997). En contraste, la IL-10 y TGF-B disminuyen de forma general la

produccién de quimioquinas (NickeL y cols., 1999).

6.4.3. Citoquinas y quimioquinas en trasplante cardiaco

Algunas citoquinas se han identificado como biomarcadores prondstico
asociados con el riesgo de rechazo agudo. Tradicionalmente se han asociado las
respuestas Th1l al desarrollo del rechazo agudo del aloinjerto (Benichou vy cols., 1999;
Dallman y cols., 1991), sin embargo, estudios recientes han sefalado que IFN-y puede
no ser esencial para estas respuestas, lo que sugiere que otras citoquinas pueden

contribuir en la cascada de la inflamacidn y facilitar el rechazo (Halloran y cols., 2001;
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Miura y cols., 2003). En este sentido, se han implicado a las células Th17, ya que varios
estudios demostraron que los niveles de IL-17 séricos aumentaron en pacientes con
rechazo agudo de diversos tipos de injertos (Loong y cols., 2002; Vanaudenaerde y
colls., 2006; Fabrega y cols., 2009).

En el desarrollo de CAV intervienen fundamentalmente los macréfagos, junto a
los linfocitos Th1l productores de IFN-y (Tellides y Pober, 2007). IFN-y estimula
fuertemente a los macréfagos y estos mediante la produccién de IL-12 e IL-18
estimulan a los linfocitos T CD4" y CD8" infiltrantes, formando asi un circulo de
retroalimentacion positiva para la produccion de IFN-y (Mitchell, 2009). Los
macréfagos una vez activados pueden deteriorar de forma local las paredes vasculares
de las arterias mediante la produccion de proteasas, metabolitos del 4acido
araquidonico y especies reactivas del oxigeno. Ademads, mediante la produccién de
PDGF (del inglés, platelet derived growth factor) y TGF-B, inducen la proliferacién de
fibroblastos y de células del musculo liso de la pared de las arterias, con la sintesis de
matriz extracelular, dando lugar a una proliferacidn e hiperplasia de la intima vascular
y fibrosis. Junto a esto, las células del musculo liso de la ldmina media de las arterias
también sintetizan IFN-y cuando son estimuladas por IL-12 y IL-18 (Gerdes y cols.,
2002). Se ha sugerido que la capacidad de los macréfagos y de las células musculares
lisas para sintetizar IFN-y, puede representar un mecanismo por el cual se puede
desarrollar CAV en ausencia de respuestas aloespecificas (Mitchell, 2009).

Otros estudios han demostrado la existencia de un mediador denominado,
CTGF (del inglés, connective tissue growth factor), inducido por TGF-B en multiples
tipos celulares, miocitos cardiacos y fibroblastos (Chen y cols., 2000; Leask y Abraham,
2003), que desempena un papel importante en el desarrollo de fibrosis y rechazo
cronico en injertos renales y cardiacos (De Winter y cols., 2008; Csencsits y cols., 2006;
Chengy cols., 2006; Yuan y cols., 2009).

IL-6 también se ha relacionado con el desarrollo de fibrosis en injertos
cardiacos con rechazo crénico (Diaz y cols., 2009). IL-6 junto a TGF-B favorece una
respuesta Th17, citoquina implicada igualmente en el desarrollo de CAV por sus
efectos fibréticos (Yuan y cols., 2008; Faust y cols., 2009). En este sentido, también CsA

se ha relacionado con el desarrollo de CAV, aparentemente al inducir la sintesis de
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TGF-B y de otros factores fibrogénicos (Wasowska y cols., 2001; Khanna y cols., 2002;
Waiser y cols., 2002).

En relacion de las quimioquinas con el trasplante cardiaco, las de tipo CC se
descubrieron originalmente como quimioatrayentes involucrados en el reclutamiento
y la activacion de células inflamatorias mononucleares (Luster, 1998). MCP-1 (del
inglés, monocyte chemoat tractant proteina-1) o CCL2, es el prototipo de quimioquina
CCy puede reclutar monocitos, células T o NK a través de la unién a su receptor CCR2
(Luster, 1998; Rollins, 1997; lzutani y cols., 1995). CCR2 se ha relacionado con una
variedad de enfermedades inflamatorias cronicas, entre ellas la aterosclerosis (Yla-
Herttuala y cols., 1991). CCL5 se ha relacionado tanto en la aterosclerosis como en la
patogénesis de CAV (von Hundelshausen y cols., 2001). Entre las quimioquinas de la
familia CXC, destacan las inducidas por INF-y, CXCL-10, CXCL9 y CXCL11, por su fuerte

asociacion con el desarrollo de CAV (Zhao y cols., 2002; van Loosdregt y cols., 2006).

7. TOLERANCIA INMUNOLOGICA E INMUNOREGULACION

La tolerancia inmunoldgica se define como la incapacidad de producir una
respuesta especifica frente a un antigeno, ya sea propio o extrafio, inducida por el
contacto previo con dicho antigeno. Una propiedad fundamental del sistema
inmunitario es la tolerancia a lo propio o autotolerancia. Los antigenos que inducen
tolerancia se conocen como tolerégenos, para distinguirlos de los inmundgenos, o
capaces de generar inmunidad. Cuando la tolerancia inmunoldgica fracasa se
desencadenan reacciones inmunitarias contra antigenos propios, o autoinmunidad
(Abbas y Litchman, 2004).

En trasplante, la tolerancia indica un estado de ausencia de respuesta agresiva
contra el injerto, manteniendo una funcidén normal frente a otros antigenos (Sykes,
2007). Uno de los principales objetivos en el campo del trasplante de drganos sélidos,
es la disminucién o retirada completa de los farmacos inmunosupresores sin que se
produzca la pérdida del injerto. A este proceso se le denomina tolerancia operacional y
se observa hasta en un 20% de los receptores de trasplante hepatico (Lerut y Sanchez-
Fueyo, 2006; Pons y cols., 2008, Orlando y cols., 2009).

Existen diversas vias de induccién de tolerancia inmunolégica, que actuan a

diferentes niveles:
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7.1. Tolerancia central

Los fendmenos de tolerancia central ocurren fundamentalmente en el timo, en
un proceso de seleccion negativa, por el que los linfocitos T que unen complejos
péptido-propio/moléculas HLA clase | o Il con alta afinidad son eliminados por
apoptosis, y otro de seleccién positiva de los que se unen con baja afinidad (Gonzalez-
Molina y Alonso, 2005). De esta forma, la seleccion timica asegura que los linfocitos T
gue abandonan el timo sean capaces de reconocer antigenos presentados por
moléculas del MHC propias, eliminando las células T potencialmente autorreactivas. En
el contexto del trasplante, esto requeriria del establecimiento de un sistema
inmunoldgico quimérico, en el que las células T fueran reeducadas en el timo para

reconocer los antigenos del donante como propios (Salama vy cols., 2007).

7.2. Tolerancia periférica

Algunos linfocitos con reactividad frente a lo propio escapan al proceso de
seleccion timica, por lo que se hace necesario disponer de mecanismos alternativos de
tolerancia o tolerancia periférica. La tolerancia periférica de los linfocitos T tiene por
objeto garantizar la falta de respuesta a antigenos propios ausentes en el timo o
presentes a muy baja concentracién, motivos por los que los linfocitos T no
adquirieron tolerancia central (Gonzalez- Molina y Alonso, 2005). Aunque estos
mecanismos de regulaciéon de la respuesta inmunitaria funcionan en condiciones
fisioldgicas, juegan igualmente un papel relevante en la induccion de tolerancia
inmunoldgica a aloinjertos.

La eliminacién y/o regulacion negativa de células T reactivas frente a
aloantigenos del donante se puede alcanzar tanto a nivel central, en timo y médula

dsea, como en la periferia mediante diversos mecanismos:

v" Induccién de anergia de linfocitos T

Se produce cuando la segunda sefial o coestimulacidén es deficiente, entrando
los linfocitos en un estado de falta de respuesta o anergia. Esta deficiencia en la
coestimulacién se puede producir por ausencia total o parcial de moléculas

coestimuladoras de la familia B7 (Sykes, 2007) o por inhibicion competitiva de la
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coestimulaciéon CD28/B7 por sefiales inhibidoras conducidas por CTLA-4 u otras

moléculas inhibidoras como PD-1 (Parry y cols., 2005; Monk y cols., 2006).

v" Delecién por agotamiento clonal

Ocurre como resultado de una estimulacidon crénica del antigeno o por el
reconocimiento del mismo en condiciones subodptimas. La consecuencia es la
eliminacion o la inactivacion funcional de las células que lo reconocen, en buena
medida por la participacion de la via inductora de apoptosis CD95/CD95L (Gonzélez-

Molina y Alonso, 2005).

v" Ignorancia inmunolégica

Es el proceso por el cual el sistema inmunitario es incapaz de reconocer a
ciertos antigenos, propios o extranos (Kamradt y Mitchinson, 2001), debido a que: 1)
los linfocitos T no tienen acceso al tejido donde se encuentra el antigeno; 2) la
concentracion del antigeno es muy baja; y 3) las CPAs no presenten el antigeno o

expresen niveles muy bajos (Lanzavecchia y Sallusto, 2000).

v" Supresién por células T reguladoras

Se ha descrito en apartados anteriores como las células T reguladoras estan
implicadas de forma activa en la induccién y mantenimiento de la tolerancia periférica
a lo propio y como se relacionan también con la tolerancia a aloinjertos (Wood y
Sakaguchi, 2003; Jiang y cols., 2006). Estas células actian sobre linfocitos T y B,
directamente o a través de la produccidon de factores solubles, suprimiendo sus
respuestas mediante la inhibicién de la proliferacion celular y de la produccion de

citoquinas y anticuerpos (Sykes, 2007; Beaudreuil y cols., 2007).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La optimizacidn de las terapias inmunosupresoras y del manejo clinico de los
pacientes ha impulsado al trasplante ortotépico de corazén como la principal opcién
terapéutica en insuficiencia cardiaca terminal. Sin embargo, continla habiendo un
desequilibrio importante entre las complicaciones que la inmunosupresién evita (el
rechazo) y las que favorece (las infecciones y neoplasias). Por tanto, es necesario
disponer de biomarcadores que nos permitan valorar el estatus inmunitario del
paciente e individualizar la terapia inmunosupresora, ajustandola a las caracteristicas y
situacion clinica de cada paciente. Los métodos actuales de monitorizacion,
farmacologicos y anatomopatologicos, analizan la concentracion de los farmacos y los
efectos directos sobre el injerto, respectivamente, pero no permiten predecir el grado
de inmunosupresion efectiva, ni su influencia a corto y largo plazo en la evolucion del
injerto y del paciente. Actualmente existen algunos marcadores que pueden facilitar la
monitorizacidon inmunoldgica del paciente. Asi, en trasplante hepatico el andlisis de la
expresion de CD28 y la de receptores KIR en linfocitos T de sangre periférica ayudan a
predecir la buena o mala aceptacién de los injertos. HLA-G soluble igualmente se ha
relacionado en diversos tipos de trasplante con una aceptacion mas favorable del
injerto.

Con estas premisas, se plantea la siguiente hipétesis de trabajo: si las principales
complicaciones del trasplante cardiaco tienen base inmunoldgica, ha de ser posible
establecer biomarcadores en sangre periférica que permitan valorar el estatus
inmunoldgico del paciente, predecir la apariciéon de complicaciones vy, a la luz de ellos,
guiar las decisiones clinicas para ajustar la terapia inmunosupresora en cada paciente

de forma individualizada.
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OBIJETIVOS

Teniendo en cuenta esta hipodtesis, el objetivo general que se propone es
monitorizar en sangre periférica algunos biomarcadores que permitan evaluar el
estatus inmunoldgico del paciente antes y después del trasplante cardiaco, y su
relacidn con la patologia de base (cardiopatia isquémica y no-isquémica), la frecuencia
del rechazo celular agudo, la severidad del rechazo crénico (evaluado mediante IVUS),

y la frecuencia y el tipo de infecciones.
Objetivos especificos:

1. Analizar y cuantificar las principales subpoblaciones leucocitarias (leucocitos,
monocitos y neutrofilos) y linfocitarias (linfocitos T, B y NK), asi como algunas
moléculas relacionadas con su activacion y funcién (CD80, CD86 y CD95).

2. Evaluar la expresion de CD28 y la de receptores KIR (KIR2DL1/S1 vy
KIR2DL2/L3/S2) en linfocitos T CD4" y CD8", y compararla con la observada en

los receptores de trasplante hepatico de nuestro centro.

3. Evaluar la concentracion de HLA-G soluble en suero y su relacidn con las

infecciones y la evolucidn de los injertos cardiacos a largo plazo.
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MATERIAL Y METODOS

1. METODOLOGIA DEL TRASPLANTE DE CORAZON

1.1. Técnica quirurgica

El trasplante ortotépico cardiaco puede realizarse segun tres tipos de técnicas:
cldsica, bicava y total. La técnica mas utilizada en la actualidad fue descrita por Lower y
Shumway en 1960 (Lower y Shumway, 1960) que recibié el nombre de técnica
convencional 6 cldsica, y es la técnica que se ha utilizado en los pacientes de nuestra
serie. Técnica que consiste en la extraccién del corazén del donante y receptor a través
de una estereotomia media a nivel medio auricular, sin alterar la desembocadura de
las venas cavas en la auricula derecha y la de las venas pulmonares en la auricula

izquierda del receptor.

1.2. Seguimiento clinico post-trasplante

Tras la cirugia, los pacientes ingresaron en la unidad de cuidados intensivos
(UCI) durante los primeros 7-10 dias post-trasplante, pasando posteriormente a la
planta de cardiologia, pero manteniendo siempre las medidas de aislamiento
adecuadas (guantes y mascarilla). En este periodo, se monitorizaron diariamente los
niveles de CsA y se realizaron analiticas basicas (hemograma, iones, urea, creatinina,
glucemia) durante la primera semana post-trasplante y cada 2-4 dias el resto del
primer mes y los parametros bioquimicos se controlaron 2 veces por semana. Las
biopsias endomiocdrdicas se realizaron a los 7-10 dias post-trasplante vy
posteriormente segun protocolo tardio que se detalla mas adelante (figura 13). Con
cada biopsia ademas se realizé una analitica completa, electrocardiograma, radiografia
de térax y ecocardiograma.

Tras el periodo postrasplante temprano, los pacientes fueron dados de alta e
ingresaron en un programa de seguimiento ambulatorio donde se efectué un
seguimiento del paciente de por vida, que incluyd el control clinico y la monitorizacion
analitica (ciclosporinemia, hemograma, bioquimica, serologia) y del rechazo
(ecocardiografia y biopsias endomiocardicas). El seguimiento de las biopsias

endomiocardicas se realizé segun el calendario de biopsias, cada 10 dias los 2 primeros
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meses, cada 20 dias el 32 y 42 mes, cada mes el 52 y 62 y con posterioridad al 62 mes se
siguid un curso individualizado segun las caracteristicas del paciente. Tras la realizacion
de la biopsia, el paciente permanecié hospitalizado durante 24 horas en espera del
informe anatomopatolégico y a la manana siguiente se le realizd ecocardiografia,
siendo dado de alta inmediatamente en caso de no ser preciso tratamiento anti-
rechazo. Cuando se hizo necesaria la administracion de corticoide intravenoso por la
presencia de rechazo, este se inicio de forma inmediata y se realizé una nueva biopsia

a los 10 dias.

1.3. Terapia inmunosupresora y anti-rechazo

El tratamiento inmunosupresor aplicado a estos pacientes consistio en una
etapa inicial a altas dosis (6 tratamiento de induccidn) para reducir la posibilidad del
rechazo precoz y facilitar la aceptacion del injerto, seguido de dosis de mantenimiento

para favorecer la aceptacion a largo plazo del injerto.

1.3.1. Tratamiento de induccidon

v’ Daclizumab (zenapax, Roche Farma): Es el tratamiento de induccién autorizado
en nuestro centro (anticuerpo monoclonal anti-receptor de la interleuquina-2):
la primera dosis (1 mg/kg) se administra en UCI al llegar del quiréfano. Se
puede repetir cada 14 dias durante los primeros meses (maximo 5 dosis).

v’ Basiliximab (simulect, Novartis Farma): Se administra por via intravenosa en
una dosis de 20 mg (10 mg para pacientes de menos de 35 Kg de peso) el dia
del trasplante (antes de la 62 hora del post-operatorio) y el dia 4 post-

trasplante, dos dosis en total.

1.3.2. Tratamiento de mantenimiento

Consistié en una triple terapia farmacoldgica que incluyé un inhibidor de la
calcineurina, CsA (Samdimun Neoral, Sandoz, Basilea, Suiza) é Tacrolimus (Prograf,
Astellas Pharma, Londres, Reino Unido), esteroides (metilprednisolona, Solumoderin,
Pfizer, Nueva York, EE.UU.) y un inhibidor de la sintesis de nucleétidos, MMF (CellCept,

Roche Farma, Basilea, Suiza).
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El tratamiento con CsA se inicid en el primer dia post-trasplante con dosis de 3
mg/Kg/dia repartido en dos tomas. Para alcanzar niveles terapéuticos circulantes se
incrementd la dosis en saltos de 50mg repartidos en las dos administraciones diarias.
Si la funcidn renal estaba alterada, se utilizd una dosis menor (1-2mg/Kg/dia) y se
retrasé su administracidn hasta el cuarto dia.

La dosis de inicio de tacrolimus fue de 0,05-0,15 mg/Kg/dia repartida en dos
tomas; en general no precisa ajuste de dosis en pacientes con disfuncidn renal, sin
embargo los ajustes de dosis fueron necesarios en pacientes con evidencia de
deterioro de la funcidon renal inducida por el farmaco.

La prednisona se inicié con dosis de 0,8 mg/Kg/dia (en dos dosis) en la primera
semana post-trasplante, con una reduccién gradual hasta alcanzar dosis de 0,2
mg/Kg/dia durante el primer mes e incluso podria ser retirada a partir del afio en
pacientes con buena evolucion.

El MMF se inicié en las primeras 24 horas post-trasplante por via intravenosa,
en dosis de 1g cada 12 horas, durante su estancia en UCl y se pas6 a via oral cuando el
paciente inicidé su alimentacion por via oral. Los niveles en sangre que se recomiendan

mantener son de 2-4 ng/dl, independientemente del tiempo post-trasplante.

1.3.3. Tratamiento del rechazo

La decisidon para instaurar el tratamiento del rechazo cardiaco se basd en el
resultado ofrecido por el grado histoldgico de rechazo (clasificacion ISHLT, ver tabla 1)
y en la repercusion sobre la funcién del injerto (reduccién de la fraccién de eyeccidn,
dilatacion del ventriculo izquierdo, insuficiencia cardiaca y arritmias). Cuando el
rechazo presentd un grado histolégico igual 6 mayor a 1R (ISHLT) o se detectaron
cualquiera de las alteraciones clinicas mencionadas anteriormente, se administraron
bolos de metilprednisolona (por via intravenosa 250mg a 1g /dia) durante 3 dias.

Cuando se detectd una disminucién de la FEVI se suministré tratamiento anti-
rechazo con independencia de que la biopsia endomiocardica no presentase
evidencias histoldgicas de rechazo. Ademds de los bolos de corticoides, se realizd

plasmaféresis y/o se reinstaurd el tratamiento de induccion.
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En caso de aparicidn de rechazo, y aunque se mantuvieran niveles correctos de
CsA, se realizd cambio de inmunosupresion basal con sustitucion de CsA por

tacrolimus.

1.4. Diagndstico de rechazo agudo

El diagndstico de rechazo agudo en trasplante cardiaco se basa en la presencia
de infiltrados inflamatorios en la biopsia endomiocardica y/é sospecha clinica.
Los pacientes se clasificaron siguiendo los criterios de la ISHLT para la
clasificacion del rechazo celular agudo cardiaco (ver tabla 1).
En cualquier caso, el paciente fue clasificado y tratado de rechazo agudo
cuando el resultado de una biopsia ofrecié un grado de rechazo histolégico =2 1R ¢

cuando el paciente presentaba claras evidencias clinicas de rechazo agudo.

1.5. Control y prevencidn de infecciones

Para evitar las infecciones mas frecuentes durante el primer mes post-trasplante,

se establecio la siguiente pauta de tratamiento:

- Profilaxis quirdrgica: Si el receptor ingresa procedente de su domicilio y el
exudado nasal era negativo para Staphylococcus resistente a meticilina, se
empled cefuroxima 1500 mg/via intravenosa/8horas 3 dosis. Cuando el
paciente estaba ingresado o el exudado nasal era positivo para Staphylococcus
resistente a meticilina, se usd teicoplanina 200mg via intravenosa en el
preoperatorio y cada 12 horas durante las 48 horas posteriores.

- Profilaxis Candida: Nistatina suspensién 5cc/8horas via oral.

- Profilaxis Pneumocystis carinii: trimetoprin-sulfametoxazol 160/800 mg/via
oral/24horas (post-extubacion), durante los 6 primeros meses. En el caso de
alergias a sulfamidas: pentamidina en aerosol 300 mg (disuelto en 6 ml de
agua) una vez al mes.

- Profilaxis Aspergillus: Itraconazol 200mg/24 horas/ via oral, durante 3 meses.

- Profilaxis Toxoplasma: Pirimetamina 25 mg/24 horas/via oral + acido fdlico 1
comprimido al dia. Si el donante tiene serologia positiva para Toxoplasma vy el

receptor es seronegativo, tratamiento durante 6 meses.
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- Si el test de Mantoux fue positivo o existia sospecha de antecedentes de
tuberculosis (lesiones radiolégicas, contactos familiares, etc.), se administrd
isoniazida 300mg por via intravenosa durante 24 horas, y por via oral durante

un ano.

La infeccién mas frecuente y problematica entre 1 y 6 meses post-trasplante fue
la infeccidn por CMV, y su profilaxis incluyé un tratamiento de induccién durante 2
semanas con ganciclovir intravenoso (Cymevene, Roche Farma) a dosis de
5mg/Kg/12horas o vanganciclovir (Valcyte, Roche Farma) via oral, en dosis de
900mg/12horas, seguido de un tratamiento de mantenimiento durante 3 meses con
vanganciclovir via oral a 900mg/24horas. Dichas dosis fueron dependientes en todo
momento de la funcidn renal. Si el receptor fue seronegativo para CMV y el donante
seropositivo o desconocido, se mantuvo el tratamiento de induccién 4 semanas vy el
tratamiento de mantenimiento 6 meses.

A partir de los 6 meses postrasplante, las infecciones fueron fundamentalmente
respiratorias nosocomiales. Entre las infecciones persistentes mas frecuentes

estuvieron CMV y VEB.

2. GRUPOS DE ESTUDIO: PACIENTES Y CONTROLES

Este estudio comprende el andlisis de un total de 77 pacientes trasplantados de
corazdn entre los afios 1999-2007 en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca de
Murcia. Se excluyeron 27 pacientes por diversas causas, que se recogen en la Tabla 4.
Esta tabla muestra ademas las patologias que indicaron la realizacién del trasplante, y
la presencia de infecciones sufridas por estos pacientes a lo largo de su evolucién.

Nuestro grupo final de pacientes quedd constituido por 50 trasplantes
cardiacos, que fueron monitorizados durante el primer afio de evolucion. El grupo lo
constituyeron 7 mujeres (14%) y 43 hombres (86%), con una edad media de 52413
anos. Como control, se utilizd una serie de 48 individuos sanos.

En todos los casos, se obtuvo consentimiento informado de los pacientes y

controles, y el protocolo de estudio fue aprobado por el comité ético de la institucion.
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Tabla 4. Pacientes incluidos en el estudio.

N2 Total de pacientes 77
Pacientes excluidos: 27
- Fracaso 1*™ del injerto 8(29.6%)
- Seguimiento incompleto 11(40.7%)
- Problemas quirurgicos 2(7.4%)
- Otros 6(22%)
Pacientes estudiados 50
Edad (afios) 52+13
Sexo (Hombres/Mujeres) 43(86%) / 7(14%)
Patologias
Cardiopatia isquémica 21(42%)
Miocardiopatia dilatada 25(50%)
Otras (valvular, hipertréfica) 4(6%)
Infecciones
CMV 18(47,4%)
Otras (bacterianas, fungicas y virales
20(52,6%)

diferentes a CMV)

Los pacientes se clasificaron en diferentes grupos de estudio atendiendo a

cuatro variables:

A)- Patologia de base: Cuando la cardiopatia responsable del trasplante tuvo ¢ no un

origen isquémico, los pacientes se clasificaron en:

v Receptores con cardiopatia isquémica (Cl). En este grupo se incluyeron a
aquellos pacientes cuya patologia causante del trasplante tuvo un
componente isquémico: como cardiopatia isquémica o MCDi isquémica.

v' Receptores con cardiopatia no isquémica (CNI). En este grupo se incluyeron
a aquellos pacientes que presentaron una patologia de base sin causa
isquémica: miocardiopatia hipertrofica, cardiopatia valvular, MCDi de
diversas etiologias (idiopatica, viral, familiar, alcohélica/toxica 6 asociada a

otras cardiopatias) 6 miocarditis.

B)- Rechazo celular agudo: de acuerdo al mismo, los receptores se clasificaron en 2

grupos de estudio:
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v Receptores sin rechazo agudo (NRA): Donde se incluyeron los pacientes
cuyas biopsias endomiocardicas mostraron un grado de rechazo histolégico

< 1Ry, que, no presentaron sintomas clinicos de rechazo celular agudo.

v" Receptores con rechazo agudo (RA): Dentro de este grupo se incluyeron a
aquellos pacientes que presentaron al menos una biopsia endomiocardica

de grado > 1R y/o sintomas clinicos de rechazo agudo.

C)- Infecciones en el periodo postrasplante: Se distribuyeron en tres grupos:

v Pacientes sin infecciones (Nolnf)

v’ Pacientes con infecciones de tipo bacteriano o virales diferentes a CMV

(InfNo-CMV).

v’ Pacientes con infeccién/reactivacion de CMV (CMV).

D)- Rechazo crénico o CAV o también conocido como EVI. Su diagndstico se

establecido mediante IVUS. Este método estima CAV mediante la medicion del maximo
grosor intimal (MIT, del inglés, maximal intimal thickness) y del indice intimal (medido
a partir de las areas luminal e intimal). Debido fundamentalmente a su elevado coste,
solo se realizd IVUS a 21 pacientes. Dado que todos los pacientes con evolucion post-
trasplante mayor a un afo presentaron rechazo crénico, los pacientes se agruparon en
funcién de la severidad siguiendo la clasificacion de Standford (Valantine y cols., 1992)

(tabla 3 del apartado de introduccion de esta memoria) en:

v" Receptores con CAV no severo (CAV-NS): Aquellos receptores que mediante
IVUS presentaron un grosor intimal de la arteria coronaria < 0.5mm.
v" Receptores con CAV severo (CAV-S): Aquellos que mostraron un grosor

intimal 2 0.5mm.

En la tabla 5, se describe el nUmero de pacientes que pertenecen a cada uno de

los 4 grupos descritos:
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Tabla 5. Pacientes agrupados segun la patologia de base, rechazo agudo, infecciones y
severidad de EVI.

Variable de estudio

Patologia de base:

o Cl
0 CNI
Rechazo agudo:

0 RA

0 NRA
- Infecciones:

0 Nolnf

0 InfNo-CMV

o0 CwmV
- CAV:

0 CAV-NS

0 CAV-S

21
29

19
31

12
20
18

12

w

. PROTOCOLO DE MONITORIZACION INMUNOLOGICA

Diversos parametros inmunoldégicos fueron monitorizados en sangre periférica

tanto en el periodo pre-trasplante como a diversos tiempos durante el primer afio

post-trasplante.

El protocolo de recogida de muestras se resume en la figura 13, las muestras de

sangre periférica se recogieron en tubos con EDTA y las de suero en tubo seco, antes

del trasplante (Pre-trasplante, o dia 0), durante las semanas 12, 22, 32 y 42 asi como en

los meses 29, 39, 49, 62, 92 y 122 post-trasplante, habitualmente coincidiendo con la

toma de biopsias endomiocardicas.

Las muestras anticoaguladas en EDTA se utilizaron para el estudio de

poblaciones celulares por citometria de flujo y los sueros se congelaron a -802C, para

estudiar posteriormente los niveles de HLA-G soluble.
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Pre Post-trasplante
semanas meses
T

1234 2 3 4 69 12

Coincidiendo con la toma de biopsias endomiocardicas

Figura 13. Protocolo de recogida de muestras.

4. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica de estudio celular multiparamétrica,
basada en el analisis de una suspensién de células, marcadas previamente con
anticuerpos monoclonales (AcMos) conjugados con diversos flurocromos. Las células
una vez marcadas, se hacen pasar alineadas de una en una por delante de un haz de
luz focalizado procedente de uno o mas rayos laser. La interaccion del haz de luz sobre
la célula produce seiiales fluorescentes que son recogidas por los detectores y que
permiten diferenciar distintos parametros de la célula. Estos parametros estan
relacionados con caracteristicas intrinsecas de la célula, como el tamano (FSC, del
inglés, Forward Scatter) y la granularidad/complejidad celular (SSC, del inglés, Side
Scatter), o pueden estar relacionados con las caracteristicas antigénicas de cada célula

(Inmunofenotipo).

4.1. Anticuerpos monoclonales

Para el estudio de citometria de flujo se utilizaron combinaciones apropiadas
de los siguientes AcMos marcados con distintos fluorocromos: anti-CD45, anti-CD14,
anti-CD19, anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD28, anti-CTLA-4, anti-CD86, anti- CD25,
anti-CD94, anti-CD80, anti-CD95, anti-CD158a/h, anti-CD158b/j y anti-CD56. En la tabla
6 se describen con mayor detalle las caracteristicas y procedencia de estos reactivos.

Ademas se utilizaron los correspondientes controles de isotipos 1gG1 e IgG2a
(BD) combinados con los distintos fluorocromos para establecer la fluorescencia de
fondo. Los 4 fluorocromos utilizados fueron isotiocianato de fluoresceina (FITC),

ficoeritrina (PE), proteina clorofila peridrina (PerCP) y aloficocianina (APC). FITC, PE y
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PerCP son excitables a una longitud de onda de 488 nm (laser azul) pero al emitir luz a
distintas longitudes de onda permite su discriminacion a 519 nm para FITC (FL-1),
578nm para PE (FL-2) y 678 nm para PerCP (FL-3). El fluorocromo APC se excita a una
longitud de onda de 633 nm (laser rojo) y emite a 678 nm (FL-4).

4.2. Poblaciones celulares y moléculas monitorizadas

La tabla 7 recoge las diferentes combinaciones de anticuerpos monoclonales en
triple 6 cuadruple marcaje empleados en el estudio. En ella se indica, ademas, las
subpoblaciones celulares de sangre periférica estudiadas y las moléculas que fueron
monitorizadas para evaluar su intensidad de expresion, determinada como intensidad

media de fluorescencia (IMF).

4.3. Protocolo de tincidon por inmunofluorescencia directa

Se utilizaron tubos de polipropileno de 12x75mm donde se dispensaron 100ul de
sangre total anticoagulada con EDTA y 10ul de los AcMos fluorescentes

correspondientes, siguiendo el protocolo que se detalla a continuacion:

— Mezclar bien la sangre con los anticuerpos (segun las combinaciones descritas

en la tabla 7).
— Incubar en oscuridad durante 10 minutos a temperatura ambiente.

— Afadir 3ml de solucidn de lisis/fijacién (BD Fas™ Lysing Solution, BD) y agitar

bien.
— Incubar de nuevo en oscuridad durante 5 minutos a temperatura ambiente.
— Centrifugar 5 minutos a 400xg (1.500 rpm) a 49C.

— Eliminar el sobrenadante por decantacién, agitar y aifiadir 3 ml de solucidn de

lavado (PBS, buffer fosfato salino, pH: 7.4, BD FacsFlow™ Sheat Fluid, BD).
— Centrifugar 5 minutos a 400xg (1.500 rpm) a 42C.

— Eliminar el sobrenadante por decantacién, agitar y resuspender cada tubo en

500ul de solucion de lavado.

— Adquirir inmediatamente.
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Tabla 6. Anticuerpos monoclonales fluorescentes utilizados.

r(I;/clglr(\écfgil(j\a Células portadoras Clon Fluorocromo  Proveedor
CD14 Monocitos IQP143A APC BD
CD19 Linf-B SJ25C1/Leu-12  APC BD
CD25 Linf-T y NKs 2A3 PE BD
CD28 Linf-T 28.2 FITC Inmunotech
CcD3 Linf-T SK7 PerCP BD
Cbh4 Subtipo de linf-T SK3 APC BD
CD8 Subtipo de linf-T SK1 PerCP BD
CD45 Panleucocitario 2D1 PerCP BD
CD56 Células NK, linf-T NCAM 16.2 FITC BD
CD80 Linf-B BB1 FITC BD
CD86 Linf-B, monocitos IT2.2 PE BD
CD94 Células NK, linf-TCD8 HP-3B1 PE BC
CD95 Linf-T, linf-B, Monocitos DX2 FITC BD
CD158a/h Células NK, Linf-T EB6 FITC BC
CD158b/j Células NK, Linf-T GL183 PE BC
CTLA-4 Linf-T BNI3.1 PE BD
1gG1/1gG2a No reconc')c'en antigenos X40/X39 PE/FITC BD
de superficie
IgG1 No reconc')c'en antigenos x40 PerCP BD
de superficie
IgG1 No reconocen antigenos x40 APC BD

de superficie

CD: Cluster de diferenciacion; Linf-B: linfocitos B; Linf-T: linfocitos T; NK: células Natural Killer;
BD: Benton Dickinson; BC: Beckman Coulter.

73



Material y métodos

Tabla 7. Combinaciones de AcMos para el estudio de poblaciones celulares.

Combinaciones de anticuerpos *Poblaciones celulares y moléculas
Tubo FITC PE PerCP APC analizadas
- Porcentaje (%): de Linfocitos totales,

1 ) D13 D45 D14 Monocitos, Neutréfilos, Linfocitos CD19*

- Porcentaje (%): de linfocitos CD4’,
CD4'CD28*, CD4'CD28"

2 CD28 CTLA-4 CDh8 CD4 - Intensidad media de fluorescencia (IMF): de
la molécula CD28 en linfocitos CD4" y CD8"

- Porcentaje (%): CD19°80°, CD19°CD86"

- Intensidad media de fluorescencia (IMF):
CD80 y CD86 en Monocitos, y en Linfocitos
CD19".

- Porcentaje (%): de linfocitos CD3’,
CD3*CD95*, CD3"CD80"

4 CD95 CD80 CD3 CD19 - Intensidad media de fluorescencia (IMF): de
CD95 en Monocitos y en linfocitos CD3" y de
CD80 en linfocitos CD3*

- Porcentaje (%): de linfocitos CD3*CDS’,
CD3*CD8'CD28*, CD3'CD8'CD28", CD3*CD86"

- Intensidad media de fluorescencia (IMF): de
CD86 en linfocitos CD3*

- Porcentaje (%): de linfocitos CD3'CD158a/h’,

3 CD80 CD86 CD19 CD14

5 CD28 CD86 CD3 CD8

CD37158b/j", CD3'CD8'CD158a/h*,CD3"
6 C(D158a CD158b (D3 cbs CD8+158a/h’, CD3'CD8"158b/j", CD3’
CD8'CD158b/j".
7 CD56 CD94 CcD3 CD8  -Porcentaje (%): de linfocitos CD3 CD56"
8 IgG1/ 1gG2a lgG1 IgG1  Control de Isotipo

* Solamente se indican las poblaciones y subpoblaciones celulares que se han incluido en este
trabajo.

4.4. Estandarizacion del citdmetro de flujo

Se utilizé un citometro de flujo FACSCalibur (BD) equipado con un laser de
argén de 488 nm y un laser diodo rojo de 633 nm, capaz de analizar 6 pardmetros
simultaneamente para cada una de las células adquiridas. Los componentes
fotoeléctricos del citdmetro se ajustaron utilizando el software Cell Quest Pro ™ (BD) v
los calibradores adecuados (CALIBRITES, microesferas marcadas con FITC, PE, PerCP,
APC y sin marcar, BD). La IMF de las microesferas marcadas con los distintos
fluorocromos se calculd diariamente y con cada muestra de estudio se adquirié una
suspensién de calibradores en PBS, con el fin de controlar la estabilidad fotoeléctrica

del instrumento.
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4.5. Sistematica de adquisicidon y analisis

Una vez concluido el proceso de marcaje, las muestras fueron diluidas en PBS
hasta conseguir una velocidad de adquisicién de 200-800 células por segundo. Los
parametros FSC y SSC, que determinan el tamafio y la granularidad/complejidad
celular, respectivamente, se representan en escala lineal y las distintas fluorescencias
FL1 (FITC), FL2 (PE), FL3 (PerCp) y FL4 (APC) en escala logaritmica. Para la adquisicion
de las muestras se utilizé el software Cell Quest Pro ™y para su andlisis el software
PAINT-A-GATE Pro™, ambos de Becton Dickinson. En primer lugar, se adquirié un tubo
hasta un total de 25.000 células mononucleares de sangre periférica (figura 14A, R1),
que fueron utilizadas para crear una ventana o “gate” de adquisicidn sobre células con
morfologia linfomonocitario a partir de los parametros FSC/SSC (ver figura 14B, R2).
Una vez seleccionada la ventana para estas células, el resto de los tubos se adquirieron

hasta conseguir 15.000 células linfomonocitarias dentro del “gate” de adquisicion.

4.6. Calculo de los porcentajes de las subpoblaciones celulares y de la IMF.

4.6.1. Identificacion de las poblaciones celulares de sangre periférica

La identificacién de las poblaciones de linfocitos, monocitos y granulocitos de
las muestras de sangre periférica, se realizé en funcidén de la expresién del marcador
CD45 (antigeno leucocitario comun) y la distribucién en tamano/complejidad celular

(FSC/SSC) (figura 14).

4.6.2. Calculo del porcentaje de las subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica

Para calcular los porcentajes de las diferentes subpoblaciones linfocitarias, se
realizé una primera ventana de analisis, a partir del “gate” de adquisicion sobre células
con aspecto linfomonocitario, que englobaba a las células que por su distribucion para
los parametros FSC/SSC tenian aspecto de linfocitos (figura 15A, R1). El porcentaje de
células que expresaban las moléculas de interés se obtuvo tras fijar los limites de
fluorescencia con los controles de isotipo correspondientes, a partir de los cuales se
consideraba positiva la expresién de cada uno de los AcMos empleados. A modo de
ejemplo, se representa el tubo 6 (Figura 15) para explicar el método seguido para el
célculo de los porcentajes de las subpoblaciones linfocitarias CD3'CD8CD158b/j" y

75



Material y métodos

CD3"CD8'CD158a/h’. Entre los linfocitos (R1), en un dot plot de CD3 vs CD8, se realizé
otra ventana (R2) de células positivas para CD3 y CD8 (CD3'CD8") (Figura 15B). Entre
las células CD3'CD8’, se diferenciaron otras dos subpoblaciones: células positivas para

la molécula CD158b/j (R3) y células positivas para la molécula CD158a/h (R4).
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Figura 14. Poblaciones celulares en sangre periférica. Representacién en graficos de puntos
(dot plot) de la distribucion de linfocitos (L), monocitos (M) y granulocitos (G) de una muestra
de sangre periférica, en funcién de: A, la expresidon del marcador CD45 (Percp) y el parametro
SSC (granularidad), R1 regidn leucocitaria y B, los pardmetros FSC (tamafio) y SSC
(granularidad), R2 regidn linfomonocitaria.

4.6.3. Estimacion de la IMF

Para calcular la IMF de una molécula determinada sobre una subpoblacién
celular particular se utilizd el pardmetro IMF proporcionado por el programa de
andlisis PAINT-A-GATE Pro™. La IMF ofrece una estimacién proporcional al nimero de
moléculas (densidad de una molécula) sobre la superficie celular de una subpoblacién
particular.

Para calcular la IMF de una molécula dentro de una subpoblacién de linfocitos
determinada, se realizé una primera ventana de andlisis (R1) que englobaba las células
qgue por su distribucion para los parametros FSC/SSC tenian aspecto linfocitario. Se
realizd una segunda ventana (R2) que incluia la subpoblacion que expresaba la
molécula de interés en cada caso. En las células que cumplian la condicion de estar

incluidas en R1 y R2 simultdaneamente, se valoré la IMF del marcador a estimar. Este
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proceso se esquematiza en la figura 16, aplicada al cdlculo de la IMF de la molécula

CD28 sobre linfocitos CD4" (figura 16B-C) y CD8" (figura 16D-E).
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Figura 15. Representacion de las ventanas utilizadas para el andlisis del porcentaje de las
subpoblaciones linfocitarias por citometria de flujo. A, distribucién de las células por los
parametros FSC (tamafio) y SSC (granularidad), R1 region linfocitaria. B, poblaciones de células
positivas para la molécula CD8 dentro de la poblaciéon de los linfocitos T (R2); C y D,
subpoblaciones linfocitarias T CD8* CD158b/j" (R3) y T CD8" CD158a/h* (R4), respectivamente.
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Figura 16. Representacion de las ventanas de andlisis utilizadas para la estimacion de la
Intensidad Media de Fluorescencia (IMF). A, distribucion de las células por los parametros FSC
(tamafio) y SSC (granularidad), R1 regidn linfocitaria. B, Células positivas para CD8 y CD28 (R2,
CD8'CD28%). C, Histograma que representa el nivel de expresion de la molécula CD28 (IMF-
CD28) en linfocitos CD8". D, subpoblacién de linfocitos positiva para las moléculas CD4 y CD28
(R3, CD4'CD28%). E, Histograma que representa el nivel de expresién de la molécula CD28 en
linfocitos CD4".
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4.7. Calculo del numero absoluto de las subpoblaciones celulares

Para cada una de las subpoblaciones celulares estudiadas se estimé el numero
absoluto de células x 10°/ml en sangre periférica. Para ello, se cuantificé el nimero de
leucocitos totales (células x 10'3/ml) mediante un contador automatico Coulter ASeT
diff™ (Coulter Corporation, Miami, Florida). Con los datos porcentuales de cada
poblacion estimada por citometria de flujo y teniendo en cuenta el total de leucocitos,
se calculé el ndmero de células x 10°/ml para cada subtipo celular usando las

siguientes formulas:

a) N2 absoluto de la N2 abs. Leucocitos x % de poblacién de interés
poblacion de interés 100
b) N2 absoluto de la N@ abs. Linfocitos x % subpoblacion linfocitaria

subpoblacioén linfocitaria 100

La férmula a) se utilizé para calcular el nimero absoluto de las poblaciones de
monocitos, granulocitos y linfocitos totales, y la b) para los nimeros absolutos de las

subpoblaciones linfocitarias.

5. CUANTIFICACION DE HLA-G EN SUERO

Los niveles de HLA-G soluble en sueros durante el primer afio pos-trasplante
cardiaco se cuantificaron mediante ELISA (del inglés, enzime linked inmunoabsorbent
assay). Concretamente se cuantificaron las isoformas solubles sHLA-G1* y sHLA-G5
mediante el Kit de sHLA-G de Exbio (Cat. RD194070100R, Exbio, Praha a.s.). Todos los
componentes necesarios para la realizacion del ELISA vienen suministrados en este Kit.

Para ello, se sigui6 el protocolo recomendado por el fabricante, que se describe a

continuacion.

Curva de calibracidon

Se reconstituyd la proteina estandar de sHLA-G en 0.45 ml de agua destilada,

obteniéndose una concentracion de 625 Unid/ml (solucién stock); para la preparacion
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de la curva de calibracidn se realizaron las siguientes diluciones seriadas de la solucién

stock:

Volumen del calibrador Tampodn de dilucion Concentracidén
Stock - 625.00 Unid/ml
100 pl de stock 400 pl 125.00 Unid/ml
250 pl de 125.00 Unid/ml 250 ul 62.50 Unid/ml
250 pl de 62.50 Unid/ml 250 ul 31.25 Unid/ml
250 pl de 31.25 Unid/ml 250 ul 15.63 Unid/ml
250 pl de 15.63 Unid/ml 250 ul 7.81 Unid/ml
250 pl de 7.81 Unid/ml 250 ul 3.91 Unid/ml

Técnica de ELISA

Se prepard la solucion de lavado diluyendo 10 veces la solucion de lavado
concentrada (10x) proporcionada por el kit de Exbio (100 ml de la solucién de lavado
del kit + 900ml de agua destilada).

La técnica de ELISA se realizo siguiendo los pasos descritos a continuacion:

- Pipetear 100 pl de calibradores, muestras de suero (sin diluir) y tampdén de
dilucién (blanco), por duplicado en los pocillos correspondientes.

- Incubar la placa a 2-82C durante 16-20 horas, sin agitacion.

- Lavar los pocillos 5 veces con solucion de lavado (0.35 ml por pocillo); después
del lavado final invertir y golpear fuertemente la placa sobre un papel.

- ARadir 100 pl de solucién de conjugado a cada pocillo.

- Incubar la placa a temperatura ambiente (252C) durante 60 minutos, en un
agitador orbital de microplacas a 300rpm.

- Lavar los pocillos 5 veces con solucién de lavado (0.35 ml por pocillo); después
del lavado final invertir y golpear fuertemente la placa sobre un papel.

- ARadir 100 pl de solucién sustrato en cada pocillo, no colocar la placa en
exposicidn directa a la luz solar (cubrir la placa con papel de aluminio).

- Incubar la placa durante 25 minutos a temperatura ambiente.

- Afadir 100 pl de la solucién de parada.
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- Determinar la absorbancia a 450nm. La absorbancia se debe medir en menos

de 5 minutos después de anadir la solucién de parada.

Calculo de la concentracion de HLA-G

Se construyé una curva patron utilizando los valores conocidos de
concentracion de las diluciones seriadas de los estandares y las absorbancia obtenidas.
A esta curva se refirieron los valores de absorbancia de las muestras problema para

estimar la concentraciéon de sHLA-G.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron recogidos en una base de datos disefiada en Microsoft Access” y
procesados con el paquete estadistico SPSS 15.0 para Windows". Para cada grupo de
estudio se obtuvo una distribucion de frecuencias resumiendo y expresando los
valores de las distintas variables como media + error estandar de la media (SEM).

Para estudiar la relacion de las variables categédricas (Ej. Entre sexo y aparicion de
rechazo agudo), se realizé un analisis de tablas de contingencia mediante el test de
Chi-cuadrado de Pearson y el subsiguiente analisis de residuos. Cuando las frecuencias
esperadas fueron bajas, se utilizo el test exacto de Fischer.

Para comparar el valor medio de las variables cuantitativas entre los diferentes
grupos de estudio (Ej. Porcentaje de células CD8'CD28 en los grupos de RA y NRA) en
cada uno de los periodos de monitorizacién pre y postrasplante, y el valor medio de
estas variables en ambos grupos respecto al grupo control, se utilizaron los test
paramétricos t de Student para muestras independientes 6 el test no paramétrico de
Mann-Whitney, si los grados de libertad eran menores de 35, lo que indica que no se
cumplen las condiciones necesarias para la aplicacidon de un test paramétrico. También
se utilizd el analisis de ANOVA de dos factores cuando se compararon los valores
medios de dichas variables en los diferentes grupos de estudio a lo largo del tiempo (%
cambio de sHLA-G).

En cualquier caso, las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas para valores de P < 0.05, y se representa en el manuscrito de la siguiente

manera:
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1. Para el pretrasplante, la significacion obtenida al comparar los distintos grupos de
pacientes (Ej. CI/CNI, Nolnf/Inflo-CMV/CMV, RA/NRA, EVI-S/EVI-NS) asi como la
comparacion con el grupo control, se recoge en las figuras correspondientes de cada

seccidn de resultados indicando el valor de la p en cada caso.

2. La significacidon obtenida al comparar los distintos grupos de pacientes (Ej. CI/CNI,
NolInf/Inflo-CMV/CMV, RA/NRA, EVI-S/EVI-NS) en el periodo postrasplante se recoge
en las figuras correspondientes. En el caso de las infecciones, ademads, se afiade un
superindice numérico al valor de la p, para indicar entre que grupos (Nolnf/Inflo-

CMV/CMV) se calculan las diferencias significativas.

3.- Para mayor claridad, la significacién obtenida al comparar las muestras del periodo
postrasplante con las del grupo control y/6 con las correspondientes muestras
pretrasplante, se describe en el texto y en los pies de figura, pero no se representan en
las figuras.

Por otro lado, para minimizar el impacto de la variabilidad pretrasplante en
algunos de los pardmetros estudiados (IMF de CD28 en CD4 6 CDS8, células
CD3"CD8'CD28 y concentracion sérica de HLA-G) y comparar la evolucién de estos en
el conjunto de receptores, fue necesario normalizar los datos. Estos se expresaron en
porcentaje medio de cambio postrasplante. Para ello, en cada paciente, el valor
pretrasplante se consideré como el 0% de variacion, los valores mayores que el
pretrasplante como incrementos porcentuales positivos y los menores que el
pretrasplante, incrementos porcentuales negativos. En estos casos, los datos fueron
comparados mediante el test paramétrico de la t de Student para muestras apareadas
o el test de Wilcoxon no paramétrico.

Por ultimo, para evaluar la precision diagndstica de determinadas variables
cuantitativas (ejemplo: porcentaje de cambio post-trasplante de la IMF de CD28 en la
prediccién de RA), se emplearon curvas ROC (del inglés, receiver operating curve) con
el fin de establecer en estas el punto de corte dptimo con la mayor sensibilidad y

especificidad.
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RESULTADOS

1. DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS EN RECEPTORES CARDIACOS

1.1. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién trasplantada y su relacion

con el desarrollo de RAy CAV

En la tabla 8, se ofrece un resumen de las caracteristicas demograficas y clinicas de
los pacientes incluidos en esta serie segun los grupos NRA/RA y CAV-S/CAV-NS. En nuestra
serie de estudio, el sexo del receptor de un trasplante cardiaco no parecia influir de forma
significativa en la posterior aparicién de RA o CAV-S, aunque existia una tendencia hacia
gue los hombres rechazaran menos (37%) que las mujeres (43%). Por el contrario, la tasa
de CAV-S en las mujeres es menor (33%) que en hombres (44%). Por otro lado, tampoco
se encontraron diferencias en la edad media de los receptores en los 4 grupos de estudio.

En cuanto a la patologia que indicé el trasplante, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de estudio, no obstante existe una tendencia de los
receptores con cardiopatia isquémica a sufrir menos episodios de RA y menor incidencia

de CAV-S.

Tabla 8. Caracteristicas demograficas de los receptores de corazén y su relacion con el RAy
CAV.

RA NRA CAV-S CAV-NS
n (%) n (%) n (%) n (%)

Pacientes 19 (38%) 31 (62%) 9 (43%) 12 (57%)
Sexo
Hombre 16 (37 %) 27 (63%) 8 (44%) 10 (56%)
Mujer 3 (43%) 4 (57%) 1(33%) 2 (67%)
Edad media (afos) 52+3,2 52+2,3 54+2,0 54+3,2
Patologia de base
Cardiopatia isquémica 5 (24%) 16 (76%) 4 (40%) 6 (60%)
Cardiopatia no isquémica 14 (48%) 15 (52%) 5 (46%) 6 (54%)

RA = grupo de rechazo agudo; NRA = grupo de no rechazo agudo; CAV-S: grupo de vasculopatia dell
alo-injerto cardiaco severo; CAV-NS= grupo de vasculopatia del alo-injerto cardiaco no severo.
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1.2. Infecciones

En la figura 18, se detalla la frecuencia y el momento de aparicion de las
distintas infecciones a lo largo de la evolucidn post-trasplante en nuestro grupo de

estudio.
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Figura 18. Frecuencia y distribucion temporal del tipo de infeccion en el periodo post-
trasplante. En azul se representa las infecciones bacterianas/flungicas, en gris, las infecciones
causadas por CMV y en blanco las infecciones causadas por otros virus diferentes a CMV, entre
ellos: VHZ (Herpes Zoster), VEB (virus de Epstein-Barr), VHS (Herpes simple) y VHB (virus de la
hepatitis B). *Cada paciente puede sufrir mas de un tipo de infeccion.

Durante los primeros 30 dias post-trasplante, los pacientes que sufrieron
infecciones fueron mayoritariamente de tipo bacteriano/fungico, derivadas
fundamentalmente del proceso quirurgico. Entre el primer y sexto mes post-trasplante
las infecciones mas frecuentes fueron las infecciones por CMV. Al final del periodo de
evolucion, predominaron las infecciones virales, tanto por CMV como por VHZ, VEB,
VHS.

En lo referente a las infecciones post-trasplante, nuestros datos parecen
demostrar una relacion inversa entre la presencia de infecciones y la aparicién de rechazo
agudo. Entre los pacientes que sufrieron reactivacion de CMV el 39% presentaron RA
frente al 61% que aceptaron el injerto (diferencias estadisticamente no significativas). Los
receptores con InfNo-CMV presentaron una tasa de rechazo agudo significativamente mas

baja (20%) que los pacientes libres de infeccion no-CMV (80%, p=0,041). Por el contrario,
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entre los pacientes que no sufrieron infecciones durante su evolucion post-trasplante, el
67% presentaron RA frente al 33% que aceptaron el injerto (p<0,038).

Del mismo modo, de los pacientes con reactivacién de CMV el 14% presentaron
CAV-S frente al 86% que no lo presentaron, diferencias no significativas debido al reducido
tamafio de la muestra. La ausencia de infecciones o las infecciones no-CMV no parecian

afectar la incidencia de CAV-S.

Tabla 9. Relacion entre infecciones, RA 'y CAV.

RA NRA CAV-S CAV-NS
n (%) n (%) n (%) N (%)
Infecciones post-trasplante
CMV 7 (39%) 11 (61%) 1(14%) 6 (86%)
Infeccion no-CMV 4 (20%)* 16 (80%) 5(62 %) 3(37%)
No Infeccién 8 (67%)** 4 (33%) 3 (50%) 3 (50%)

RA = grupo de rechazo agudo; NRA = grupo de no rechazo agudo; CAV-S: grupo de vasculopatia del
alo-injerto cardiaco severo; CAV-NS= grupo de vasculopatia del alo-injerto cardiaco no severo; n
(%) = nimero y porcentaje de pacientes; CMV= citomegalovirus humano.

P, comparaciones entre grupos mediante el test exacto de Fisher, con estudio de residuos
tipificados corregidos para ver la direccidn de la asociacién entre el RAy las infecciones.

* P=0.021, RA vs NRA; ** P=0.038, RA vs NRA

1.3. Rechazo agudo y niveles de CsA en sangre periférica

Como se observa en la figura 19, la frecuencia de episodios de RA en la
evolucion post-trasplante de receptores cardiacos, fue mas elevada entre el tercer y
noveno mes post-trasplante. Como se vera mas adelante, es en este periodo donde se
podran observar las mayores diferencias de las poblaciones celulares monitorizadas
entre los diferentes grupos de estudio (RA/NRA; CI/CNI; CAV-S/CAV-NS; Nolnf/InfNo-
CMV/CMV).

En la misma figura, se representan los niveles de CsA en sangre periférica a lo
largo de la evolucidn post-trasplante, observandose una relacion inversa entre dichos
niveles y la aparicion de episodios de rechazo agudo. Los niveles de CsA en sangre
periférica aumentaron durante el primer mes post-trasplante hasta llegar a niveles de
300-350ng/ml, que después disminuyeron gradualmente hasta 150-250 ng/ml en
todos los receptores. Es precisamente cuando se produce esta disminucidon, cuando la
frecuencia de rechazo agudo fue mas elevada (tanto rechazo clinico, como histolégico

1R o superior), especialmente entre el 32 y 92 mes post-trasplante. Como se puede

85



Resultados

observar en la figura, los niveles de CsA no mostraron diferencias significativas entre

los pacientes con y sin RA.
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Figura 19. Distribucion temporal y severidad de los episodios de rechazo agudo (RA) (barras).
En gris se representa el RA-clinico, en negro el grado histoldgico 1R y en blanco el grado >2R.
Niveles de CsA en sangre periférica (lineas), en pacientes del grupo de rechazo agudo (RA,
negro) y de no rechazo agudo (NRA, blanco).

2. POBLACIONES CELULARES EN SANGRE PERIFERICA EN EL PRE-TRASPLANTE
CARDIACO

Las poblaciones leucocitarias y linfocitarias de interés, leucocitos totales,
monocitos totales, granulocitos, linfocitos totales, linfocitos B, linfocitos T totales y sus
subpoblaciones y células NK, se estudiaron en muestras de sangre periférica de
pacientes sometidos a trasplante cardiaco recogidas en el momento previo al
trasplante (dia 0 6 pretrasplante), y se compararon con las de un grupo control de
individuos sanos. Con esta comparacion se intentd valorar si los pacientes que acudian
a recibir un trasplante cardiaco presentaban de forma basal diferencias respecto a los
individuos sanos que pudieran influir en su comportamiento tras el trasplante.

Ademas, los datos pretrasplante se compararon entre los diferentes grupos de
pacientes, en funcion de la patologia de base, la apariciéon de rechazo agudo o crénico
(CAV) y la aparicion de infecciones tras el trasplante.

Los resultados observados para cada poblacién celular en el pretrasplante, se

representan en graficos de barras con informacion del porcentaje medio (%) de células

86



Resultados

que componen la poblacidon objeto de estudio, bien referido al total de leucocitos (en
el caso de linfocitos totales, monocitos y granulocitos) o al total de linfocitos (en el
caso de las distintas subpoblaciones linfocitarias). Ademas, se representa la media de
los valores absolutos (células x 10°3/ml) de cada uno de los tipos celulares para cada
grupo de estudio. Las diferencias significativas entre los diferentes grupos de

pacientes, o de estos con los individuos sanos se representan en cada grafico.

2.1. Poblaciones leucocitarias generales

2.1.1. Leucocitos

Las cifras absolutas de leucocitos en los pacientes en espera de trasplante
cardiaco fueron significativamente mayores que las de los individuos del grupo control
(8.527+444 vs 6.153+210, P=0,0001).

Como se puede observar en la Figura 20, los valores absolutos de leucocitos
detectados en las muestras pretrasplante de pacientes de todos y cada uno de los
grupos de pacientes: CNI y Cl (figura 20A); NRA y RA (figura 20B); Nolnf, InfNo-CMV y
CMV (figura 20C); CAV-NS y CAV-S (figura 20D), diferian significativamente de los
valores que presentaba el grupo control (la significacion se indica en el grafico
correspondiente). Las cifras mas elevadas de leucocitos en pacientes que controles,
tuvo como consecuencia que estas diferencias se observen igualmente en las cifras
absolutas de muchas de las subpoblaciones celulares que se describiran a continuacién

Hay que destacar, ademas, que no se detectaron diferencias significativas entre

ninguno de los grupos de trasplante estudiados.
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Figura 20. Cifras absolutas de leucocitos en sangre periférica de controles sanos y de receptores
de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. A, representa la media de leucocitos (células x 10°
3/ml) en el grupo de individuos sanos (control), y de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6
no isquémica (CNI). B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico.

2.1.2. Monocitos

El porcentaje de monocitos en sangre periférica fue practicamente similar en el
global de pacientes en espera de trasplante que en los individuos del grupo control
(6,4%%0,35 vs 6,5%+0,22, p>0,05). En la figura 21, se compara el valor medio del
porcentaje de monocitos entre cada uno de los grupos de pacientes, asi como con el
grupo control. Como se puede observar no se detectaron diferencias significativas en
ningun caso.

Sin embargo, la media de los valores absolutos de monocitos detectada en la
poblacién total de pacientes fue mayor y estadisticamente significativa que la
observada en el grupo control (541,28+42,25 células x 10'3/ml vs 399,24+18,90 células
x 10°/ml; p=0,003). Ademds, como se puede observar en la figura 21, los valores
medios observados en cada uno de los grupos considerados por separado, también

fueron superiores a los del grupo control, con diferencias que llegaron a ser
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estadisticamente significativas en los grupos CNI y Cl; RA y CAV-S (el grado de
significacion en cada caso se detalla en el gréfico correspondiente). Resefiar que no se
detectaron diferencias significativas en las cifras absolutas de monocitos entre los

diferentes grupos de pacientes trasplantados.

2.1.3. Granulocitos neutrofilos

Los granulocitos neutréfilos presentaron cifras porcentuales (67,8+2,22% vs
57,7+2,22%, p=0,001) y absolutas (5.814+377 vs 3.601 %186 células x 10'3/ml;
p=0,0001) significativamente mas elevadas en los pacientes en lista de espera de
trasplante cardiaco que en los individuos del grupo control, tanto si estos se analizaban
globalmente, como si se hacia individualmente para cada uno de los grupos de estudio
(los valores y el grado de significacion se detalla en la figura 22 para cada caso).
Resefiar que no se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos de

pacientes.

2.1.4. Linfocitos totales

El porcentaje de linfocitos del grupo de pacientes considerados tanto de forma
global (27,12+1,78% vs 30,35+1,35%; p>0,05) como en los diferentes grupos por
separado fue muy similar al del grupo control (Figura 23). No se observaron diferencias
significativas entre los valores medios de linfocitos totales de cada grupo de pacientes.

Por el contrario, cuando se analizaron los valores absolutos de linfocitos
totales, se observaron valores significativamente superiores en el global de pacientes
que en el grupo control (2.177+125 vs 1.790+68 células x 10°3/ml; p=0,009). El nimero
absoluto de linfocitos en pacientes con CNI, Cl, NRA y CAV-S fue significativamente
superior que el observado en los individuos control (en la figura 23, se describe el
grado de significacion para cada caso). No se observaron diferencias significativas

entre los distintos grupos de pacientes.
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Figura 21. Porcentaje y valor absoluto de Monocitos en controles sanos y en receptores de
trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se representan los
valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x 10%) de: A,
controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin rechazo agudo
(NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV
(InfNo-CMV) y con infeccidn de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo
(CAV-S). Las diferencias significativas entre los diferentes grupos se indican en cada grafico.
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Figura 22. Porcentaje y valor absoluto de granulocitos neutrdfilos en controles sanos y en
receptores de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se
representan los valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x
10°) de: A, controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones
diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccidon de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS)
6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas entre los diferentes grupos se indican
en cada gréfico.
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Figura 23. Porcentaje y valor absoluto de linfocitos totales en controles sanos y en receptores
de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se representan los
valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x 10%) de: A,
controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin rechazo agudo
(NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV
(InfNo-CMV) y con infeccidn de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo
(CAV-S). Las diferencias significativas entre los diferentes grupos se indican en cada grafico.
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Resultados

2.2. Linfocitos B (CD19")

El porcentaje de linfocitos B en el grupo total de pacientes fue ligeramente
superior que en el grupo de individuos control (10,5+1,1% vs 9,43+0,5%) aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Tampoco se observaron
diferencias al comparar el valor medio del porcentaje de linfocitos B entre cada uno de
los grupos de pacientes, ni al comparar cada uno de los grupos de pacientes con el
grupo control (figura 24).

El nUmero absoluto de linfocitos B fue significativamente superior en el grupo
total de pacientes que en el grupo control (227427 vs 166+10 células x 10°/ml;
p=0,041). Aunque, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de

pacientes ni entre estos y el grupo de individuos control (figura 24).

2.3. Linfocitos T (CD3")

El porcentaje medio de linfocitos T totales en el grupo total de pacientes fue
similar al del grupo de individuos control (71,2+1,5% vs 71,4%%0,96%; p>0,05). Como
se puede observar en la figura 25, no se observaron diferencias al comparar el valor
porcentual medio de linfocitos T entre cada uno de los grupos de pacientes, ni entre
estos y el grupo control.

Sin embargo, el nimero absoluto de linfocitos T fue significativamente superior
en los pacientes en lista de espera de trasplante cardiaco que en los controles sanos
(1.535196 vs 1.283+54 células x 10'3/ml; p=0,026). Las cifras absolutas fueron
superiores en todos los grupos de pacientes respecto al grupo control, aunque solo
fueron estadisticamente significativas en el grupo de pacientes con CAV-S respecto al
grupo de controles sanos (p=0,019). No se encontraron diferencias significativas entre

los diferentes grupos de pacientes.
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Figura 24. Porcentaje y valor absoluto de linfocitos B CD19+ en controles sanos y en receptores
de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se representan los
valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x 10%) de: A,
controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin rechazo agudo
(NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV
(InfNo-CMV) y con infeccidn de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo

(CAV-S).
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Figura 25. Porcentaje y valor absoluto de linfocitos T en controles sanos y en receptores de
trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se representan los
valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x 107°) de: A,
controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin rechazo agudo
(NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV
(InfNo-CMV) y con infeccidn de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo
(CAV-S). Las diferencias significativas entre los diferentes grupos se indican en cada grafico.
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Resultados

2.3.1. Linfocitos T CD4"

Los linfocitos T CD4" presentaron cifras porcentuales similares en los receptores
de injerto cardiaco y en los individuos del grupo control, tanto considerando a los
pacientes de forma global (45,5+1,2 % vs 43,8+1,2%, p>0,05) como de forma
individual para cada uno de los grupos (figura 26). Tampoco se detectaron diferencias
significativas de esta poblacidn entre cada uno de los grupos de pacientes.

Por el contrario, el nimero absoluto de linfocitos T CD4" fue significativamente
superior en el total de pacientes que en el grupo control (966165 vs 786+38 células x
10°/ml; p=0,016). Como se puede observar en la figura 26, no se encontraron
diferencias significativas entre cada uno de los grupos de pacientes ni entre estos con

el grupo de individuos control.

2.3.1.1. Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD4°CD28"

Por su parte, los linfocitos T CD4"CD28", que representaron un 42% del total de
linfocitos, mostraron valores porcentuales y absolutos muy similares a los obtenidos
para los linfocitos T CD4" (figura 26), ya que la molécula coestimuladora CD28 se
expresé en el 92% del total de linfocitos T CD4" tanto en pacientes como en individuos

control (figura 27).

2.3.1.2. Niveles de expresidon de CD28 en la membrana de linfocitos T CD4" (IMF)

La IMF de la molécula CD28 sobre linfocitos T CD4" fue significativamente
superior en el grupo total de pacientes que en el grupo control (53,8 + 3,4 vs 41,5 +
11,9; p=0,001). La expresion de CD28 sobre linfocitos T CD4" en pacientes de NRA,
InfNo-CMV y CAV-NS fue significativamente superior a la observada en los individuos
del grupo control (en la figura 28, se describe el grado de significacién para cada caso).
Ademas, en dicha figura se puede observar que la expresion de CD28 sobre linfocitos T
CD4" fue significativamente mas elevada en los pacientes del grupo NRA que en los
pacientes del grupo RA (p=0,046). De forma similar, los pacientes del grupo CAV-NS
presentaron niveles superiores de CD28 que los del grupo CAV-S, aunque estas

diferencias no llegaron a la significacion estadistica.
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Linfocitos T CD4+
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Figura 26. Porcentaje y valor absoluto de linfocitos T CD4" en controles sanos y en receptores
de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se representan los
valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x 107°) de: A,
controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin rechazo agudo
(NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV
(InfNo-CMV) y con infeccidn de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo
(CAV-S).
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Linfocitos T CD4+CD28*
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Figura 27. Porcentaje y valor absoluto de linfocitos T CD4°CD28" en controles sanos y en
receptores de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se
representan los valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x
10°) de: A, controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones
diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccidon de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS)
6 con CAV severo (CAV-S).
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Figura 28. Expresién de CD28 sobre Linfocitos T CD4" en sangre periférica en controles sanos y
en receptores de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. Se representa la media de la IMF de
CD28 en Linfocitos T CD4" de: A, controles y pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico.

2.3.1.3. Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD4'CD28"

La subpoblacién de linfocitos T CD4'CD28 presentd cifras porcentuales y
absolutas significativamente mas elevadas en el grupo total de pacientes que en el
grupo de individuos control (3,3+0,6% vs 1,7+0,4%, p=0,036; 72+15 vs 31+7,6 células x
1073, p=0,016).

Al analizar el porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T CD4"CD28" por grupos
de pacientes, se observaron valores significativamente superiores en los grupos de
pacientes de Cl, RAy NRA que en el grupo control (en la figura 29, se describe el grado
de significaciéon para cada caso) y de CAV-S en cifras absolutas. No se observaron

diferencias significativas entre los distintos grupos de pacientes.
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Figura 29. Porcentaje y valor absoluto de linfocitos T CD4'CD28 en controles sanos y en
receptores de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se
representan los valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x
10°) de: A, controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones
diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS)
6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas entre los diferentes grupos se indican

en cada gréfico.
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2.3.2. Linfocitos T CD8"

El porcentaje y los valores absolutos de linfocitos T CD3°CD8" fueron similares
en los pacientes en lista de espera de trasplante cardiaco que en los individuos del
grupo control, tanto si los pacientes se consideraron de forma global (22,2+1,8% vs
21,3+1,2%; y 474160 vs 386+29 células x 10'3; respectivamente) como en sus
diferentes grupos de estudio (figura 30). Sin embargo, hay que destacar que el
porcentaje y el valor absoluto de células T CD8" en los pacientes del grupo con CAV-S
mostraron valores mas elevados que en los individuos del grupo control, aunque
dichas diferencias fueron estadisticamente significativas solo para las cifras absolutas

(p=0,003).

2.3.2.1. Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD8'CD28"

La poblacién de linfocitos T CD8'CD28", que representd el 12,3% del total de
linfocitos (55,4% de los linfocitos T CD8'), mostré porcentajes y cifras absolutas
igualmente similares en los pacientes en lista de espera de trasplante cardiaco que en
los individuos del grupo control, tanto si los pacientes se consideraron de forma global
(12,3%+0,9% vs 13,4 +0,8%; 257+32 vs 239+17 células x 103 respectivamente) como en

sus diferentes grupos de estudio (figura 31).

2.3.2.2. Expresion de CD28 en linfocitos T CD8"

La expresiéon de CD28 sobre linfocitos T CD8" fue significativamente superior en
el grupo total de pacientes que en el grupo control (38,7 + 2,4 vs 27,1 + 6,5; p=0,0001).
Al comparar cada uno de los grupos de pacientes con el grupo control, se observaron
valores significativamente superiores en los pacientes de los grupos de NRA, InfNo-
CMV, CMV y de CAV-NS (detalle de la significacion enconrada se indican en el grafico
32). De manera similar a lo observado en la expresién de CD28 sobre linfocitos T CD4",
la expresiéon de CD28 sobre linfocitos T CD8" fue mas alta en los pacientes del grupo
NRA y CAV-NS que en los pacientes de los grupos RA y CAV-S, respectivamente,

aungue dichas diferencias no llegaron a la significacion estadistica en ningln caso.
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Figura 30. Porcentaje y valor absoluto de Linfocitos T CD8" en controles sanos y en receptores
de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se representan los
valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x 107°) de: A,
controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin rechazo agudo
(NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV
(InfNo-CMV) y con infeccidn de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo
(CAV-S). Las diferencias significativas entre los diferentes grupos se indican en cada grafico.
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Linfocitos T CD8+CD28+
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Figura 31. Porcentaje y valor absoluto de Linfocitos T CD8'CD28" en controles sanos y en
receptores de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se
representan los valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x
10°) de: A, controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones
diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccidon de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS)
6 con CAV severo (CAV-S).
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Figura 32. Expresién de CD28 sobre Linfocitos T CD8" en sangre periférica de pacientes en el
dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante. Se representa la
media de la IMF de CD28 en Linfocitos T CD8" de: A, controles y pacientes con cardiopatia
isquémica (Cl) 6 no isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C,
en pacientes sin infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con
infeccion de CMV (CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las
diferencias significativas entre los distintos grupos se indican en cada gréfico.

2.3.2.3. Linfocitos T CD8'CD28"

Los valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD8'CD28 fueron
ligeramente superiores en el grupo total de pacientes que en el grupo de individuos
control (10,7+1,9% vs 8,1+1,1%; 238452 vs 149+24 células x 10'3), aungue estas
diferencias no fueron significativas.

En la figura 33, se compara el porcentaje medio y las cifras absolutas de
linfocitos T CD8'CD28 entre cada uno de los grupos de pacientes, asi como entre estos
y el grupo control. Al igual que en linfocitos T CD8" (figura 30), los pacientes con CAV-S
presentaron valores porcentuales y absolutos superiores que el grupo control, en este
caso dichas diferencias fueron estadisticamente significativas tanto en valores
porcentuales como en cifras absolutas (el grado de significacion se detalla en la figura

33D). Ademads, tanto los porcentajes como las cifras absolutas de linfocitos T
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CD8'CD28 fueron considerablemente mas altos en los pacientes con CAV-S que en
pacientes con CAV-NS, aunque dichas diferencias solo alcanzaron la significacidon
estadistica en cifras absolutas (p=0,046).

Es importante destacar que las diferencias descritas en los valores porcentuales
y absolutos de linfocitos T CD3" totales en el periodo pre-trasplante, mas elevados en
el grupo de pacientes con CAV-severo que en el resto de grupos de pacientes y
controles, fue fundamentalmente a costa de linfocitos T CD8'CD28’, ya que los
linfocitos T CD4" y T CD8'CD28" presentaban valores muy similares en todos las
situaciones.

Por otro lado, y aunque las cifras de linfocitos T CD8'CD28 no mostraron
diferencias significativas entre los pacientes de los grupos de RA y NRA, los pacientes
del grupo RA partian de valores pre-trasplante mas elevados que los del grupo NRA,
situacion que como veremos, se invierte de forma significativa durante el periodo
post-trasplante, en el que dichas células predominaron en los pacientes sin rechazo
agudo. De forma similar, los pacientes del grupo CAV-S también partian de valores pre-
trasplante mas elevados que los del grupo CAV-NS, situacidon que también se invierte
en el post-trasplante, aunque en este caso sin diferencias estadisticamente

significativas.
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Figura 33. Porcentaje y valor absoluto de Linfocitos T CD8 CD28 en controles sanos y en
receptores de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se
representan los valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x
10°) de: A, controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones
diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS)
6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas entre los diferentes grupos se indican
en cada gréfico.
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2.4. Células NK

Al contrario de lo que ocurre para leucocitos totales y para el resto de las
subpoblaciones celulares analizadas, el porcentaje y valor absoluto de las células NK,
identificadas como células CD3'CD56", fue significativamente inferior en el grupo total
de pacientes que en el grupo de individuos control (7,3+0,8% vs 12,0+0,8%, p=0,001;
151419 vs 216+17 células x 10, p=0,021).

En la figura 34 se puede observar que los valores porcentuales para cada uno
de los grupos de pacientes considerados por separado, también fueron inferiores a los
del grupo de individuos sanos, con diferencias que llegaron a ser estadisticamente
significativas en todos lo grupos de pacientes, a excepcidn de los pacientes con CAV-S
gue no presentaron diferencias respecto a los controles (las significaciones asi como su
grado, se especifican en el gréfico correspondiente).

Las cifras absolutas de las células NK, fueron también inferiores en todos los
grupos de pacientes que en el grupo control, aunque solo fueron estadisticamente
significativas en los grupos de pacientes RA y CAV-NS respecto al grupo control (figura
34By 34D, columna derecha).

Al igual a lo observado en la subpoblacién T CD8'CD28, el grupo de pacientes
con CAV-S presentd valores medios superiores a los del grupo CAV-NS, tanto en
porcentajes como en cifras absolutas, aunque dichas diferencias no llegaron a ser

estadisticamente significativas (figura 34 D).
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Figura 34. Porcentaje y valor absoluto de células NK (CD3'CD56°) en controles sanos y en
receptores de trasplante cardiaco en el pre-trasplante. En la columna de la izquierda se
representan los valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos (en células x
10°) de: A, controles y pacientes con cardiopatia no isquémica (CNI) e isquémica (Cl); B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones
diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccidon de CMV (CMV); D, con CAV no severo (CAV-NS)
6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas entre los diferentes grupos se indican
en cada gréfico.
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3. POBLACIONES CELULARES EN SANGRE PERIFERICA EN EL POST-TRASPLANTE

3.1. Poblaciones leucocitarias generales

3.1.1. Leucocitos

Después del trasplante los pacientes mostraron leucocitosis, con cifras
absolutas de leucocitos en sangre periférica significativamente aumentadas en los
primeros 15 dias postrasplante (p=0,0001) en todos los grupos de estudio (Cl y CNI; RA
y NRA; Nolnf, InfNo-CMV y CMV; CAV-S y CAV-NS). Las cifras de leucocitos recuperaron
sus niveles basales a partir de la tercera semana post-trasplante, para mantenerse
durante todo el periodo de monitorizacion posterior (de 21 a 365 dias). Las cifras
absolutas de leucocitos durante los primeros 15 dias post-trasplante, también fueron
significativamente mas elevadas en todos los grupos de pacientes que en el grupo
control (p=0,0001). No se detectaron diferencias significativas entre los diferentes
grupos de pacientes trasplantados durante su evolucién (figura 35). Unicamente
destacar que los pacientes que durante el periodo post-trasplante sufrieron
infecciones de CMV, mostraron cifras de leucocitos ligeramente superiores a las de los
pacientes sin infecciones o con infecciones diferentes a CMV a dia 15 post-trasplante,

en cualquier caso estas diferencias no fueron significativas.
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Figura 35. Cifras absolutas de leucocitos en sangre periférica de pacientes en el dia previo al
trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. A, representa la media de
leucocitos (células x 10°/ml) en el grupo de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV); y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos
representan la media de los valores absolutos detectados en el grupo control.

3.1.2. Monocitos

3.1.2.1. Valores porcentuales y absolutos de monocitos

En el periodo post-trasplante temprano, el grupo total de pacientes mostrd una
disminucion significativa en las cifras porcentuales de monocitos durante los dias 7
(p=0,0001), 15 (p=0,022) y 21 (p=0,022) post-trasplante, recuperando e incluso
sobrepasando sus niveles basales durante el resto del periodo de evolucién.

En cifras absolutas, esta caida en las cifras de monocitos fue solo significativa a
los 21 dias post-trasplante (p=0,006).

Las cifras porcentuales y absolutas de los monocitos fueron similares en todos

los grupos de receptores durante el periodo post-trasplante (figura 36).
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Figura 36. Porcentaje y cifras absolutas de monocitos en sangre periférica de pacientes en el
dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante. En la columna de
la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos
(células x 103/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no isquémica; B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin infecciones (Nolnf), con
infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV (CMV); y D, con CAV no
severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos representan la media de los
valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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3.1.2.2. Expresién de CD80, CD86 y CD95 sobre Monocitos

En monocitos, la expresiéon de CD80 durante la monitorizaciéon post-trasplante
no mostrd diferencias con los valores basales. Tampoco se observaron diferencias

entre cada uno de los grupos de pacientes del estudio (figura 37).
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Figura 37. Expresion de CD80 sobre monocitos en sangre periférica de pacientes en el dia previo
al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. A, representa la media de la
IMF de CD80 en monocitos de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no isquémica (CNI);
B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin infecciones (Nolnf),
con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccién de CMV (CMV); y D, con CAV no
severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos representan la media de los
valores detectados en el grupo control.

La expresién de la molécula CD86 sobre monocitos disminuyd de forma
significativa los dias 7 (p=0,0001), 15 (p=0,012) y 30 (p=0,001) post-trasplante en todos
los grupos de estudio, con tendencia a recuperar sus niveles basales a lo largo del resto
de la evolucion post-trasplante (figura 38). Durante la evolucién post-trasplante, los
niveles de expresion de CD86 en monocitos fueron significativamente mas elevados
(p=0,012) en los pacientes del grupo NRA que en los del grupo RA entre los dias 15y 90

post-trasplante. Los pacientes con infeccion de CMV también mostraron niveles
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significativamente mds elevados de CD86 que los pacientes sin infecciones (Nolnf)
(p=0,022) y que los que tenian infecciones distintas a CMV (InfNo-CMV) (p=0,035),
entre los dias 90 y 270 post-trasplante, llegando ademas a superar sus niveles pre-
trasplante. De forma similar, los pacientes con CAV-NS mostraron valores
significativamente superiores a los pacientes con CAV-S entre los dias 60 y 365 post-
trasplante (p=0,032).

Como se observa en la figura 39, la expresidon de la molécula CD95 sobre
monocitos no mostré diferencias con sus niveles basales, ni tampoco entre los valores

de los pacientes de los diferentes grupos a lo largo de toda su evolucidon post-

trasplante.
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Figura 38. Expresion de CD86 en monocitos de sangre periférica de pacientes en el dia previo al
trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. A, representa la media de la
IMF de CD86 en monocitos de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no isquémica; B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones
diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV (CMV); y D, con CAV no severo (CAV-
NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas entre los distintos grupos se indican
en cada grafico; (1), grupo CMV vs Nolnf; (2), grupo CMV vs InfNo-CMV. Las lineas de puntos
representan la media de los valores detectados en el grupo control.
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Figura 39. Expresién de CD95 en monocitos de sangre periférica de pacientes en el dia previo al
trasplante y durante el periodo de seqguimiento post-trasplante. A, representa la media de la
IMF de CD95 en monocitos de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no isquémica. B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con infecciones
diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV (CMV); y D, con CAV no severo (CAV-
NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos representan la media de los valores
detectados en el grupo control.

3.1.3. Granulocitos neutrofilos

En el caso de los granulocitos neutrdfilos las cifras porcentuales aparecian
aumentadas durante los primeros 21 dias post-trasplante en todos los grupos de
receptores, alcanzando valores significativos los dias 7 y 15 post-trasplante (p=0,0001);
posteriormente retornaron a sus niveles pretrasplante. Durante toda la monitorizacién
post-trasplante, el porcentaje medio de neutrdéfilos en todos los grupos de pacientes
se mantuvo por encima del grupo control.

Las cifras absolutas de los granulocitos neutréfilos también se incrementaron

en todos los grupos de receptores durante los 7 (p=0,0001) y 15 (p=0,001) dias post-
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trasplante, posteriormente retornaron a niveles pre-trasplante y se igualaron a las
cifras absolutas de los controles.

Ademas en la figura 40, se puede observar que la evolucidn post-trasplante de
los valores porcentuales y absolutos de granulocitos, fue semejante en todos los

grupos de receptores.

3.1.4. Linfocitos totales

En el periodo post-trasplante el porcentaje de linfocitos totales decayd
significativamente en todos los grupos de receptores en la muestra de los dias 7, 15 y
21 post-trasplante (p=0,0001, p=0,0001 y p=0,004, respectivamente); a partir del dia
30 se produjo un aumento gradual de linfocitos en todos los grupos de pacientes
alcanzando los niveles basales a partir de los 90 dias post-trasplante hasta el final de
del periodo de monitorizacién.

En cifras absolutas, todos los grupos de estudio mostraron valores disminuidos
respecto a sus valores basales durante el primer mes post-trasplante (p<0,05). Las
cifras absolutas de linfocitos totales tendieron a recuperarse a partir del segundo mes
post-trasplante, aunque en ningun caso recuperaron completamente sus niveles pre-
trasplante. No obstante, dado que los pacientes de todos los grupos de estudio
partieron de valores pretrasplante de linfocitos mayores que los de controles, si
consiguieron tener cifras absolutas de linfocitos totales similares a los de los controles
sanos, a excepcidon de los pacientes con RA y los que tenian infeccion por CMV que
mantuvieron cifras absolutas de linfocitos disminuidas a lo largo de todo el periodo de
monitorizacidn, para recuperar valores similares al grupo control al afio post-
trasplante.

Como se puede observar en la figura 41, el grupo RA presentd cifras medias
porcentuales (entre los 90 y 365 dias) y absolutas (entre los 120 y 270 dias) de
linfocitos totales significativamente inferiores a las del grupo NRA (el grado de

significacion se detalla en la figura correspondiente).
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Figura 40. Porcentaje y cifras absolutas de granulocitos neutrdfilos en sangre periférica de
pacientes en el dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante. En
la columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con
infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) 6 con infeccién de CMV (CMV); y D, con CAV no
severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos representan la media de los

valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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Figura 41. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos totales en sangre periférica de pacientes
en el dia previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. En la
columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, sin infecciones (Nolnf), con
infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) 6 con infeccién de CMV (CMV); y D, con CAV no
severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas entre los distintos
grupos se indican en cada grafico. Las lineas de puntos representan la media de los valores
porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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3.2. Linfocitos B (CD19")

3.2.1. Valores porcentuales y absolutos de Linfocitos B

Como ocurria con los leucocitos en el periodo post-trasplante temprano, todos
los receptores mostraron cifras porcentuales de linfocitos B significativamente
aumentadas durante los dias 7 (p=0,0001), 15 (p=0,001), 21 (p=0,004) y 30 (p=0,0001)
post-trasplante, recuperando e incluso alcanzando valores inferiores a sus niveles
basales durante el resto de la evolucién. En cifras absolutas, este aumento en las cifras
de linfocitos B se observd durante los primeros 15 dias post-trasplante sin llegar a ser
estadisticamente significativo.

Las cifras porcentuales y absolutas de los linfocitos B fueron muy similares en

todos los grupos de receptores (figura 42).
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Figura 42. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos B en sangre periférica de pacientes en el
dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante. En la columna de
la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos
(células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no isquémica (CNI); B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin infecciones (Nolnf), con
infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccién de CMV (CMV) y D, con CAV no
severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos representan la media de los
valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.

119




Resultados

3.2.2. Expresion de CD80 y CD86 sobre Linfocitos B

La expresion de CD80 en linfocitos B durante la monitorizacion post-trasplante,
no mostré diferencias con los valores basales. Tampoco se observaron diferencias
entre cada uno de los grupos de pacientes de estudio (figura 43).

En el periodo post-trasplante, la expresion de la molécula CD86 sobre linfocitos
B disminuyd durante el primer mes post-trasplante en todos los grupos de estudio, con
diferencias significativas a los 7 dias (p=0,0001) post-trasplante, recuperando sus
niveles basales durante el resto de la monitorizacién. Los pacientes con CMV
mostraron niveles significativamente superiores de CD86 que los pacientes sin

infecciones (NolInf) a los 270 dias post-trasplante (p=0,026) (figura 44).
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Figura 43. Expresion de CD80 sobre linfocitos B en sangre periférica de pacientes en el dia
previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. A, representa la
media de la IMF de CD80 en Linfocitos B de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos
representan la media de los valores detectados en el grupo control.
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Figura 44. Expresion de CD86 sobre linfocitos B en sangre periférica de pacientes en el dia
previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. A, representa la
media de la IMF de CD86 en Linfocitos B de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico. Las lineas de puntos representan la media
de los valores detectados en el grupo control.

3.2.3. Valores porcentuales y absolutos de linfocitos B CD80" y CD86"

Como ocurria con los linfocitos B totales, los linfocitos B con expresidn positiva
de CD80 (CD80') presentaron cifras porcentuales superiores a los valores pre-
trasplante durante los dias 7 y 15 (p=0,007) post-trasplante en todos los grupos de
receptores; posteriormente retornaron a sus niveles basales, que se mantuvieron
hasta el final del periodo de monitorizacion.

Las cifras absolutas de linfocitos B CD80" también se incrementaron durante los
primeros dias post-trasplante, aunque dichas diferencias no alcanzaron la significacién

estadistica.
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Ademas en la figura 45, se puede observar que la evolucién post-trasplante de
los valores porcentuales y absolutos de linfocitos B CD80" fue muy semejante en todos
los grupos de pacientes.

En el caso de los linfocitos B con expresién positiva de CD86 (CD86), las cifras
porcentuales mostraron un aumento significativo a los 30 dias post-trasplante
(p=0,0001), y retornaron a sus niveles basales durante el resto del periodo de
monitorizacion.

En el periodo post-trasplante, las cifras absolutas de los linfocitos B CD86" no
mostraron diferencias significativas respecto a los niveles pretrasplante.

Como se observa en la figura 46, las cifras porcentuales y absolutas de
linfocitos B CD86" fueron superiores en los pacientes con infecciones diferentes a CMV
durante los dias 60 y 90 post-trasplante, aunque estas diferencias no alcanzaron la
significacién estadistica. De igual manera, las cifras absolutas de linfocitos B CD86" en
pacientes con CAV-S mostraron valores mas altos que en pacientes con CAV-NS
durante los 30 y 60 dias post-trasplante, diferencias que no llegaron a ser

estadisticamente significativas.
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Figura 45. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos B CD80" en sangre periférica de pacientes
en el dia previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. En la
columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos
representan la media de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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Figura 46. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos B CD86" en sangre periférica de pacientes
en el dia previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. En la
columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos
representan la media de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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3.3. Linfocitos T (CD3")

3.3.1. Linfocitos T totales

Al contrario de lo que ocurria con los leucocitos, en el periodo post-trasplante los
pacientes mostraron cifras porcentuales de linfocitos totales en sangre periférica
disminuidas durante los dias 7 (p=0,0001) y 15 (p=0,003) post-trasplante. En cifras
absolutas también se observo una caida significativa de los linfocitos T totales durante
los dias 7 (p=0,0001), 15 (p=0,003) y 30 (p=0,007) post-trasplante. Destacar, que
durante los dias 120 y 270 post-trasplante los pacientes del grupo NRA presentaron
cifras absolutas de linfocitos totales significativamente superiores a las de los
pacientes del grupo RA (figura 47). El resto de grupos de estudio no mostraron

diferencias en las cifras de linfocitos T post-trasplante.

3.3.1.1. Expresion de CD95 en linfocitos T

Los linfocitos T CD95" presentaron cifras porcentuales significativamente
disminuidas durante los primeros 7 dias post-trasplante (p=0,0001) en todos los grupos
de receptores, para recuperar sus niveles pre-trasplante durante el resto de la
monitorizacion.

Las cifras absolutas de los linfocitos T CD95" también disminuyeron
significativamente en todos los grupos de receptores durante los dias 7 (p=0,0001), 15
(p=0,003), 21 (p=0,008), 30 (p=0,004) y 60 (p=0,003) post-trasplante. En cifras
absolutas, los pacientes del grupo NRA mostraron cifras significativamente superiores
de linfocitos T CD95" (p=0,013) que los pacientes del grupo RA entre los dias 120 y 365
post-trasplante, fundamentalmente debido a que los pacientes del grupo RA no
recuperaron sus niveles pre-trasplante en ningin momento del seguimiento y si lo

hacian los del grupo NRA (figura 48).
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Figura 47. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T en sangre periférica de pacientes en el
dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante. En la columna de
la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los valores absolutos
(células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no isquémica (CNI); B, sin
rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin infecciones (Nolnf), con
infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccién de CMV (CMV) y D, con CAV no
severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas entre los distintos
grupos se indican en cada grafico. Las lineas de puntos representan la media de los valores

porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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Figura 48. Porcentaje y cifras absolutas de Linfocitos T CD95en sangre periférica de pacientes
en el dia previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. En la
columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico. Las lineas de puntos representan la media
de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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Como se observa en la figura 49, la expresién de la molécula CD95 sobre

linfocitos T apenas mostré variaciones a lo largo de todo el periodo de monitorizacién

post-trasplante.
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Figura 49. Expresion de CD95 sobre linfocitos T en sangre periférica de pacientes en el dia
previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. A, representa la
media de la IMF de CD95 en Linfocitos T de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos
representan la media de los valores detectados en el grupo control.

3.3.1.2. Expresion de CD80 y CD86 en linfocitos T

Los linfocitos T CD80" mostraron cifras porcentuales significativamente
disminuidas durante los 7 primeros dias post-trasplante (p=0,021) en todos los grupos
de receptores, para recuperar sus niveles basales a lo largo del periodo de
monitorizacion.

Las cifras absolutas de linfocitos T CD80" se mantuvieron disminuidas hasta

los 120 dias post-trasplante, con diferencias significativas los dias 7 (p=0,001), 21
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(p=0,009), 30 (p=0,004), 60 (p=0,013), 90 (p=0,006) y 120 (p=0,008) post-trasplante en
todos los grupos de receptores, recuperando los niveles basales al final de periodo de
monitorizacion.

Como se observa en la figura 50, las cifras absolutas de linfocitos T CD80" en
los pacientes del grupo NRA mostraron niveles significativamente superiores que los
pacientes del grupo RA entre los dias 120 y 270 post-trasplante (p=0,006).

Por otro lado, los linfocitos T CD86" mostraron cifras porcentuales
disminuidas durante los primeros dias post-trasplante en todos los grupos de
receptores, alcanzandose diferencias significativas durante los dias 7 (p=0,009), 21
(p=0,004), 30 (p=0,002) y 60 (p=0,005) post-trasplante.

Las cifras absolutas de linfocitos T CD86" se mantuvieron disminuidas durante
los primeros 90 dias post-trasplante en todos los grupos de receptores, disminuciones
gue llegaron a ser significativas durante los dias 7 (p=0,0001), 15 (p=0,002), 21
(p=0,001), 30 (p=0,0001), 60 (p=0,0001) y 90 (p=0,003) post-trasplante. Las cifras
absolutas de linfocitos T CD86" en pacientes del grupo NRA mostraron niveles mas
altos que en los pacientes del grupo RA durante los dias 120 y 270 post-trasplante
(p=0,007).

Las cifras absolutas de linfocitos T CD86" también mostraron valores
superiores en los pacientes con InfNo-CMV y con infeccion CMV, que los pacientes del
grupo Nolnf, los dias 120 y 365 post-trasplante (p=0,026 y p=0,003, respectivamente)
(figura 51).
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Figura 50. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T CD80" en sangre periférica de pacientes
en el dia previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. En la
columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico. Las lineas de puntos representan la media
de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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Figura 51. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T CD86" en sangre periférica de pacientes
en el dia previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. En la
columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los diferentes grupos se indican en cada grafico; 'CMV vs Nolnf; ? InfNo-CMV vs Nolnf.
Las lineas de puntos representan la media de los valores porcentuales y absolutos detectados
en el grupo control.
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La intensidad de expresion de CD80 en linfocitos T disminuyd durante el
seguimiento post-trasplante, mostrando diferencias significativas con los valores
basales en los dias 7 (p=0,001), 15 (p=0,0085) y 30 (p=0,0001) post-trasplante en todos
los grupos de estudio. En el pre-trasplante, los pacientes del grupo NRA presentaron
niveles significativamente superiores de CD80 que los pacientes con RA (p=0,003),

pero estas diferencias no se mantuvieron en el periodo post-trasplante (figura 52).
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Figura 52. Expresion de CD80 sobre linfocitos T en sangre periférica de pacientes en el dia
previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. A, representa la
media de la IMF de CD80 en Linfocitos T de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico. Las lineas de puntos representan la media
de los valores detectados en el grupo control.

En el periodo post-trasplante, la expresidon de la molécula CD86 en linfocitos T

disminuyéd durante el primer mes post-trasplante observandose diferencias
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significativas respecto al valor basal en los dias 7 (p=0,006), 15 (p=0,001), 21 (p=0,002)
y 30 (p=0,0001) post-trasplante.

Los pacientes con infeccion de CMV mostraron niveles significativamente
superiores de CD86 que los pacientes sin infecciones (p=0,002) y que los pacientes con

infecciones diferentes a CMV (p=0,007) entre los dias 90 y 365 post-trasplante (figura

53).
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Figura 53. Expresion de CD86 sobre linfocitos T en sangre periférica de pacientes en el dia
previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. A, representa la
media de la IMF de CD86 en Linfocitos T de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV); y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias
significativas entre los distintos grupos se indican en cada grafico; (1) CMV vs Nolnf; (2) CMV vs
InfNo-CMV. Las lineas de puntos representan la media de los valores detectados en el grupo
control.

3.3.2. Linfocitos T CD4"*

+

En la linea de lo ocurrido con los linfocitos T totales, los linfocitos T CD4

mostraron cifras porcentuales significativamente disminuidas durante los 7 primeros
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dias post-trasplante (p=0,0001) en todos los grupos de pacientes, para recuperar sus
niveles basales a lo largo del periodo de monitorizacion.

Las cifras absolutas de linfocitos T CD4" se mantuvieron disminuidas durante
todo el seguimiento post-trasplante, y se encontraron diferencias significativas con los
valores basales en los dias 7 (p=0,0001), 15 (p=0,003) y 21 (p=0,007) post-trasplante en
todos los grupos de receptores. Destacar que las cifras absolutas de linfocitos T CD4"
en los pacientes del grupo de infeccion CMV fueron significativamente mas bajas que
en los pacientes del grupo Nolnf durante los 30 y 90 dias post-trasplante (p=0,018) y
qgue las del grupo InfNo-CMV entre los 60 y 270 dias post-trasplante, aunque esto

ultimo sin llegar a alcanzar la significacidn estadistica (p=0,064).

3.3.2.1. Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD4'CD28"

Los linfocitos T CD4'CD28" mostraron valores porcentuales y absolutos muy
similares a los obtenidos para los linfocitos T CD4" tanto en el pre-trasplante como en
el post-trasplante (figura 55), ya que la molécula coestimuladora CD28 se expreso en
mas del 90% del total de linfocitos T CD4". Los linfocitos T CD4'CD28" presentaron
cifras porcentuales significativamente disminuidas durante los 7 primeros dias post-
trasplante (p=0,004) en todos los grupos de receptores, para recuperar sus niveles
basales durante el resto de su evolucién. Las cifras absolutas de linfocitos T CD4*CD28"
también disminuyeron significativamente respecto a los valores pre-trasplante en los
dias 7 (0,0001), 15 (p=0,005) y 21 (0,010) post-trasplante. De igual forma que los
linfocitos T CD4", las cifras absolutas de los linfocitos T CD4'CD28" de los pacientes del
grupo CMV, fueron significativamente inferiores a las de los pacientes del grupo Nolnf

entre los dias 30 y 90 post-trasplante (p=0,018).

3.3.2.2. Expresidn de CD28 en linfocitos T CD4"

La intensidad de expresién de CD28 en linfocitos T CD4" disminuyé de forma
significativa durante los 7 primeros dias post-trasplante en todos los grupos de
receptores (p= 0,002). Los pacientes del grupo NRA no recuperaron sus niveles basales
en toda su evolucién post-trasplante, a diferencia de los del grupo RA que recuperaron

e incluso sobrepasaron significativamente sus niveles basales entre los 120 y 365 dias
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post-trasplante, con incrementos respecto a sus valores pre-trasplante que fueron
claramente significativos (p=0,001).

Los niveles de expresion de CD28 en linfocitos T CD4" de los pacientes del
grupo InfNo-CMV fueron significativamente inferiores a los de los pacientes del grupo
NolInf entre los dias 120 y 270 post-trasplante (p=0,045), e inferiores a los de los
pacientes del grupo CMV (sin alcanzar significacién estadistica).

Ademas, al igual que ocurria para el valor pretraspalnte, los pacientes del
grupo CAV-NS mostraron niveles superiores de CD28 que los pacientes del grupo CAV-
S entre los 120 y 365 dias post-trasplante, aunque estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas (figura 56).

3.3.2.3. Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD4'CD28"

Los linfocitos T CD4'CD28, mostraron cifras porcentuales y absolutas
significativamente disminuidas durante los dias 7 (p=0,001 vs p=0,001), 15 (p=0,002 vs
p=0,004), 21 (p=0,013 vs p=0,002) y 30 (p=0,028 vs p=0,002) post-trasplante en todos
los grupos de pacientes, para recuperar sus niveles basales en el resto del periodo de
monitorizacion.

Como se observa en la figura 57, los pacientes del grupo NRA mostraron
niveles superiores de cifras porcentuales (entre los 270 y 365 dias) y absolutas (entre
los 120 y 365 dias) de linfocitos T CD4'CD28 que los pacientes del grupo RA,

diferencias que no llegaron a alcanzar la significacion estadistica.
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Figura 54. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T CD4" en sangre periférica de pacientes
en el dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento postrasplante. En la columna
de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los valores
absolutos (células x 10%/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no isquémica
(CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin infecciones
(Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV (CMV); D, con
CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas entre los
distintos grupos se indican en cada grafico; (1) Nolnf vs CMV. Las lineas de puntos representan
la media de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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Figura 55. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T CD4°CD28" en sangre periférica de
pacientes en el dia previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. En
la columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico; (1), Nolnf vs CMV. Las lineas de puntos
representan la media de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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Figura 56. Expresion de CD28 sobre linfocitos T CD4" en sangre periférica de pacientes en el dia
previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. A, representa la
media de la IMF de CD28 en Linfocitos T CD4" de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV); y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias
significativas entre los distintos grupos se indican en cada grafico; (1), InfNo-CMV vs Nolnf. Las
lineas de puntos representan la media de los valores detectados en el grupo control.
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Figura 57. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T CD4°CD28 en sangre periférica de
pacientes en el dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante. En
la columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos
representan la media de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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3.3.3. Linfocitos T CD8"

El porcentaje de linfocitos T CD8" disminuyé de forma significativa en los dias 7
(p=0,043) y 15 (p=0,017) post-trasplante en todos los grupos de estudio, con tendencia
a recuperar sus niveles basales a lo largo del resto de la evolucion post-trasplante.

Las cifras absolutas de linfocitos T CD8" se mantuvieron disminuidas durante
los primeros dias post-trasplante en todos los grupos de receptores, con diferencias
significativas respecto al valor pre-trasplante en los dias 7 (p=0,010), 15 (p=0,012) y 21
(p=0,018) post-trasplante, recuperando los niveles basales durante el resto de su
evolucion.

Como se observa en la figura 58, los pacientes del grupo NRA mostraron cifras
absolutas de linfocitos T CD8" significativamente superiores que los pacientes del
grupo RA entre los dias 120 y 365 post-trasplante (p=0,032). Esta diferencia también se
observd en cifras porcentuales, aunque sin alcanzar la significacion estadistica. Por
otro lado, los pacientes del grupo InfNo-CMV mostraron niveles significativamente
superiores de linfocitos T CD8" que los pacientes del grupo Nolnf entre los dias 30 y
180 post-trasplante, esto se observé tanto en cifras porcentuales (p=0,049) como
absolutas (p=0,033). Ademas en cifras absolutas, los pacientes del grupo InfNo-CMV
mostraron valores significativamente superiores que los pacientes del grupo CMV

(p=0,011) en el mismo periodo post-trasplante.

3.3.3.1 Valores porcentuales y absolutos de linfocitos T CD8'CD28"

Durante la monitorizacion post-trasplante no se observaron diferencias con los
valores basales del porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T CD8*CD28".

Al igual que lo observado en linfocitos T CD8", los pacientes del grupo InfNo-CMV
mostraron valores significativamente superiores de células T CD8*CD28" que los del grupo

CMV (p=0,004), a partir del 21 dia post-trasplante (figura 59).
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Figura 58. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T CD8" en sangre periférica de pacientes
en el dia previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. En la
columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV); y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias
significativas entre los distintos grupos se indican en cada grafico; (1), NoInf vs InfNo-CMV vy
(2), CMV vs InfNo-CMV. Las lineas de puntos representan la media de los valores porcentuales

y absolutos detectados en el grupo control.
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Linfocitos T CD8+CD28+
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Figura 59. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T CD8'CD28" en sangre periférica de
pacientes en el dia previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. En
la columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico; (1), CMV vs InfNo-CMV. Las lineas de

puntos representan la media de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo
control.
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3.3.3.2. Intensidad de expresion de CD28 en linfocitos T CD8"

La intensidad de expresion de la molécula CD28 (medida como IMF) en
linfocitos T CD8" disminuyd de forma significativa los dias 7 (p=0,001) y 15 (p=0,005)
post-trasplante en todos los grupos de estudio. De forma similar a lo observado para
linfocitos T CD4", la expresion de CD28 en linfocitos T CD8" en pacientes del grupo NRA
se mantuvo por debajo de sus niveles basales en el periodo post-trasplante, mientras
que en los del grupo de RA la IMF de CD28 recuperd e incluso sobrepasd
significativamente sus niveles basales entre los 120 y 365 dias post-trasplante
(p=0,001, al comparar los valores pre- y post-trasplante).

Ademads, los niveles de expresion de CD28 en linfocitos T CD8" de los
pacientes del grupo InfNo-CMV, fueron significativamente inferiores a los de los
pacientes de los grupos Nolnf y CMV, entre los dias 120 y 270 post-trasplante (p=0,012
y p=0,046, respectivamente) (figura 60).

Por otro lado, los pacientes del grupo CAV-NS también mostraron niveles
superiores de CD28 que los pacientes de CAV-S entre los 120 y 365 dias post-

trasplante, diferencias que no fueron estadisticamente significativas.

3.3.3.3. Linfocitos T CD8'CD28"

En el periodo post-trasplante temprano, el grupo total de pacientes mostré una
disminucidn significativa en las cifras porcentuales de linfocitos T CD8'CD28 durante
los dias 7 (p=0,046) y 15 (p=0,007) post-trasplante.

Las cifras absolutas de los linfocitos T CD8'CD28 se mantuvieron disminuidas
durante los primeros 60 dias post-trasplante en todos los grupos de trasplantados,
diferencias que llegaron a ser significativas respecto a los valores basales, durante los
dias 7 (p=0,028), 15 (p=0,009) y 21 (p=0,017) post-trasplante.

Como se puede observar en la figura 61, el grupo NRA presento cifras medias
porcentuales y absolutas de linfocitos T CD8'CD28 significativamente superiores a las
del grupo RA, los dias 120 y 365 post-trasplante (p=0,037 y p=0,01, respectivamente).

Destacar que el grupo de pacientes sin infecciones (Nolnf) mostrd cifras medias
porcentuales (entre los 30 y 365 dias) y absolutas (entre los 90 y 365 dias) de linfocitos

T CD8'CD28 significativamente inferiores a las del grupo con infeccién de CMV
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(p=0,035), e inferiores a las cifras absolutas del grupo InfNo-CMV entre los 90 y 365
dias post-trasplante (p=0,038).

Al comparar los resultados presentados en las figuras 58 (cifras de linfocitos T
CD8"), 59 (cifras de linfocitos T CD8'CD28") y 61 (cifras de linfocitos T CD8'CD28), se
puede observar que las diferencias descritas en los valores porcentuales y absolutos de
linfocitos T CD8" totales al final del periodo post-trasplante, mas elevados en el grupo
de pacientes NRA que en el grupo RA, fue debido fundamentalmente al aumento de
linfocitos T CD8CD28’, ya que los linfocitos T CD8'CD28" presentaron valores muy

similares en ambos grupos de receptores.
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Figura 60. Expresion de CD28 sobre linfocitos T CD8" en sangre periférica de pacientes en el dia
previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. A, representa la
media de la IMF de CD28 en Linfocitos T CD8" de pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV); y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias
significativas entre los distintos grupos se indican en cada grafico; (1),Nolnf vs InfNo-CMV; (2),
infNo-CMV vs CMV. Las lineas de puntos representan la media de los valores detectados en el
grupo control.
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Figura 61. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos T CD8'CD28 en sangre periférica de
pacientes en el dia previo al trasplante y durante el periodo de seguimiento post-trasplante. En
la columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico. Las lineas de puntos representan la media
de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control. *, NoInf vs CMV; 2,
Nolnf vs infNo-CMV.
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3.3.4. Linfocitos T CD8" que expresan receptores KIR2D

3.3.4.1. Linfocitos T CD8'CD158a/h*

Durante la monitorizacién post-trasplante, el porcentaje de linfocitos T
CD8'CD158a/h™ no mostré diferencias significativas con los valores pretrasplante. Las
cifras porcentuales de linfocitos T CD8*CD158a/h” en pacientes del grupo NRA fueron
superiores a las del grupo RA a partir de los 15 dias post-trasplante, diferencias que
solo fueron estadisticamente significativas entre los 180 y 270 dias post-trasplante
(p=0,048). También en cifras porcentuales, los pacientes con InfNo-CMV mostraron
valores mas elevados de linfocitos T CD8'CD158a/h* (entre los 15 y 60 dias) que los
pacientes de los grupos CMV y Nolnf, diferencias que no llegaron a alcanzar la
significacidon estadistica.

En cifras absolutas, los linfocitos T CD8'CD158a/h” presentaron valores
significativamente superiores a los del pre-trasplante en pacientes de los grupos NRA
(entre los 90 y 365 dias) e InfNo-CMV (entre los 90 y 120 dias), p=0,010 y p=0,021,
respectivamente. En la evolucion post-trasplante, las cifras absolutas de dichas células
fueron superiores en pacientes del grupo NRA que en los pacientes del grupo RA
durante los dias 90 y 365 post-trasplante (p=0,01). Igualmente, los pacientes del grupo
InfNo-CMV mostraron valores superiores de linfocitos T CD8'CD158a/h* que los
pacientes de los grupos Nolnf y CMV entre los 90 y 180 dias post-trasplante (p=0,048 y
p=0,012, respectivamente) (figura 62).

3.3.4.2. Linfocitos T CD8" CD158b/j"

En el periodo post-trasplante el porcentaje de linfocitos T CD8'CD158b/j" decayé

significativamente en todos los grupos de receptores en la muestra de los 7 dias

(p=0,006), recuperando e incluso sobrepasando sus niveles basales durante el resto del

periodo de evolucién. A partir del dia 7, estas células mostraron una evolucién post-

trasplante similar a las células T CD8'CC158a/h®. En los pacientes del grupo NRA se

produjo un aumento significativo de linfocitos T CD8'CD158b/j" entre los dias 120 y 365

(p=0,05) respecto a los niveles pre-trasplante. De forma similar, en los pacientes del grupo

InfNo-CMV las cifras porcentuales de linfocitos T CD8'CD158b/j" también sobrepasaron

los niveles pre-trasplante entre los dias 15 y 270, estos aumentos no fueron significativos.
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En cifras absolutas, todos los grupos de estudio también mostraron valores
disminuidos respecto a sus valores basales a los 7 dias del trasplante (p=0,008). Las cifras
absolutas de linfocitos T CD8'CD158b/j" sobrepasaron sus niveles basales en receptores
de los grupos NRA (entre los 90 y 365 dias) e InfNo-CMV (entre los 90 y 180 dias) p=0,001
y p=0,0001, respectivamente.

Como se puede observar en la figura 63, el grupo NRA presentd cifras medias
porcentuales de linfocitos T CD8'CD158b/j" (entre los dias 60 y 365) y absolutas (entre los
dias 90 y 365) significativamente superiores a las del grupo RA (p=0,008 y p=0,001,
respectivamente). Ademads, los pacientes del grupo InfNo-CMV mostraron cifras
porcentuales significativamente superiores de linfocitos T CD8'CD158b/j" que los
pacientes del grupo Nolnf entre los dias 21 y 180 (p=0,05), y cifras absolutas superiores de
dichas células que los pacientes de los grupos Nolnf y CMV entre los dias 90 y 180
(p=0,001). El grupo de pacientes CAV-NS también mostré cifras absolutas superiores de
linfocitos T CD8'CD158b/j" que los pacientes del grupo CAV-S a partir de los 180 dias,

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 62. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos CD3'CD8"CD158a/h* en sangre periférica
de pacientes en el dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante.
En la columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) 6 no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico; (1), NoInf vs InfNo-CMV y (2), InfNo-CMV
vs CMV. Las lineas de puntos representan la media de los valores porcentuales y absolutos

detectados en el grupo control.
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Linfocitos CD3+*CD8+*CD158b/j*

Porcentaje Cifras absolutas
8 — 150
’\3 -ci = -@-Cl
< o] TFen -~ -O-CNI
2 B 100
< x
A g = 0
= 8 50
S 2 =S
a o)
O
G T T T T T T T T T T T O T T T T T T T T T T T
_.8 — 150
S @ RA IS @-RA
~ —~ -O-NRA
Py 64 “O-NRA o008 “9' Lol
i p=Y. » p=0,001
B 54 7 Z= P00t _
5 g o M
S 2 S
a © Y il l
O

T T T T T T T T T T T 0 T T T T

@0 o
A
a1
(=)

;\a -} Nolnf I= -O- Nolnf L
& |3 InfNo-CMV =005 - -O-InfNo-cMvV  14p=0,001
o 6]-mcwy P00 D o0 -
o -
i)
C % 44 T —_T J%\;I:\ T I; T 2
(&) -
Sl T £ so
o ©
o
0 T T T T T T T T T T T O
8 — 150
S | £-CAv-Ns =
< | Mcavs ~
= B 100]
e
D § 4 T T 2
3} £ 50
O 2+ =)
a @ i
O
I e - TR 0-
g CHN®8sIQE O
a >
Dias post-trasplante Dias post-trasplante

Figura 63. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos CD3"CD8CD158b/j* en sangre periférica
de pacientes en el dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante.
En la columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las diferencias significativas
entre los distintos grupos se indican en cada grafico; (1), InfNo-CMV vs Nolnf y (2), InfNo-CMV
vs CMV. Las lineas de puntos representan la media de los valores porcentuales y absolutos
detectados en el grupo control.
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3.4. Células NK (CD3'CD56")

En el pre-trasplante, las cifras porcentuales y absolutas de células CD3CD56"
fueron superiores al comparar los pacientes del grupo CAV-S con los del grupo CAV-NS,
aungue dichas diferencias no fueron significativas (figura 64).

En la evolucidn post-trasplante, las células CD3'CD56" presentaron cifras
porcentuales significativamente disminuidas durante los dias 7 (p=0,001) y 15
(p=0,003) en todos los grupos de receptores, para recuperar sus niveles pretrasplante
durante el resto del periodo de monitorizacién. En cifras absolutas, estas células se
mantuvieron disminuidas durante los primeros 90 dias post-trasplante en todos los
grupos de estudio, diferencias que llegaron a ser estadisticamente significativas

durante los dias 7 (p=0,001), 15 (p=0,032), 21 (p=0,05) y 30 (p=0,017) post-trasplante.

3.4.1. Células NK CD3  CD158a/h*

Las células NK CD3CD158a/h* no mostraron diferencias en sus valores
porcentuales o absolutos en ninguno de los grupos de pacientes analizados tanto en el

pre-trasplante como en el post-trasplante (figura 65).

3.4.2. Células NK CD3'CD158b/j"

En el pre-trasplante, el grupo CAV-S presenté cifras porcentuales (no
significativas) y absolutas (p=0.02) de células NK CD3'CD158b/j" superiores a las del
grupo CAV-NS (figura 66). Por el contrario, en su evolucién post-trasplante todos los
grupos de estudio mostraron valores porcentuales y absolutos de dichas células
similares.

Ademds, también se estudiaron las subpoblaciones de células NK CD3'CD8"

que expresaban CD158a/h* y 6 CD158b/j*, no detectdndose diferencias significativas

en ninguna de las situaciones clinicas analizadas (datos no mostrados).
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Células NK (CD3-CD56%)
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Figura 64. Porcentaje y cifras absolutas de células NK (CD3 CD56°) en sangre periférica de
pacientes en el dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante. En
la columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica; B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos
representan la media de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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Linfocitos CD3-CD158a/h+
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Figura 65. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos CD3'CD158a/h* en sangre periférica de
pacientes en el dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante. En
la columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos
representan la media de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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Linfocitos CD3-CD158b/j*
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Figura 66. Porcentaje y cifras absolutas de linfocitos CD3'CD158b/j* en sangre periférica de
pacientes en el dia previo al trasplante y durante el periodo de sequimiento post-trasplante. En
la columna de la izquierda se representan los valores porcentuales y en la de la derecha los
valores absolutos (células x 10°/ml) de: A, pacientes con cardiopatia isquémica (Cl) é no
isquémica (CNI); B, sin rechazo agudo (NRA) y con rechazo agudo (RA); C, en pacientes sin
infecciones (Nolnf), con infecciones diferentes a CMV (InfNo-CMV) y con infeccion de CMV
(CMV) y D, con CAV no severo (CAV-NS) 6 con CAV severo (CAV-S). Las lineas de puntos
representan la media de los valores porcentuales y absolutos detectados en el grupo control.
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4. CD28 Y RECEPTORES KIR2D COMO SENSORES DEL ESTADO INMUNE EN
TRASPLANTE CARDIACO Y HEPATICO

La utilidad de la monitorizacion de la expresion de la molécula CD28 en
linfocitos T de sangre periférica para predecir la evolucién de injertos hepaticos, ha
sido bien establecida por trabajos de nuestro grupo realizados en diferentes series
(Garcia-Alonso y cols., 1997; Minguela y cols., 1997; Minguela y cols., 2000; Minguela y
cols., 2000). Para confirmar si dicho parametro puede ser igualmente de utilidad en la
monitorizacion del trasplante cardiaco, se realizé un estudio comparativo de la
expresion de CD28 en nuestra serie de trasplante cardiaco y en la serie de trasplante

hepético utilizada en la tesis doctoral de la Dra. M. Rocio Lépez Alvarez en 2011.

4.1. Expresion diferencial de CD28 en linfocitos T de sangre periférica en receptores

que sufren o no rechazo agudo celular

La distribucion de episodios de RA en la evolucidn post-trasplante difiere
apreciablemente en las series de receptores de trasplante de corazon e higado.
Mientras que en trasplante hepatico los episodios de RA se concentraron en el primer
mes post-trasplante, en trasplante cardiaco fueron mas frecuentes entre el tercer y
noveno mes post-trasplante (figura 68). Es importante destacar que, durante estos
periodos, la expresion de CD28 en linfocitos T, medida como cambio post-trasplante
de la IMF de CD28, aumentd en receptores de corazon y de higado del grupo RA y
disminuyd en aquellos que no presentaron RA. Las diferencias significativas entre los
receptores de los grupos RA y NRA se observaron cuando la expresiéon de CD28 se
evalud tanto en linfocito T CD4" (p<0,001 y p<0,01, en trasplante cardiaco y hepatico,
respectivamente) como en linfocitos T CD8" (p<0,001 y p<0,05, en trasplante cardiaco

y hepatico, respectivamente) (figura 68).
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Figura 68. Distribucion de episodios de rechazo agudo celular durante el post-trasplante y
expresion de CD28 en linfocitos T CD4" y CD8" de sangre periférica, en receptores de trasplante
de corazon y de higado. Distribucion post-trasplante de los episodios de rechazo agudo celular
(RA) en (A) trasplante cardiaco y (B) trasplante hepatico. En trasplante cardiaco, se representa
el RA-clinico (barras grises), el grado histolégico 1R (barras negras) y el grado >2R (barras
blancas). La media = SEM (error estdndar de la media) de los porcentajes de cambio de la IMF
de CD28 en linfocitos T CD4"y T CD8" fueron calculados teniendo en cuenta los valores pre-
trasplante de la IMF de CD28 como el 0% de variacién en cada receptor de los grupos RA vy
NRA. Las lineas horizontales indican los periodos post-trasplante en los que se detectaron
diferencias significativas entre los grupos de pacientes RA y NRA; los valores de p se indican en
cada grafico.

4.2. La infeccion por CMV y no otras infecciones bloquedé el aumento de CD28

asociado a los episodios de rechazo agudo

Se analizod la influencia de la infeccion de CMV y de otras infecciones en el
aumento de la expresién de CD28 asociado al RA en linfocitos T CD4" (figura 69). Los
resultados obtenidos demostraron que los receptores de corazén y de higado que no

presentaron infecciones (p<0,01 y p<0,02, respectivamente en cada tipo de injerto, al
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comparar CD28-IMF en pacientes con RA y sin NRA) y aquellos que presentaron
infecciones diferentes a CMV, incluyendo las infecciones bacterianas, fungicas y virales
(p<0,003 y p<0,02, respectivamente, al comparar CD28-IMF en pacientes con RA y sin
NRA), mantuvieron los patrones divergentes de expresion de CD28 tipicos de pacientes
que sufrieron o no RA (figura 69A, 69B, 69D y 69E). Sin embargo, en aquellos pacientes
gue presentaron infeccién por CMV, no se pudo detectar el aumento de la expresion
de CD28 asociado a la presencia de RA (figura 69C y 69F).

Al igual que otras infecciones y en contraste con CMV, la infeccién por VHC no
modificd el patrén de expresiéon de CD28 en receptores de higado con o sin RA. Sin
embargo, debido al numero reducido de pacientes infectados por VHC que sufrieron
RA en nuestra serie (n=6), las diferencias en la expresion de CD28 entre los receptores
de los grupos RA y NRA no fueron significativas. No obstante, se pudo comprobar que
4 de los 6 receptores infectados por VHC mostraron un moderado aumento de CD28
asociado al RA; los dos pacientes restantes que no incrementaron la expresion de
CD28 asociado al RA, tenian infecciones concomitantes por VIH y CMV (figura 69G y
69H, respectivamente).

Para confirmar estos resultados, la expresién de CD28 en linfocitos T CD4" fue
analizada en periodos anteriores y posteriores al diagndstico de la
infeccién/reactivacion de CMV (figura 70). Interesantemente, la expresién de CD28
permanecia significativamente disminuida durante los dias del diagndstico de la
infeccién por CMV, tanto en trasplante cardiaco (p<0,01) como en hepdtico (p<0,02).
Cabe destacar que la infeccion por CMV fue mas frecuente en trasplante cardiaco (18

de 50, 36%) que en hepatico (11 de 116, 9.5%).
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Figura 69. Impacto de las infecciones en la expresion de CD28 en linfocitos T CD4" de sangre
periférica en trasplante de corazon y de higado. La media + SEM (error Standard de la media)
de los porcentajes de cambio post-trasplante de la IMF de CD28 (% cambio IMF-CD28), se
calcularon considerando el valor pre-trasplante de la IMF de CD28 en células T CD4* como 0%
de variacion en cada receptor del grupo de rechazo agudo celular (RA) (cuadrados negros) y no
rechazo agudo (NRA) (cuadrados blancos). Ay D, receptores sin ningun tipo de infeccién; By E,
los que sufren infecciones bacterianas, fungicas o virales distintas a CMV y C y F los que
presentaron infeccion por CMV. Las lineas horizontales indican los periodos post-trasplante
con diferencias significativas entre los grupos de RA y NRA; los valores de p se indican en los
graficos correspondientes a dichos periodos. G, porcentaje de cambio post-trasplante de la
IMF de CD28 en receptores de higado infectados por VHC del grupo de NRA (media + SEM,
rombos gris claro, n=21) y de 4 receptores que mostraron aumentos moderados de la IMF de
CD28 asociados a la presencia de episodios de RA. H, 2 receptores de trasplante hepatico con
infeccién de VHC que no presentaron aumentos de la IMF de CD28 asociados a sus episodios
de RA y que sufrieron infecciones concomitantes VIH 6 CMV.
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Figura 70. Expresion de CD28 en linfocitos T CD4" en los periodos antes y después de la
infeccion por CMV en los receptores de corazon y de higado. La media + SEM de la IMF de CD28
en linfocitos T CD4" se indica en los periodos previos al diagndstico de la infecciéon por CMV
(dias con valores negativos), los dias del diagnéstico (=0, flecha) y en los periodos de dias tras
el diagndstico de CMV (dias con valores positivos). En trasplante cardiaco (A), se detectaron
diferencias significativas en la expresiéon de CD28 cuando se compararon los valores de los dias
del diagndstico de la infecciéon por CMV con los valores de los dias anteriores (dias entre -45 y -
15) o posteriores (dias entre 15 y 365) a la infeccidn. En trasplante hepatico (B), las diferencias
significativas de la IMF de CD28 se detectaron cuando los valores de los dias del diagndstico de
la infeccidn por CMV se compararon con los valores de los dias posteriores a la infeccién (dias
entre 15 y 45). Las lineas horizontales indican los periodos con diferencias significativas
respecto a los valores del dia del diagndstico de CMV; los valores de p se indican en los
graficos.

4.3. El aumento de la expresion de CD28 post-trasplante se relaciona directamente

con la aparicion de episodios de rechazo agudo

Considerando la serie total de receptores, el aumento de CD28 en linfocitos T
CD4" se asocid significativamente con la aparicién de RA, tanto en trasplante cardiaco
(p=0,008) como en hepdtico (p=0,0001) (tabla 10). Ademads, la evaluacion post-
trasplante de la IMF de CD28 fue un pardmetro sensible (78.9% y 87.5%,
respectivamente) y especifico (61.3% y 60.9%, respectivamente) para predecir el RA
tanto en trasplante cardiaco como hepatico (tabla 10). En un analisis mas detallado,
encontramos que la asociacion entre el aumento de la expresion de CD28 y el RA se
perdid en los receptores infectados por CMV (p=1,0 y p=0,18 en trasplante cardiaco y
hepatico, respectivamente), pero se mantuvo e incluso mejord en pacientes que
sufrieron infecciones diferentes a CMV, en los que la IMF de CD28 se incrementd en el

100% en receptores cardiacos y hepaticos con RA, y en comparacién con el 37.5%
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(p=0,087) y 42,8% (p=0,009) en los receptores de corazén y de higado libres de RA,
respectivamente.

En un andlisis mds detallado teniendo en cuenta el grupo total de receptores,
se evalud la precision de la medida de la IMF de CD28 en linfocitos T CD4" de sangre
periférica para predecir el RA, mediante el calculo del drea bajo la curva ROC en
trasplante cardiaco (AUC=0.795) y hepatico (AUC=0.718) (figura 71A y 71B,
respectivamente). A partir de dicha curva, se determind el valor del porcentaje de
cambio de la IMF de CD28 que maximiza la sensibilidad y especificidad en la prediccion
del RA. El punto de corte dptimo del porcentaje de cambio de la IMF de CD28 en CD4"
se establecio en incrementos superiores al 5% en ambos tipos de trasplante.

A pesar de la buena capacidad predictiva de la expresion de CD28 en linfocitos
T CD4" de sangre periférica, el incremento de CD28 se pudo detectar también en cerca
del 40% de los receptores incluidos en el grupo NRA en ambos tipos de trasplante. No
es posible encontrar una explicacién facil, pero podria ser indicativo de alo-respuestas
subclinicas efectivas o a que el rechazo podria estar teniendo lugar en las regiones
distantes del punto de biopsia. En la figura 71C se muestra la IMF de CD28 en linfocitos
T CD4" de un receptor de trasplante cardiaco que mostré aumentos evidentes de CD28
sin signos claros de RA en las biopsias. El rechazo clinico se diagnostico en el dia 421y
se aplico tratamiento anti-rechazo, el paciente fallecié el dia 554 post-trasplante con

signos de rechazo cronico en el estudio necrépsico.
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Tabla 10. Relacidn entre RA, infecciones y la modulacién post-trasplante de CD28.

Trasplante de corazén Trasplante de higado
Seleccion de pacientes Incremento de CD28! Incremento de CD28*
Grupo total No Si p No Si p
RA (No) 19 12 (38.7%) 56 36 (39.1%)
RA (Si) 4 15 (78.9%) 0.008 3 21 (87.5%) 0.0001
Infeccién-CMV?
RA (No) 7 4 (36.4%) 3 6 (66.7%)
RA (Si) 4 3 (42.8%) 1.0 2 0 (0.0%) 0.18
Infeccién no-CMV?
RA (No) 10 6(37.5%) 12 9 (42.8%)
RA (Si) 0 4 (100%) 0.087 0 8 (100%)  0.009

RA = rechazo agudo; CMV = citomegalovirus humano.
P, comparaciones mediante el test exacto de Fisher.

!Se consideré como incremento post-trasplante de la expresiéon de CD28 cuando los valores de
la IMF de CD28 en CD4" fueron superiores al 5% del valor pre-trasplante, en cualquier
momento durante el primer mes del trasplante hepatico o durante el afio completo de
seguimiento en el trasplante cardiaco, periodos en los que la frecuencia de RA fue mas alta en

cada tipo de trasplante.
?pacientes que sufren infeccién por CMV tras el trasplante.

*pacientes que sufren infecciones bacterianas, fungicas y virales diferentes a CMV.
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Figura 71. (A y B), Sensibilidad y especificidad de la medida de la IMF de CD28 en linfocitos T
CD4" de sangre periférica en el diagndstico de rechazo agudo. El area bajo la curva ROC (AUC)
en (A) trasplante cardiaco y (B) hepatico, se estimé con los valores del porcentaje de cambio
post-trasplante de la IMF de CD28 en los dias previos al diagndstico de RA en el grupo de
receptores de RA y de todos los valores post-trasplante en el grupo de receptores de NRA. Los
resultados o valores de AUC se indican en los graficos. Los puntos de corte dptimos se
establecieron en incrementos superiores al 5% de la IMF de CD28, a partir de las curvas ROC,
en ambos tipos de trasplante. (C), paciente trasplantado de corazén que muestra aumentos
reiterados de la IMF de CD28 en linfocitos T CD4" sin signos de RA en la biopsia. El rechazo
clinico finalmente fue diagnosticado en el dia 421 post-trasplante y se aplicé tratamiento anti-
rechazo. El paciente fallecié a los 554 dias post-trasplante con signos de rechazo crénico en la
biopsia.

4.4. La expansion de linfocitos T CD8'CD28 y CD8'CD28 KIR2D" asociada a una mejor

aceptacion del trasplante, no se observd en receptores infectados por CMV

En ambos tipos de trasplante, el nimero de células T CD4" disminuyd después
del trasplante y cualquier recuperacién de estas células fue completamente anulada en
receptores infectados por CMV, dando lugar a una disminucidn significativa de dichos

valores post-trasplante en receptores cardiacos (p=0.001) y hepaticos (p=0.05)
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infectados por CMV (figura 72, A1-A6). Por lo que respecta a las células T CD8'CD28",
no se detectaron variaciones significativas post-trasplante en ningun caso. No se
observaron diferencias en el nimero de células CD4" o CD8'CD28" cuando se
compararon los receptores de los grupos RA y NRA, ya sea en trasplante cardiaco y
hepdtico (figura 72, B1-B6).

En contraste, el nimero de células T CD8'CD28 y CD8*CD28KIR2D* (CD158a/h*
o CD158b/j*) mostraron una diferente evolucién post-trasplante en los grupos RA y
NRA en ambos tipos de receptores (Figura 72, C1-E1, C2-E2, C4-E4 y —C5-E5). Estos
tipos de células T CD8" mantuvieron los niveles pre-trasplante en receptores con RA,
pero se expandieron de manera significativa después del trasplante en receptores del
grupo NRA, tanto en trasplante cardiaco como hepdatico. Se observaron diferencias
significativas tanto al comparar los datos del pre-trasplante con la evolucidn post-
trasplante a partir de los 3 meses en adelante (p<0,01), como al comparar los valores
post-trasplante entre receptores de RA y NRA (p<0,01). Aparentemente la infeccién
por CMV pero no por VHC u otras infecciones, bloqued la expansidn post-trasplante de
las células T CD8'CD28 y CD8'CD28KIR2D" en receptores de corazdn y de higado libres
de RA (Figura 72, C3-E3 y C6-E6).
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Figura 72. Numero absoluto de subpoblaciones de linfocitos T en sangre periférica en
receptores de injertos cardiacos y hepdticos. (A1-A6), media £ SEM del ndmero de células
(cels/ul) T CD4"; (B1-B6), CD8'CD28"; (C1-C6), CD8'CD28’; (D1-D6), CD8'CD28°CD158b/j* y (E1-
E6), CD8'CD28°CD158a/h*, de sangre periférica de los receptores del grupo RA (cuadrados
negros) y NRA (cuadrados blancos). (A1-E1), grupo total de receptores de corazén; (A2-E2),
receptores de corazén que sufren infecciones distintas de CMV y (A3-E3), receptores cardiacos
que sufren infeccion por CMV. (A4-E4), grupo total de receptores de higado; (A5-E5),
receptores hepaticos que sufren infeccion por VHC; (A6-E6), receptores hepaticos que
presentan infeccion por CMV. Las lineas discontinuas representan el valor promedio de los
valores pretrasplante de cada subpoblacién de células T de los receptores del grupo RA y NRA.
Las lineas horizontales continuas indican los periodos post-trasplante que muestran
diferencias significativas entre los grupos de RA y NRA; los valores de p se indican en cada
grafico. También se indica el nUmero de receptores incluidos en cada grupo.
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5. NIVELES SERICOS DE HLA-G EN TRASPLANTE CARDIACO Y SU RELACION CON LA
INFECCION POR CMV Y EL DESARROLLO DE CAV

5.1. Incremento post-trasplante de HLA-G soluble detectado especificamente en

receptores con CAV no severo

La concentracion de HLA-G soluble (sHLA-G) en el pre-trasplante no mostré
diferencias entre los receptores de corazén que sufrieron o no CAV severo o
reactivacion por CMV (figura 73A). Como se puede observar en la figura, los niveles
pre-trasplante de sHLA-G presentaban variaciones muy marcadas entre los diferentes
pacientes, lo que hizo necesario transformar los datos de cada paciente en porcentajes
de cambio respecto a sus valores pre-trasplante a fin de comparar los cambios de
sHLA-G post-trasplante entre los diferentes grupos de estudio.

Los pacientes del grupo CAV-NS mostraron un incremento significativo de sHLA-
G entre los 6 y 12 meses post-trasplante (p=0.014) respecto a sus niveles pre-
trasplante, mientras que se observd una disminucion de sHLA-G en los pacientes que
sufrieron CAV-S (figura 73B). Se detectaron diferencias significativas de los porcentajes
de cambio de sHLA-G en el post-trasplante entre los receptores que sufrieron CAV-S y
CAV-NS entre los 6 y 12 meses post-trasplante (p=0.003). De la misma manera, la
concentracion de sHLA-G aumento significativamente entre los 6 y 12 meses después
del trasplante en los pacientes que sufrieron reactivacion por CMV respecto a sus
niveles pretrasplante, mientras que no se observaron aumentos en los receptores
libres de reactivacion por CMV (figura 73 B).

Con el objetivo de evaluar la precision para predecir el desarrollo de CAV-
severo que tenia el incremento o no de los niveles post-trasplante de sHLA-G, se
realizé un analisis ROC utilizando los valores medios del porcentaje de cambio de sHLA-
G observado a los 6 y 12 meses post-trasplante, en el que se encontrd un area bajo la
curva de 0.821 (95% Cl 0.552-1.05, p =0.033) (figura 73C). A partir de dicha curva, se
determiné el valor del incremento porcentual de sHLA-G que maximiza la sensibilidad
y la especificidad en la prediccién de CAV-S. Encontrandose un valor éptimo en un
incremento mayor o igual a 0.062% de sHLA-G, con una sensibilidad asociada del 80% y
una especificidad del 100%. Ademas, es importante destacar que el incremento post-

trasplante de sHLA-G se asocio por un lado, inversamente con CAV-S (OR, 0.33; 95%Cl,
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0.1-0.7; p<0.01), de manera que sHLA-G aumenté en el 0% y el 67% de los receptores
gue sufrieron o no de CAV severo, respectivamente, y por otro, directamente a la
reactivacion de CMV (OR, 10; 95%Cl, 1.0-97; p<0.03), ya que sHLA-G aumentd en un
67% y 17% de los receptores que mostraron o no reactivacion de CMV,
respectivamente. Sin embargo, no se encontrd una relacion significativa entre CAV-S e
infeccion por CMV, infecciones diferentes a CMV o el rechazo agudo celular (tabla 11).
Igualmente destacar que no se observaron diferencias de las concentraciones de sHLA-
G en el pre- o el post-trasplante entre los receptores que sufrieron o no rechazo

celular agudo (datos no mostrados).

A 100 B 200- Il CAV severo (n=8)
1 CAV no severo (n=10)
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Figura 73. Niveles séricos de HLA-G en los periodos pre- y post-trasplante en receptores de
trasplante de corazon. Se indica el nimero de pacientes incluidos en cada serie. Solo se
incluyeron los pacientes con seguimiento completo. A, media + SD (desviacién estandar) de la
concentracién sérica de HLA-G (unidades/ml) en el pre-trasplante de receptores de corazén
que sufrieron é no CAV severo 6 reactivacion de CMV. B, mediazSEM del porcentaje de cambio
post-trasplante de sHLA-G, calculado teniendo en cuenta los valores pre-trasplante como 0%
de variacién de cada receptor (% cambio de sHLA-G). El grafico superior compara los
receptores que presentaron (barras negras) 6 no (barras blancas) CAV severo; el grafico
inferior compara los receptores que presentaron (barras negras) o no (barras blancas)
reactivacion de CMV. Las diferencias significativas entre los receptores que presentaron o no
CAV severo se observaron entre los 6 y 12 meses post-trasplante (p=0.003, ANOVA de dos
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factores); los receptores que sufrieron reactivacién por CMV presentaron aumentos
significativos de sHLA-G (*, t de Student p<0.05; ANOVA de dos factores, no significativo) entre
los 6 y 12 meses post-trasplante respecto a los niveles pre-trasplante. C, Analisis ROC para
evaluar la precisién de la medida del porcentaje medio de cambio de sHLA-G entre los 6 y 12
meses post-trasplante en el diagndstico de CAV. Los cuadrados blancos representan los valores

de los 18 pacientes incluidos en el andlisis.

En conjunto, nuestros datos demuestran que un aumento en la concentracién

de HLA-G en suero entre los 6 y 12 meses post-trasplante, se relaciona con una

incidencia de CAV menos severo post-trasplante. Al parecer, la reactivacion de CMV

podria estar involucrada en el aumento post-trasplante de sHLA-G.

Tabla 11. Relacién de CAV con los diferentes parametros clinicos e inmunolégicos.

% CAV severo
Parametro (Si/No) Si No P OR (95% ClI)
Rechazo agudo celular 4 (40%) 5 (45%) 0.8 0.8 (0.1-4.5)
Reactivacion CMV 1(14%) 8 (57%) 0.06 0.1 (0.0-1.3)
Otras infecciones no CMV 5(62%) 3 (50%) 0.64 1.7 (0.2-14.3)
% Cambio sHLA-G > 0.062%* 0 (0%) 8 (67%) 0.01 0.33(0.1-0.7)
% Reactivacion CMV
% Cambio sHLA-G 20.062%* 4 (67%) 2 (17%) 0.03 10 (1.0-97)
% Incremento sHLA-G
% Cambio CD3'CD8"CD28" > 15%** 3 (100%) 3 (20%) 0.01 0.2 (0.1-0.5)

* Media del % cambio de sHLA-G calculado con los datos acumulados de 6 y 12 meses post-

trasplante. El punto de corte establecido (20.062%) deriva del andlisis ROC.

** ot de cambio de CD3*CD8*CD28’, calculado con los cambios observados a los 12 meses
post-trasplante. El punto de corte (215%) deriva del analisis ROC con un area bajo la curva
de 0.886, 95% Cl 0.699-1.074, p=0.026, con la mayor sensibilidad (75%) y especificidad

(85%).

CAV, vasculopatia del injerto cardiaco; CMV, citomegalovirus humano; sHLA-G, antigeno

leucocitario humano-G soluble.
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5.2. Perfiles de células T tolerogénicas asociados a CAV no severo y a un aumento de

sHLA-G

Como se observa en la figura 74A (también revisado en apartados anteriores),
los linfocitos T CD8'CD28 se expandieron significativamente en los receptores del
grupo NRA (p<0.001). Ademas, de manera significativa en el pre-trasplante se observd
un mayor nimero de células T CD8'CD28" en los receptores con CAV-S que en los que
presentaron CAV-NS (p<0.05) (figura 74B izquierda). Después del trasplante, las células
T reguladoras CD8'CD28 se expandieron en los receptores del grupo CAV-NS pero
permanecieron disminuidas en aquellos receptores que presentaron CAV-S hasta el
final del periodo de seguimiento (p<0.001); las diferencias significativas entre estos
grupos de pacientes se encontraron entre los 6 y 12 meses post-trasplante (p=0.002)
(figura 74B derecha).

Por otro lado, también es importante destacar que en nuestra serie de
receptores cardiacos, la disminucidon en la expresiéon de la molécula CD28 en la
membrana de los linfocitos T CD4", se observé particularmente en aquellos pacientes
que mostraron un aumento de sHLA-G durante el post-trasplante, mientras que la
expresion de CD28 aumentd en aquellos pacientes que no mostraron incrementos en
los niveles de sHLA-G tras el trasplante (p=0.015). Las diferencias significativas en la
expresiéon de CD28 en linfocitos T CD4" entre ambos grupos de pacientes se
encontraron entre los 6 y 12 meses post-trasplante (p=0.01) (figura 74C-derecha).

Es importante destacar que, aunque no se encontraron asociaciones entre la
reactivacion de CMV y el nimero de linfocitos T CD8'CD28 o la expresidén de CD28 en
linfocitos T CD4" (datos no mostrados); si se encontré una asociacién directa y
significativa entre los cambios post-trasplante de sHLA-G y los de células T CD8'CD28"
(tabla 11, OR, 0.2; 95% Cl, 0.1-0.5; p=0.01), mostrandose ademas una correlacién
positiva para estos dos parametros (correlacion de Pearson, p=0.004, datos no
mostrados).

En conjunto, los datos parecen indicar que perfiles mas tolerogénicos de células
T CD8" y CD4" se observaban después del trasplante en receptores del grupo CAV-NS y

en aquellos que mostraron un aumento en la concentracion de sHLA-G.
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Figura 74. Perfiles de linfocitos T tolerogénicos asociados a CAV no severo y a incrementos en
los niveles de sHLA-G post-trasplante. Se indica el nimero de pacientes incluidos en cada serie.
Solo se incluyeron a los pacientes con seguimiento completo. A, Media £ SEM de linfocitos T
CD3'CD8'CD28 (células x 10°%/ml) en los periodos pre- y post-trasplante de receptores
cardiacos que presentaron (cuadros negros) o no (cuadros blancos) rechazo celular agudo. Las
diferencias significativas entre los receptores que presentaron o no rechazo agudo, entre los 6
y 12 meses post-trasplante, se indican en el grafico (p=0.013, ANOVA de dos factores). B-
izquierda, nimero de linfocitos T CD8'CD28" en el pre-trasplante de receptores de corazdn que
presentaron (barras negras) 6 no (barras blancas) CAV severo. Se encontraron diferencias
significativas entre los receptores que presentaron CAV severo y CAV no severo (*, p<0.05, t de
Student). B-derecha, media + SEM de los porcentajes de cambio post-trasplante de las cifras
absolutas de linfocitos T CD8'CD28 calculados considerando los valores pre-trasplante como
0% de variacion en cada receptor (% cambio de CD3'CD8CD28). Las diferencias significativas
entre los receptores que presentaron 6 no CAV severo se encontraron entre los 6 y 12 meses
post-trasplante (p=0.002, ANOVA de dos factores). C-izquierda, media £ SEM de la IMF de
CD28 en linfocitos T CD4" (CD28-IMF®®*) en receptores que mostraron (barras negras) 6 no
(barras blancas) cambios post-trasplante de sHLA-G > 0.062%. C-derecha, media + SEM de los
porcentajes de cambio de CD28-IMF®®* calculados considerando los valores pre-trasplante
como 0% de cambio en cada receptor (% cambio CD28-IMF®®*). Las diferencias significativas
entre los receptores que mostraron (barras negras) 6 no (barras blancas) incrementos post-
trasplante de sHLA-G > 0.062%, se detectaron entre los 6 y 12 meses post-trasplante (p=0.01,
ANOVA de dos factores).
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5.3. La reactivacion de CMV se asocia con una mayor expresion de CD86 en

monocitos de sangre periférica

En la linea con lo observado en estudios previos que revelaron que los
monocitos infectados por CMV expresaban mayores niveles de la molécula
coestimuladora CD86 (Gredmark y Soderberg-Nauclér, 2003), en nuestra serie de
receptores cardiacos que presentaron reactivacion por CMV durante el primer afio
post-trasplante, la expresién de CD86 en monocitos fue significativamente mayor
entre los 6 y 12 meses post-trasplante (p=0.002) que en los receptores que no
presentaron reactivacion de CMV (figura 75). Ademads, una expresion
significativamente mayor de CD86 en monocitos también se observé en receptores del
grupo CAV-NS entre los 2 y 12 meses post-trasplante (p=0.001), en comparacion con
los receptores que presentaron CAV-S. Como control, la expresion de la molécula CD95
en monocitos no mostro variaciones en ningun caso, lo que sugiere que la reactivacion
de CMV podria haber inducido diferencial y especificamente el aumento de Ia

expresion de CD86 en monocitos.
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Figura 75. Expresion de CD86 y CD95 en monocitos de sangre periférica en el pre- y post-
trasplante. Se indica el numero de pacientes incluidos en cada serie. Solo se incluyeron a los
pacientes con seguimiento completo. Media + SEM de CD86-IMF™° (grafico de la izquierda) y
CD95-IMFM° (grafico de la derecha), en receptores de corazén que presentaron (cuadrados
negros) 6 no (cuadrados blancos) infeccion por CMV (graficos superiores) 6 CAV severo
(graficos inferiores). Se observaron diferencias significativas entre los receptores que sufrieron
6 no infeccion por CMV (p=0.002, ANOVA de dos factores) 6 CAV severo (p=0.001, ANOVA de
dos factores) para CD86-IMF"° pero no para CD95-IMF™°.
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DISCUSION

1. RECHAZO E INFECCIONES EN TRASPLANTE CARDIACO

Segun el ultimo informe del registro espafiol de trasplante cardiaco, el rechazo
agudo ocurre fundamentalmente durante el primer afio post-trasplante (Almenar y
cols., 2011) y aunque puede ocurrir en cualquier momento, es mas comun entre los
primeros 3 a 6 meses post-trasplante (Ubilla y cols., 2006; Labarrere y Jaeger, 2012).
De forma similar, en nuestra serie de estudio, los episodios de rechazo agudo
aparecieron mayoritariamente entre el tercer y noveno mes post-trasplante,
concentrandose entre los meses cuarto y sexto (ver figura 19), con una tasa de rechazo
del 38%. Es importante sefialar, que en ese periodo de maxima frecuencia de rechazo,
es donde se encontraron las mayores diferencias en los parametros monitorizados
entre los diferentes grupos de estudio, diferencias que aparentemente no se vieron
influenciadas por el tratamiento inmunosupresor, ya que los niveles de CsA en sangre
fueron similares en receptores con y sin rechazo agudo. La distribucion temporal de los
rechazos agudos en trasplante cardiaco, discrepa de la observada en otros tipos de
injertos, como en el trasplante hepdtico donde la mayor frecuencia de rechazo agudo
se observé en las primeras semanas post-trasplante (Minguela A, 1998; Lépez Alvarez
MR., 2011) (figura 68 B). Esto podria ser consecuencia de que, a diferencia de lo
establecido en trasplante hepatico, en receptores cardiacos la administracion de una
agresiva terapia inmunosupresora de induccién, podria retrasar la aparicién de
episodios de rechazo agudo.

Por otro lado, nuestros resultados no revelaron diferencias significativas
respecto a la influencia de la patologia que indicd el trasplante, edad o sexo del
receptor, sobre la incidencia de rechazo agudo. Aunque se encontré una tendencia
hacia que las mujeres rechazaran mas que los hombres, resultados que coinciden con
los observados en otras series de trasplante cardiaco (Banchs y cols., 2005; Takami y
cols, 1995).

La necesidad de mantener niveles elevados de inmunosupresores para evitar el
rechazo aumenta el riesgo de sufrir infecciones. Hecho que se vio reflejado al analizar
la influencia de las infecciones sobre la tasa de rechazo agudo en nuestra serie, donde

encontramos una relacién inversa entre la presencia de infecciones post-trasplante y la
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aparicion de RA (tabla 9). Por tanto, la administracién de un tratamiento
inmunosupresor mas severo llevaria a una mejor aceptacion del injerto pero
favoreceria el desarrollo de infecciones. En los ultimos afios, se han introducido nuevos
regimenes para la prevencién y tratamiento de infecciones oportunistas, que han
disminuido considerablemente el numero de infecciones y han retrasado su
presentacion. Sin embargo, las infecciones contindan siendo la mayor causa de
reingreso en el hospital durante el primer afio post-trasplante (Taylor y cols., 2004). En
nuestro trabajo, las infecciones también fueron la complicacién mas frecuente, con 38
pacientes (76%) que presentaron algun episodio de infeccién (bacteriana, viral 6
fungica) que requirieron ingreso hospitalario en el primer aiio post-trasplante.

El rechazo crénico se considera la principal causa de fallo del injerto cardiaco y
muerte del paciente tras el primer afio del trasplante (Almenar y cols., 2010). También
conocido como CAV o EVI, consiste en el estrechamiento concéntrico y difuso de las
arterias y venas del corazén trasplantado (Oni y cols., 1992; Liu y Butany, 1992). Su
deteccidn, tiene una clara influencia en el prondstico del paciente, y su incidencia y
prevalencia vienen determinadas por el método de diagndstico empleado. En la
actualidad, la coronariografia se considera el método diagndstico estandar aunque
presenta varias desventajas de cara al diagndstico de CAV. Fundamentalmente, ha
demostrado ser poco sensible al infraestimar la severidad de la enfermedad en
comparacion con otra técnica de imagen mas reciente, el IVUS. Asimismo, no permite
detectar la afectacidn de arterias penetrantes intramurales ni, frecuentemente, el
estrechamiento de ramas secundarias o terciarias de las arterias coronarias epicardicas
principales, por lo que dichas limitaciones, hacen que la enfermedad no pueda ser
diagnosticada hasta que se encuentra en fases avanzadas. El IVUS se considera
actualmente la mejor herramienta diagndstica de CAV, sin embargo su coste elevado
hace que no esté disponible en todos los centros, y ha sido la causa fundamentalmente
de que tan solo a 21 de los 50 pacientes incluidos en esta memoria se les haya
valorado CAV mediante IVUS. Esta limitacién econdmica, justifica profundizar en la
busqueda de métodos alternativos que sean mas baratos y accesibles para su
diagndstico en un mayor nimero de pacientes.

Al analizar la influencia de la edad, sexo y cardiopatia del receptor sobre la tasa

de CAV-S, no se encontraron diferencias significativas (tabla 8). Por el contrario,
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cuando se evalud el impacto de las infecciones post-trasplante, se encontrd que la
mayoria de los pacientes con infecciéon por CMV presentaron CAV menos severo (86%)
frente a un ndmero reducido que presenté CAV severo (14%), diferencias que no
llegaron a ser estadisticamente significativas por el reducido tamano de la muestra
(tabla 9). Estos datos sugieren que la reactivaciéon de la infeccion de CMV protege del
desarrollo de CAV severo, hipdtesis en la que la secrecién inducida por CMV de la
citoquina cmvlIL-10, homdloga a IL-10 humana, podria estar jugando un papel
importante al inhibir la produccién de citoquinas proinflamatorias como INF-y (Spencer
y cols., 2002), que reduciria la proliferacion neointimal y la infiltracion del injerto por
macrofagos y linfocitos (Chen y cols., 2005). No obstante, esta observacidn se opone
claramente a lo descrito en otros trabajos de trasplante cardiaco, donde la presencia
de la infeccion de CMV se considera un factor de riesgo para el desarrollo y la
severidad de CAV (Weill, 2001; Valantine, 2004; Petrakopoulou y cols., 2004). La
principal via por la que CMV favoreceria CAV seria a través de la inhibicidn de la
sintesis de Oxido nitrico, creando asi un ambiente pro-aterogénico favorable para el
desarrollo de CAV (Weis y Cooke, 2003; Weis y cols., 2004). Tal y como se discutird mas
adelante, nuestros datos indican que si somos capaces de atenuar los efectos
negativos de la infeccion de CMV, podriamos potenciar los positivos, como es la
proteccion del injerto frente a CAV severo a través de la secrecion de sHLA-G (Yan y

cols., 2009).

2. IDENTIFICACION DE MARCADORES DEL ESTADO INMUNITARIO EN RECEPTORES DE
TRASPLANTE CARDIACO.

La combinacién de potentes farmacos inmunosupresores ha contribuido de
forma decisiva a la mejora de la supervivencia de los injertos cardiacos. Sin embargo, la
principal causa de muerte durante el primer afio post-trasplante, continua siendo el
rechazo agudo y, como efecto colateral, las infecciones. En este sentido, es importante
destacar que la sensibilidad a la terapia inmunosupresora de los pacientes muestra
una gran variabilidad, y ademads, los niveles sanguineos de inmunosupresores son
predictores imprecisos de la eficacia del farmaco (Barten y cols., 2007). Por ello, la
monitorizacién inmunoldgica cobra una importancia esencial, y en los ultimos anos ha

demostrado ser un método util para predecir la aparicion del rechazo frente a la
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aceptacion del injerto, asi como para diferenciar la activaciéon inmune inducida por alo-
reactividad de la inducida por las infecciones. La monitorizacidon inmunoldgica también
es util para evaluar el estado inmunoldgico en receptores que reciben bajas dosis de
inmunoterapia o cuando esta es retirada completamente (tolerancia operacional)
(Martinez-Llordella y cols., 2008). Recientemente se ha introducido un método
comercial de monitorizacion inmunolégica para valorar el grado de inmunosupresiéon
de los receptores de injertos. El método se basa en la medicidn del contenido de ATP
de los linfocitos T CD4", y ha demostrado ser capaz de diferenciar entre RA e
infecciones (Kowalski y cols.,, 2006), aunque puede conducir a resultados
inconsistentes (Mendler y cols., 2008; Millan y cols., 2009). En este contexto, ademas
hay que tener en cuenta que en la actualidad, la evaluacion histopatolégica de biopsias
del injerto continda siendo el patron de oro de monitorizacién de la reactividad
inmune frente al injerto. Sin embargo, las muestras de biopsia son fragmentos
pequefios que ofrecen informacion de un darea limitada del injerto y pueden conducir a
resultados no representativos de todo el drgano, o incluso no ajustarse al estado
clinico real del paciente (Stewart y cols., 2005; Rodriguez, 2003), a lo que se suma las
posibles complicaciones de la técnica (Calvifio-Santos y cols., 2005; Chan y cols., 2001).
Por ello, es necesario profundizar en la identificacion de moléculas que participen en el
proceso del rechazo y que puedan tener un papel como marcador diagndstico o

predictivo.

2.1. Utilidad clinica de la monitorizacion inmunoldgica pre-trasplante

Como se describe en el apartado de resultados de esta memoria, los pacientes
con enfermedad cardiaca terminal mostraron mayor recuento de leucocitos en sangre
periférica que los controles sanos, independientemente de la patologia de base que
indicd el trasplante. No obstante, dichas cifras de leucocitos pretrasplante
permanecieron dentro de los rangos de normalidad (4.500-11.000 x 10°/ml), y en
general, no tuvieron valor predictivo sobre las variables clinicas analizadas en este
trabajo, como el rechazo agudo y crénico o las infecciones. Como consecuencia los
receptores de trasplante cardiaco de nuestra serie mostraron valores mas elevados de
monocitos, granulocitos y linfocitos que en la poblacidon control. Hay que resaltar, no

obstante, que las cifras de monocitos observadas en los pacientes en espera de
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trasplante cardiaco que, una vez trasplantados desarrollaron episodios de rechazo
agudo y crénico (ver figura 21), fueron significativamente mas elevadas que en los
pacientes que mostraron buena aceptacion de sus injertos. Aunque desconocemos los
mecanismos por los que las cifras elevadas de monocitos puedan haber favorecido el
desarrollo de rechazo a corto y largo plazo, nuestros resultados coinciden con los
observados en trasplante hepatico (Lopez Alvarez MR., 2011). Ademas, en trasplante
de células madre hematopoyéticas, niveles altos de monocitos antes del trasplante, se
correlacionaron con un mayor riesgo de enfermedad injerto contra huésped aguda
(Arpinatiy cols., 2007).

El hallazgo mas relevante del estudio pre-trasplante lo observamos en relacién
con las subpoblaciones de linfocitos T que expresan la molécula CD28. Los valores
porcentuales y absolutos de células T CD4'CD28" y CD8'CD28" antes del trasplante,
eran comparables a los observados en trabajos realizados en diferentes series de
trasplante hepético (Garcia-Alonso y cols., 1997; Lépez Alvarez MR., 2011), y
reproducian lo descrito en individuos sanos (Castro y cols., 2009). Sin embargo, las
células T CD4" vy, especialmente, las CD8" que pierden la expresién de CD28
(CD4'CD28 y CD8'CD28) aparecian con cifras pre-trasplante significativamente mas
elevadas en los pacientes que tras el trasplante desarrollaron CAV severo, que en los
individuos sanos y que en los pacientes con CAV menos severo. Se ha descrito, por un
lado, que la estimulacidon crdénica juega un papel importante en la aterogénesis
(Hansson y Hermansson, 2011), y por otro, que la pérdida de CD28 en linfocitos T es
un proceso igualmente relacionado con la estimulaciéon inmunitaria crénica (Pita-
Lépez y cols., 2009; Libri y cols., 2011; Wallace y cols., 2011; Tarazona y cols., 2000).
En concordancia con nuestros resultados, se ha descrito que los pacientes con
cardiopatia isquémica presentan un aumento de células T CD8*CD28’, fendémeno que
no solo se manifestaba en pacientes seropositivos para CMV, sino también en
aquellos que presentaron enfermedad arterial coronaria per se (Jonasson L y cols.,
2003). Por todo ello, se podria pensar, que los pacientes que sobreviven a una
situacion de estrés debido a infarto agudo de miocardio, o los que padecen
aterosclerosis grave o insuficiencia cardiaca congestiva podrian tener un sistema
inmunitario sometido a estimulacion crdnica y por lo tanto acumulen células T

CD8'CD28 con telémeros mas cortos y caracteristicas de senescencia replicativa
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(Spyridopoulos y cols., 2009; Van der Harst y cols 2007). Analizando el grupo total de
pacientes, nuestros resultados pretrasplante no revelaron diferencias en el porcentaje
o las cifras absolutas de linfocitos T CD8'CD28" entre Cl y CNI, sin embargo analizando
los 21 pacientes clasificados segun la severidad de CAV, tanto el porcentaje como
numero absoluto de células CD8'CD28 fueron superiores en el grupo de pacientes
con Cl que en pacientes con CNI (datos no mostrados), lo que podria indicar que un
estado isquémico previo al trasplante cardiaco, podria favorecer el desarrollo
posterior de CAV-S en el post-trasplante, tal y como habia sido descrito previamente
(Lindelow y col., 1999; Sharples y cols.,, 2003; Taylor y cols., 2009; Yamani vy
cols.,2002).

De forma similar a lo observado en la subpoblacién T CD8'CD28’, varios
estudios han demostrado la presencia de linfocitos T CD4'CD28 como células
predominantes en el proceso inflamatorio que tiene lugar en la enfermedad
aterosclerdtica (Zal y cols., 2007; Liuzzo y cols., 2000; Aukrust y cols., 2007; Dumitriu y
cols., 2009). En la misma linea, nuestros resultados mostraron un aumento significativo
en el porcentaje y cifras absolutas de la subpoblacién T CD4°CD28 en receptores de
cardiopatia isquémica frente a controles sanos y en aquellos que presentaron CAV
severo.

Por ultimo, sefalar que antes del trasplante los valores porcentuales y
absolutos de células NK de todos los grupos de pacientes fueron inferiores a los de los
controles sanos, a excepcién de los pacientes de CAV-S que mostraron valores
similares a los controles y considerablemente superiores a los del grupo CAV-NS. Estos
resultados coinciden con los observados en otros estudios de trasplante cardiaco
donde destacan la posible contribucién de las células NK en el desarrollo de CAV
(Uehara Sy cols., 2005 (a); Uehara Sy cols., 2005 (b).

Por tanto, aunque se desconocen los mecanismos implicados, la acumulacién
de células T CD4'CD28 y CD8'CD28 durante las etapas previas al trasplante,
probablemente inducidas por la inflamacidn crénica de estos pacientes, parece ser, a
priori, un factor que predispone a la aparicién de rechazo cronico mas severo. Por el
contrario, cifras reducidas de células NK ofrecerian proteccion frente al desarrollo de
CAV severo. Aunque estos datos deberian confirmarse en series mas amplias, en

nuestra opinion, podrian constituir marcadores predictivos de facil evaluacién, que nos
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permitieran establecer tratamientos preventivos inmediatamente tras el trasplante
gue redujesen o atrasasen la aparicion del CAV-S. Sin embargo, al analizar los datos
post-trasplante, tal y como describiremos mas adelante, posiblemente esta hipdtesis
inicial deba ser reinterpretada, ya que aparentemente, no es la acumulacién pre-
trasplante en si, sino la reduccion post-trasplante de las cifras de células T CD28" el
factor que predispone el desarrollo del CAV-S.

Otro de los estudios pretrasplante que ofrecieron gran interés fue el
relacionado con el nivel de expresion de la molécula coestimuladora CD28 en la
membrana de linfocitos T CD4" y T CD8". Lo mas importante fue que los pacientes, con
niveles pre-trasplante de expresion de CD28 mas elevados, por razones no bien
conocidas, fueron aparentemente mas sensibles al tratamiento inmunosupresor y por
tanto a una mayor proteccion del 6rgano frente a RA y frente a CAV-S, aunque como
contrapartida presentaron infecciones mas frecuentemente. Igualmente, este
marcador podria constituir un factor facil de evaluar, que permitiera estar mas
vigilante ante la aparicion de infecciones, o bien establecer terapias inmunosupresoras

personalizadas con niveles de fdrmacos mas reducidos.

2.2. Monitorizacion de las poblaciones leucocitarias durante el primer afio post-

trasplante: relacion con la aceptacion del injerto y las infecciones.

La leucocitosis observada en las primeras semanas después del trasplante
concuerda con lo descrito en los estudios de trasplante hepatico (Singh y cols., 1998),
sugiriendo que la expansion del nimero de leucocitos en las primeras semanas
después del trasplante podria ser debida a la manipulacién quirurgica, la inflamacién
asociada al proceso de trasplante o a la presencia de infecciones, asi como a otras
causas no determinadas.

En relacion a los neutrdéfilos, se detecté un aumento significativo en los
primeros dias post-trasplante, que coincide con lo observado en otros estudios de
trasplante cardiaco en los que se describe que la isquemia-reperfusion (Kubala y cols.,
2002) y la administracion de esteroides (Nittoh y cols., 1998; Dale y cols., 1975), asi
como el tratamiento inmunosupresor, podrian ser los desencadenantes del aumento

pronunciado en el recuento de este tipo de células. En concordancia con otras series
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(Healy y cols., 2007), este aumento en el nimero de neutréfilos en los primeros dias
post-trasplante, no contribuyd al desarrollo del rechazo agudo.

En contraposicién, se observd una marcada disminucion en las cifras de
monocitos en los primeros dias del trasplante, que pudo ser debido al tratamiento
inmunosupresor de inicio. Estos resultados contrastan con los observados en trabajos
de nuestro grupo realizados en diferentes series de trasplante hepatico, en los que se
observé monocitosis en las primeras semanas después del trasplante (Minguela A,
1998; Lépez Alvarez MR, 2011).

Durante el primer mes post-trasplante se observé una marcada reduccién en
las cifras de linfocitos totales, y por el contrario, una expansion de linfocitos B,
cualquiera que fuera el grupo de pacientes. Esta prevalencia de linfocitos B al inicio del
post-trasplante podria ser consecuencia de la drastica reduccion de linfocitos T,
principal diana del tratamiento inmunosupresor de inicio.

Tras las primeras semanas post-trasplante, la recuperacion de linfocitos T fue
mas evidente en pacientes que no sufrian rechazo agudo y, al menos en parte, parecia
estar relacionada con la recuperacién simultdnea de linfocitos T CD8", mas que con la
de los linfocitos T CD4", ya que estos permanecian invariables en todos los pacientes.
Algo similar se ha descrito en la evolucién de linfocitos T CD4" en pacientes sometidos
a retirada de inmunosupresion tras un trasplante renal (Kreijveld y cols., 2008).

Las diferencias observadas en los valores porcentuales y absolutos de linfocitos
T CD8" totales en el periodo post-trasplante, mas elevados en el grupo de pacientes
NRA que en el grupo RA, fue fundamentalmente a expensas de linfocitos T CD8'CD28",
ya que los linfocitos T CD8'CD28" presentaron valores muy similares en ambos grupos
de receptores. Este ultimo resultado es claramente discrepante con lo descrito en
trasplante renal, donde la elevacién del porcentaje de linfocitos T CD8'CD28" se asocid
con la aparicion de episodios de RA (Jiménez y cols., 2006). Ademas las cifras
porcentuales y absolutas de linfocitos T CD8'CD28 se expandieron a partir del tercer
mes del trasplante en aquellos pacientes con mejor aceptacién del injerto. Estos
resultados concuerdan con lo descrito en modelos experimentales de trasplante
alogénico cardiaco, renal y hepatico y xenogénicos (Liu y cols., 1998; Ciubotariu y cols.,
2001), sugiriendo que las células T CD8'CD28 pueden tener un papel relevante en la

supresion de la respuesta alogénica. Estudios posteriores del mismo grupo,
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demostraron que algunas células T CD8CD28’, caracterizadas por perder también la
expresion de CD27 en su superficie, son capaces de actuar sobre las células dendriticas
e inducir tolerancia (Chang y cols., 2002). Un efecto que parece mediarse por el
aumento en la expresion de receptores ILTs que se inducen sobre la superficie de las
células dendriticas, concomitante con una disminucién en la expresidn de moléculas
coestimuladoras. Como resultado de estos cambios, las células dendriticas podrian ser
incapacitadas como células presentadoras de antigeno profesionales favoreciendo la
tolerancia del injerto. Por otro lado, los resultados descritos para la subpoblacién de
linfocitos T CD8'CD28 de nuestro estudio, ratifican lo observado en trasplante
hepatico de donante vivo, donde un nimero elevado de este subtipo de células T CD8"
se relaciond con la estabilidad de la funcion hepatica tras el trasplante (Tanaka y cols.,
2006; Lin y cols., 2009) y estan en linea con lo observado en trasplante alogénico de
células madre hematopoyéticas, indicando que el nimero de células T CD8'CD28" al
afio después del trasplante se asocia con una mejor evolucién (Yakoub-Agha y cols.,
20009).

En trasplante renal se ha descrito que una disminucion de la respuesta celular
precede a los sintomas clinicos de la enfermedad por CMV, que se manifiesta en cifras
absolutas de linfocitos T CD4" y T CD8" més reducidas durante el periodo de mayor
antigenemia (Castro y cols., 2003). Resultados similares se observaron en nuestra
serie, y asi durante los primeros meses post-trasplante el nimero absoluto de

linfocitos T CD4" y CD8" estuvo deprimido en los pacientes con reactivacién de CMV.

2.2.1. Expresion de moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en linfocitos

En contraste con los resultados observados en trasplante hepdtico, donde los
cambios en la expresion de CD80 y CD86 sobre linfocitos B parecen constituir
marcadores de inmunoactivacién relacionado con los episodios de rechazo agudo
(Minguela A, 1998), en trasplante cardiaco no se observaron diferencias entre los
pacientes con mejor y peor aceptacion del injerto. No disponemos de datos que nos
permitan clarificar esta diferencia, pero la terapia inmunosupresora mas intensa a la
gue fueron sometidos los receptores cardiacos, en comparacién con los hepaticos,
podria haber impedido la sobre-expresion de dichas moléculas asociada a los episodios

de rechazo agudo. De hecho, en trasplante hepatico estos incrementos en la expresiéon
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de moléculas CD80 y CD86 sobre linfocitos B, se minimizaron tras la introducciéon de

terapias inmunosupresoras mas eficaces (Minguela 2000).

2.2.1.1. El aumento en la expresion de CD28 en linfocitos T se asocia al rechazo agudo

La monitorizacion de la expresidon de la molécula CD28 sobre la membrana de
linfocitos T CD4" y CD8" se realizd en la serie de trasplante cardiaco incluida en esta
memoria, y se compard con los resultados observados en la serie de trasplante
hepatico objeto de tesis de la Dra. M. Rocio Lépez Alvarez (2011). El resultado mas
significativo observado en ambos tipos de trasplantes, reveld que en el periodo de
maxima frecuencia de episodios de rechazo agudo (en trasplante cardiaco, entre el 32
y 92 mes y en trasplante hepatico, en el primer mes post-trasplante), la expresién de
CD28 en linfocitos T CD4" y CD8" en pacientes con RA sobrepasé significativamente sus
niveles basales, a diferencia del grupo de pacientes NRA en los que no llegd a
recuperar sus niveles basales a lo largo de toda su evolucidn post-trasplante. Ademas
en dicho periodo, la expresiéon de CD28 en linfocitos T, medida como cambio post-
trasplante de la IMF de CD28, aumentd en receptores de corazén y de higado del
grupo RA y disminuyd en aquellos que no presentaron RA. Sin embargo, un incremento
en la expresion de CD28 se detecté también en cerca del 40% de receptores del grupo
NRA en ambos tipos de trasplante (ver tabla 10). Esta Ultima observacién podria estar
indicando una alo-reactivacion sin consecuencias clinicas (Tippner y cols., 2001) o,
alternativamente un rechazo que podria localizarse en zonas alejadas del lugar de la
biopsia (como el caso del paciente descrito en la figura 71-C).

Es importante destacar que, en ambos tipos de trasplante, las infecciones no
indujeron el aumento de la expresiéon de CD28 en linfocitos T, si no que este
incremento parecia estar especificamente asociado a los episodios de RA (figura 69).
Estos resultados coinciden con trabajos publicados por nuestro grupo en series
anteriores de trasplante hepatico (Garcia-Alonso y cols., 1997). Sefialar, que en ambos
tipos de receptores, cardiacos y hepaticos, solamente la infeccion por CMV, fue capaz
de bloquear el aumento de la expresion de CD28 observado en pacientes del grupo RA.
Resultados que fueron confirmados cuando se analizé la expresion de CD28 en
linfocitos T CD4" en periodos anteriores y posteriores al diagndstico de reactivacion del

CMV, ya que la expresidon de CD28 permanecid significativamente disminuida durante
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los dias del diagndstico de la reactivacion de la infeccién de CMV en ambos injertos
(figura 70). Esta disminucion en la expresiéon de la molécula CD28 podria ser el
resultado de la accion de proteinas derivadas de CMV, que como se ha descrito
(Chalupny y cols., 2006; Guma y cols., 2006; Zou y cols., 2005), intervienen en la
evasion de la respuesta inmunitaria de este virus. Aunque este aspecto se discutird
mas ampliamente en relacién con el bloqueo de la expansién de células T CD8'KIR2D*
(ver seccién 2.2.1.2).

Por otro lado, en los pacientes con infecciones diferentes a CMV se detectd
una disminucién en la expresién de CD28 en linfocitos T CD4" y CD8*, probablemente
debido al debilitamiento de la respuesta inmunitaria, consecuencia de una

inmunosupresion elevada.

2.2.1.2. La expansidn de linfocitos T CD8'CD28 y CD8'CD28 KIR2D" se asocia a una

mejor aceptacion del injerto cardiaco y hepatico.

Creemos que es interesante apuntar que en los pacientes con buena
aceptacion de sus injertos, la disminucién en la intensidad de expresion de CD28 en
linfocitos T durante el primer mes del trasplante, fue seguida a mas largo plazo de una
acumulacién gradual de células que perdian la expresion de CD28, con fenotipos
CD8'CD28 y CD8'CD28'KIR2D". En contraste, los pacientes que durante el primer mes
post-trasplante padecieron RA, al aumento experimentado en la expresion de CD28 no
se asocié a una expansion de linfocitos T CD8'CD28’, lo que sugiere una regulacion
diferencial en la expresion de esta molécula sobre los linfocitos en pacientes con
buena y mala aceptacién de sus injertos.

Teniendo en cuenta que la expresion de KIR en los linfocitos T es inducida por
estimulacion antigénica crénica (Van Bergen y cols., 2004; Vivier y cols., 2004), es
posible que en trasplante, donde la presencia de aloantigenos es permanente, los
linfocitos T CD8'KIR2D* puedan haber sido inducidos diferencialmente en pacientes
con buena aceptacidn de los injertos, dando lugar a células T capaces de modular
células alogénicas efectoras (Parham, 2005 (b); Lopez-Alvarez y cols., 2009; Speiser y
cols., 1999; Colovai y cols., 2003; Manavalan y cols., 2004). Aunque los linfocitos T
CD8'CD28 se acumulan con la edad (Effros y cols., 2005; Tarazona y cols., 2000;

Brzezinska y cols., 2004), en nuestras series, no se detectaron diferencias en funcion de

180



Discusion

la edad de los pacientes (tabla 8) o de la compatibilidad HLA (datos no mostrados) que
pudieran haber condicionado la acumulacién diferencial de células T CD8"CD28 KIR2D"
observada entre los receptores de los grupos RA y NRA.

De acuerdo con trabajos anteriores (Colovai y cols., 2003; Anfossi y cols., 2004),
y en contraste con los datos obtenidos en trasplante de médula ésea (Van Der Veken y
cols., 2009), en nuestras series de trasplante cardiaco y hepatico, la infeccion por CMV
aparentemente suprimid la expansion inducida alogénicamente de las células T
CD8'KIR2D". Poco se sabe realmente acerca de los factores que regulan la expresién de
los receptores KIR en células T (Anfossi y cols., 2001), excepto que, como en células NK,
el proceso es inducible por tiempo limitado (Vely y cols., 2001), de manera estocastica
(Raulet y cols., 2001), y regulada tanto a nivel pre- como post-transcripcional (Li y cols.,
2008). Nuestros resultados, en particular los relativos a la supresiéon por CMV de la
expansién inducida alogénicamente de células T CD8'KIR2D", podrian contribuir a
desvelar los mecanismos moleculares implicados en la expresién de los genes KIR. Se
sabe que varias proteinas derivadas de CMV bloquean la expresion de HLA (Guma y
cols., 2006), NKG2D (Welte y cols., 2003) y MICA (Zou vy cols., 2005), para evadir las
respuestas inmunitarias, y que los mecanismos estdn al menos parcialmente mediados
a través de la inhibicidn de la via Jak/Stat (Miller y cols., 1999). Por tanto, y en base a
los resultados anteriormente expuestos (Hadaya y cols., 2008), es tentador pensar que,
en nuestra series de trasplante, factores derivados de CMV podrian haber regulado
negativamente la expresion de KIR2D en los linfocitos T. Esto contrasta con datos
recientes que describen que la infeccion por CMV favorece la acumulacién de células T
especificas totalmente diferenciadas, CD4°CD28 y CD8'CD28" (Pita-Lépez y cols., 2009;
Libri y cols., 2011; Wallace y cols., 2011; Tarazona y cols., 2000). No obstante, no se
puede descartar que el tratamiento inmunosupresor presente en receptores de
trasplante pudiera estar induciendo estas diferencias.

Del mismo modo, la proteina core del VHC es capaz de atenuar la respuesta de
linfocitos T CD4" mediante la induccién de anergia a través de activacion de NFAT en
ausencia de activacion simultanea de AP-1 6 NF-kB (Dominguez-Villar y cols., 2007). El
VHC, sin embargo, no alteré la expansion de células T CD28 o KIR2D" inducidas

alogénicamente en los receptores hepaticos de nuestra serie, lo que sugiere que el
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bloqueo de la expansiéon de células T CD8'KIR2D" inducido por CMV sigue vias
especificas.

En resumen, nuestros resultados indican que para hacer una monitorizacién
inmunoldgica adecuada, el analisis de la intensidad de expresion de CD28 debe de ser
programada desde el pre-trasplante (como un valor de referencia) y, en trasplante
hepatico, dos veces a la semana durante el primer mes post-trasplante; tras este
periodo, el seguimiento de CD28 es menos informativo. En trasplante cardiaco, es
dificil definir el tiempo concreto del post-trasplante, ya que el RA puede ocurrir en
cualquier momento del seguimiento. Sin embargo, bajo de sospecha de RA y en
particular en el caso de urgencia clinica, el andlisis de CD28 puede ayudar a revelar o
descartar la presencia de RA celular. La monitorizacion de receptores KIR2D en ambos
tipos de trasplante a lo largo del primer afio (muestras a los 3, 6 y 12 meses del
trasplante) puede ayudar a ajustar las dosis de inmunosupresores a largo plazo en cada
paciente.

Por tanto, aunque se van a requerir nuevos estudios con series mas amplias,
nuestros resultados parecen indicar que la expresion de CD28 y de receptores KIR2D
en linfocitos T de sangre periférica, pueden ser considerados como sensores del estado
inmunoldgico en trasplante de corazon y de higado. En ambos tipos de trasplantes, el
aumento en la expresién de CD28 en linfocitos T CD4" y CD8" en los periodos de
maxima frecuencia de RA celular es indicativo de una alorespuesta activa, mientras
que la aparicién en el post-trasplante de células T circulantes CD8'CD28KIR2D" se
correlaciona con una mejor aceptacion temprana del injerto. En conjunto, estos datos
ponen de manifiesto que el trasplante cardiaco y el trasplante hepatico comparten los
mismos mecanismos inmunoldgicos de aloreactivacion y tolerancia. lgualmente
importante, nuestros datos desvelan posibles vias por las que CMV puede evitar una
respuesta inmunitaria efectiva mediante la supresién de la expresidon de las moléculas
CD28 y KIR2D en las células T, lo que podria tener importantes implicaciones en la

evolucién del injerto.
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3. NIVELES POST-TRASPLANTE ELEVADOS DE sHLA-G MEJORAN LA ACEPTACION DEL
INJERTO CARDIACO

Los estudios publicados en trasplante cardiaco revelan que niveles elevados
de sHLA-G y mHLA-G protegen al injerto del desarrollo de rechazo agudo y crénico (Lila
y cols., 2002; Luque y cols., 2006; Sheshgiri y cols., 2008). Nuestro estudio es el primer
trabajo en el que se ha evaluado la utilidad de la monitorizacién de sHLA-G en suero
para predecir CAV en una serie de receptores cardiacos en los que, de forma precisa,
se les ha medido el engrosamiento intimal por IVUS. Aunque IVUS es un método
exacto y reproducible, hay una evidente necesidad de utilizar herramientas no
invasivas para ayudar a los clinicos a identificar los pacientes con mayor riesgo de
desarrollar CAV severo.

En nuestra serie, el estudio pre-trasplante de los niveles de sHLA-G no mostré
diferencias significativas entre los receptores que una vez trasplantados, presentaron o
no CAV severo. Sin embargo, tras el trasplante se observd que los incrementos de
sHLA-G estaban presentes principalmente en receptores con CAV menos severo.
Nuestros resultados muestran que la monitorizacién post-trasplante de los cambios en
sHLA-G durante el primer afo post-trasplante, podria ayudar a identificar a los
receptores de corazon que a largo plazo mostraran resultados menos favorables, CAV
severo, y que por tanto podrian beneficiarse de tratamientos preventivos introducidos
de forma temprana para evitar el dafio progresivo y la pérdida del injerto.

Ademas, los receptores que mostraron menor grado de CAV, presentaron
perfiles de células T anérgicas/tolerogénicas mas acentuados, que junto al incremento
de sHLA-G, podrian haber sido responsables de la mejor aceptacién del injerto
observada en nuestra serie. Es bien conocido que sHLA-G induce tolerancia al inhibir
las células responsables del rechazo del injerto (Rouas-Freiss y cols., 2007); mediando
efectos directos de inhibicion sobre células T, células NK y células dendriticas, y efectos
indirectos tolerogénicos a largo plazo por la induccion de células T reguladoras. De
hecho, se ha descrito que los pacientes con aumentos en la expresién de HLA-G en sus
injertos y/o elevacion de sHLA-G en plasma, experimentan un menor nimero de
episodios de RA y una menor incidencia del rechazo crénico que los pacientes que
fueron negativos para sHLA-G (Lila y cols., 2000; Lila y cols., 2002; Luque y cols., 2006).

En la misma linea, las células T estimuladas por células HLA-G1" o células sensibilizadas
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con HLA-G5 se convierten en células anérgicas y se diferencian en células T CD4" y
CD8" reguladoras/supresoras (LeMaoult y cols., 2004; Le Rond y cols., 2006). En
concordancia con estos resultados, los receptores de nuestra serie que presentaron
CAV menos severo, mostraron: 1) un incremento en el nimero de células T CD8'CD28,
una subpoblacién de células T reguladoras que se ha demostrado suprimen la
activacion vy la proliferacion de células Th alo-respondedoras (Colovai y cols., 2003), y
2) una disminucién en la expresién de CD28 en células T CD4", lo que sugiere una
anergizacion funcional de las células Th respondedoras (Minguela y cols., 2000). En
consecuencia, la aparicion de células T reguladoras/supresoras, posiblemente
inducidas por HLA-G, podria explicar, al menos en parte, la mejor aceptacién del
injerto por receptores con mayores niveles de sHLA-G (Gregori y cols., 2009; Le Rond y
cols., 2006).

Hasta la fecha, no se sabe porqué algunos receptores de corazén experimentan
incrementos en la expresion de HLA-G, mientras que otros no lo hacen. En condiciones
fisioldgicas, la expresion de HLA-G se limita a la interfase materno-fetal y a un reducido
numero de tejidos en sitios inmuno-privilegiados. La expresion restrictiva de HLA-G se
altera en condiciones patoldgicas, observandose aumentos en los érganos injertados,
enfermedades inflamatorias, autoinmunes y virales (Moreau y cols., 2009). La
expresion de HLA-G esta controlada principalmente a nivel transcripcional por un Unico
gen promotor y, modulada por factores ambientales como IL-10, que ha mostrado que
incrementa fuertemente la transcripcion de HLA-G en cultivos de trofoblastos y
monocitos (Moreau y cols., 1999). En los ultimos afios, se ha demostrado que tanto la
expresion de mHLA-G en monocitos como de sHLA-G en plasma, aumenta
drasticamente durante la reactivacion de CMV (Yan y cols.,, 2009). Efecto
aparentemente mediado por la secreciéon de IL-10, homdloga a IL-10 humana,
codificada por CMV (Spencer y cols., 2002). Por tanto, aunque en nuestra serie de
trasplante cardiaco no se observd una asociacion significativa entre la reactivacion de
CMV vy la severidad de CAV, si se pudo detectar un aumento de sHLA-G en los
receptores con reactivacion de la infeccion de CMV, y con ello, una relacion directa
entre la reactivacién de CMV y el incremento de sHLA-G (p<0.03), asi como entre el

incremento de sHLA-G y el CAV no severo (p<0.01). Estos resultados sugieren que la
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reactivacion de CMV podria haber inducido un aumento de sHLA-G, que a largo plazo,
ofreceria proteccion frente a CAV.

En contraste con nuestros resultados, la infeccién por CMV se ha asociado con
el desarrollo acelerado de CAV y una disminucién en la supervivencia a 5 afios
(Valantine, 2004); Weill, 2001; Potena y cols., 2006). Sin embargo, la profilaxis con
ganciclovir podria haber cambiado la historia natural del CMV en el trasplante de
corazdn, y algunos estudios sugieren que el estatus de CMV de los receptores de
corazén y sus correspondientes donantes no influye necesariamente en el rechazo
agudo y/o crénico en términos de CAV (Luckraz y cols., 2003; Mahle y cols., 2009).
Aungue en nuestra serie no se ha podido demostrar una relacion significativa entre la
reactivacion de CMV y la severidad de CAV, el tratamiento profilactico con ganciclovir y
la terapia preventiva con estatinas (Wenke y cols., 2003), iniciada inmediatamente
después del trasplante en todos los receptores, podria haber atenuado los efectos
negativos de la reactivacion de CMV, a la vez que potenciado sus efectos
inmunomoduladores. En apoyo de esta hipdtesis, observamos que la expresion de
CD86 fue claramente superior en receptores que mostraron reactivacién de CMV y en
aquellos que mostraron CAV no severo, que puede indicar, como ya ha sido sugerido
(Gredmark y Soderberg-Nauclér, 2003), que la infeccion por CMV podria haber
bloqueado la diferenciacion de los monocitos a células dendriticas, y como
consecuencia, favorecido una respuesta inmunitaria mas tolerogénica.

Dado que la presentacion clinica de CAV es generalmente silenciosa y que no se
dispone de terapias eficaces, el diagndstico precoz y la prevencidén son criticos. El
tratamiento preventivo incluye la optimizacidon de la terapia inmunosupresora con
regimenes basados en inhibidores de la mTOR (Eisen y cols., 2003; Topilsky y cols.,
2012) y el tratamiento de la comorbilidad de CAV se debe iniciar de forma temprana,
ya que el mayor engrosamiento de la intima se produce durante el primer afio post-
trasplante. La cuantificaciéon de sHLA-G en suero, entre los 180 y 365 dias post-
trasplante, podria ofrecer un método complementario no invasivo para identificar a los
receptores con riesgo de CAV severo, candidatos para beneficiarse de terapias
preventivas tempranas. A pesar de que estos resultados preliminares deben ser
confirmados en series mas amplias, proporcionan una base clinica para utilizar la

cuantificacion de sHLA-G durante el primer afio post-trasplante, como un parametro

185



Discusion

temprano no invasivo con alta sensibilidad y especificidad, que permita a los clinicos

anticiparse meses, o incluso anos, a la evidencia clinica de CAV.
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CONCLUSIONES

En la serie de trasplante cardiaco estudiada en este trabajo de tesis no se aprecié
asociacion entre la edad, el sexo o la patologia que indico el trasplante y la
evolucién del injerto, atendiendo a la frecuencia y la severidad del rechazo agudo
y crénico. Por el contario las infecciones post-trasplante se relacionaron
inversamente con el rechazo agudo, lo que estaria indicando que una
inmunosupresion excesiva podria haber favorecido la aceptacion del injerto pero

aumentado el riesgo de sufrir infecciones.

El nivel de expresion de CD28 en la membrana de linfocitos T antes del
trasplante, mostré valores mas elevados en los pacientes que tras el trasplante
presentaron menor frecuencia de rechazo agudo, menor severidad de CAV vy, por
el contario, mayor numero de infecciones. En contraste, cifras mas elevadas de
células T CD8'CD28 y CD4'CD28 antes del trasplante se asociaron a CAV mas
severo. Estos biomarcadores, podrian ser de utilidad para predecir la evolucion
del injerto y con ello, facilitar el ajuste temprano de la terapia inmunosupresora

en cada paciente.

Nuestros resultados apoyan que la expresion de CD28 y la de receptores KIR2D
en linfocitos T de sangre periférica, son sensores del estado inmunoldgico de los
receptores de injertos de corazon y de higado. La sobreexpresion de CD28 en
linfocitos T CD4" y CD8" en los periodos de mayor frecuencia de rechazo agudo,
es indicativo de una alo-respuesta activa, mientras que la acumulacidon post-
trasplante de células T CD8'CD28 y CD8*CD28KIR2D" se correlaciona con una
mejor aceptacion temprana del injerto. Estos sensores no se vieron afectados
por las infecciones, a excepcion de CMV que aparentemente alteré la
modulacién de CD28 y la expansion de linfocitos T CD8'CD28 y CD8'CD28"
KIR2D".

El incremento post-trasplante, pero no el nivel pre-trasplante, de sHLA-G se
relacion6 directamente con proteccién frente CAV severo. Un perfil de células T
mas tolerogénicas (cifras elevadas de células CD8'CD28" y disminucién de CD28
en linfocitos CD4") se asocid al incremento en la concentracién de sHLA-G vy al
desarrollo de CAV menos severo. El incremento en la concentracion de sHLA-G
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también se asocid a la reactivacion de CMV, lo que sugiere, que dicha infeccién
podria haber inducido la sintesis de sHLA-G, que a largo plazo, favoreceria la
aceptacion del injerto.

Incrementos post-trasplante de la IMF de CD28 sobre linfocitos T CD4" de sangre
periférica superiores al 5%, y de sHLA-G en suero superiores al 0.062%, respecto
a sus valores pre-trasplante, se han establecido como biomarcadores de utilidad
clinica, con capacidad predictiva de rechazo agudo y crénico (CAV menos

severo), respectivamente.
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