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RESUMEN

Efecto de la aplicacion de vacunas sobre el desarrollo de anticuerpos anti-HLA de novo

Introduccidon. Para buscar factores sensibilizantes diferentes a los tradicionales, se propuso
determinar si la vacuna vs influenza induce el desarrollo de AcHLA y AcMICA en diferentes grupos
de pacientes y conocer la prevalencia de dichos anticuerpos en sujetos sanos no alosensibilizados.
Material y Métodos. Estudio de 2 partes: Parte 1: se determind la presencia y desarrollo de novo
de AcHLA y AcMICA en 3 grupos de pacientes que recibieron la vacuna contra influenza: A) 42
adultos sanos, B) 40 pacientes con IRCT y C) 25 receptores de trasplante renal (RTR). Se agregé un
grupo control de adultos sanos que rechazaron la vacuna: D) 22 controles. Se tomaron 8 muestras
de suero: previo a la vacunacidn, a la semana y mensualmente hasta completar 6 meses. Parte 2:
se buscé la prevalencia de dichos anticuerpos en sujetos masculinos no alosensibilizados. Todas las
muestras fueron analizadas con Labscreen Single Antigen® mediante Luminex. Se utilizé Chi
cuadrada para variables categéricas y T de Student o ANOVA de 1 via para las variables continuas.
Realizamos analisis multivariado con regresién logistica. Se considerd significativa una P < 0.05.
Resultados. Parte 1: La proporcién de anticuerpos de novo fue mayor en los pacientes con IRCT y
RTR, con 2.4%, 17.5%, 20% y 0% para los grupos A, B, C y D, respectivamente, al igual que los
anticuerpos preformados en 67%, 78%, 88% y 27% para esos mismos grupos. La presencia de
anticuerpos preformados fue el Unico factor predictor del desarrollo de anticuerpos de novo. Parte
2: Hasta en 84% de los sujetos no alosensibilizados se encontré al menos un anticuerpo positivo.
Conclusiones. Es factible el desarrollo de AcHLA y AcMICA de novo tras un estimulo externo
diferente a los antigenos HLA, aunque no todos los casos pueden ser adjudicados a la vacuna. La
prevalencia de anticuerpos “naturales” es muy alta en poblacién general y esto sugiere que existen

otros factores alosensibilizantes diferentes a los tradicionalmente aceptados.



I. MARCO TEORICO
I.1.- Introduccidn

No cabe duda que el mejor tratamiento de la insuficiencia renal crénica terminal es el
trasplante renal, sin embargo, no todos los pacientes tienen acceso a un trasplante y aquellos que
logran trasplantarse con frecuencia tienen antecedente de multiples transfusiones debido a la
anemia renal, han tenido un trasplante previo o son mujeres con uno o mds embarazos previos,
factores que favorecen el desarrollo de anticuerpos dirigidos contra antigenos leucocitarios
humanos (HLA) y contra la proteina A relacionada al complejo mayor de histocompatibilidad clase |
(MICA por sus siglas en inglés de Major histocompatibility complex -MHC- class | chain-relates
protein A). En el peor de los escenarios, cuando estos anticuerpos estdn dirigidos contra antigenos
HLA que tiene el potencial donador, puede producir una prueba cruzada positiva a pesar de tener
compatibilidad ABO, lo cual contraindicaria el trasplante si no se hace nada para eliminar dichos
anticuerpos. Por otro lado, si se generan después del trasplante pueden producir dafio agudo y/o

crénico que reducira la vida atil del injerto.

1.2.- Aspectos histéricos

Al final de los afios 1930’s, los genes ligados al MHC fueron identificados en modelos de
ratén por Gorer® y Snell®.

En 1952, Dausset y Rappaport describieron la molécula HLA mediante el estudio de
pacientes aloinmunizados®.

En 1964, el Dr. Paul I. Terasaki desarrolld y mostré las ventajas de la técnica de

microlinfotoxicidad para las pruebas cruzadas desplazando a las pruebas basadas en leucocitos



totales (que utilizaba cantidades mayores de suero y células), prueba que hasta el momento actual
es el estandar de oro para la compatibilidad donador-receptor previo a trasplante renal y donde
una prueba positiva habla de presencia de anticuerpos en el receptor dirigidos contra
especificidades antigénicas presentes en los linfocitos del donador, principalmente antigenos HLA®.

En 1966, Kissmeyer-Nielsen y Terasaki, casi simultdneamente, enfatizaron el rol de la
“inmunidad humoral” en la génesis del rechazo hiperagudo.

En 1967, Dausset y Rappaport mostraron la correlacién entre antigenos HLA compartidos
entre donador-receptor y sobrevida del injerto (determinada por los eventos de rechazo agudo),
sentando las bases para la asignacidn de érganos basado en el nimero de antigenos compartidos.
Tonegawa en 1978, sugirio que la respuesta humoral era determinada genéticamentes.

La rdpida expansién y disponibilidad de bases de datos que contienen las secuencias del
ADN vy diversas proteinas, aunado a la accesibilidad a herramientas de mapeo y analisis
comparativos de secuencias, han permitido la identificacion de genes homélogos y descripcidn de
nuevas familias de genes en una escala masiva®’. Por consiguiente, antigenos no clasicos o
antigenos menores han sido estudiados con mayor profundidad, como es el caso de los antigenos
MICA descritos por Bahram en 1994%y que paulatinamente han cobrado importancia por las
implicaciones clinicas del desarrollo de anticuerpos contra MICA en trasplante de érganos sélidos’.

Otros anticuerpos contra antigenos menores estan siendo explorados ante el hecho de que
pacientes con evidencia de pérdida del injerto temprana, secundaria a dafio mediado por
anticuerpos o en el contexto de trasplante de médula ésea con HLA idénticos que desarrollan

enfermedad de injerto contra el huésped, no muestran anticuerpos anti-HLA (AcHLA) o anti-MICA



(ACMICA) detectables™®. Sin embargo, hasta el momento solo hay métodos de laboratorio

comercialmente disponibles para medir AcHLA y AcMICA.

1.3.- El complejo mayor de histocompatibilidad y los antigenos HLA

Los genes del MHC son, con mucho, los mas polimérficos en el genoma humano y se
localizan en el cromosoma 6. Estos genes codifican los antigenos de superficie celular conocidos
comunmente como moléculas clase |, clase Il y clase Ill del MHC. En humanos, los antigenos clase |
clasicos (o antigenos MHC-Ia) son las moléculas HLA-A, HLA-B y HLA-C, pero también existen los no
clasicos (o antigenos MHC-Ib) como el HLA-E, HLA-F y HLA-G, moléculas con bajo nivel de
polimorfismo y muy baja expresién celular comparados con los antigenos cldsicos. Por otro lado,
los antigenos clase Il clasicos incluyen a las moléculas HLA-DP (Ay B), HLA-DQ (A y B) y HLA-DR (A y
B) (Figura I-1). En el contexto del laboratorio de histocompatibilidad para trasplante renal,
inicialmente solo se tipificaban las moléculas HLA-A y HLA-B, pero poco después se introdujeron las
moléculas HLA-DR. Actualmente se pueden tipificar el HLA-C, -DQ y —DP, pero varia de laboratorio
a laboratorio®. Estos antigenos son muy polimérficos (Tabla 1-1), de tal manera que se han
identificado multiples alelos y siguen incrementandose con el paso del tiempo (Figura 1.2)*.

Tabla I.1.- Polimorfismo de algunos genes del sistema HLA para el ailo 2010.

CLASE | No. Alelos CLASE Il No. Alelos Mic No. Alelos
HLA-A 1519 HLA-DRA 3 MICA 73
HLA-B 2069 HLA-DRB(1-9) 966 MICB 31
HLA-C 1016 HLA-DQA1 35

HLA-E 10 HLA-DQB1 144

HLA-F 22 HLA-DPA1 28

HLA-G 46 HLA-DPB1 145




Figura I.1.- Genes del sistema HLA.

MICB & MICA

MICC & MICD

MHC

MICF

MICG & MICE

Figura I.2.- Numero de alelos para genes clase | y Il del HLA a través del tiempo.

Number of alleles

4800 4
4600 A
4400 A
4200 A
4000 A
3800 A
3600 A
3400 4
3200 A
3000 A
2800 A
2600 A
2400 A
2200 A
2000 A
1800 A
1600 A
1400 A
1200 A
1000 A
800 A
600 A
400 A
200 A

1987

m(Class [ Alleles

U Class 11 alleles

1989

1990

1991

1992

(] g 2] el r~ o [+ o

o o =3} o o [+ o

o (=23 =33 (=] o o =3 (=1

= =1 = =1 - - - ~
Year

2001

2002
2003
2004

2005
2006
2007
2008
2009
2010

© SGE Marsh 12/2010




Esta gran variabilidad tiene implicaciones claras para el area de trasplantes. Esta diversidad
de polimorfismos de los antigenos del MHC hace que la probabilidad de que un potencial receptor
de trasplante renal encuentre un donador “no relacionado” con los mismos alelos HLA sea menor

de 1:1°000,000.

I.4.- Papel de los antigenos HLA y MICA en la presentacidon antigénica y generacion de
anticuerpos

Cuando una particula potencialmente sensibilizante ingresa al organismo de un humano
(como un germen, o en caso de alosensibilizacidn serian células nucleadas humanas que expresan
antigenos HLA en su superficie), la célula presentadora de antigenos —CPA- (células profesionales
encargada de presentar el antigeno a las células del sistema inmunolégico, cuyo representante
principal es la célula dendritica), procesard en su interior al antigeno en cuestién. Dicho
procesamiento es diferente si estan participando las moléculas del MHC clase | o clase Il. Para las
clase |, el germen o antigeno es fagocitado por la CPA, se procesan con ayuda del proteosoma
celular, donde son degradados a pequenos péptidos que pasan al reticulo endopldasmico donde se
llevard a cabo el acoplamiento con las moléculas del MHC y finalmente migrar a la superficie
celular donde sera expuesta. En el caso de las moléculas clase I, el germen o antigeno se traslada
al interior de la CPA por endocitosis y con ayuda de enzimas lisosomales seran degradados a
pequeiios péptidos dentro del mismo endosoma, donde se acoplardn a las moléculas del MHC
clase Il para finalmente unirse el endosoma a la membrana celular y de esta manera exponerse en
su superficie (Figura 1.3), que serd tomado por las moléculas del MHC localizadas en la superficie de

la célula y que son las encargadas de presentarselo al receptor de células T (TCR). Este receptor



reconocerd a los aminodcidos de los péptidos extrafios y a las moléculas HLA que lo estdn
presentando. Los genes del MHC, determinan los rearreglos en el locus del TCR y de esta manera
determina el espectro de antigenos que pueden ser reconocidos en la vida de un individuo. Cada
TCR es muy especifico para una secuencia particular de aminoécidos en un péptido antigénico’.

Figura 1.3.- Procesamiento de los antigenos en la célula presentadora de antigenos y su
acoplamiento a las moléculas clase | y Il del HLA.

Como se puede observar en la Figura |.4, la estructura de las moléculas MICy HLA clase | y Il
difieren. La diferencia principal es que la molécula HLA clase Il tiene 2 cadenas (a y B), cada una

con dos dominios extracelulares, dos transmembranales y dos colas intracitoplasmatica, mientras



que la molécula clase | y MIC, tienen una sola cadena (a) con tres dominios extracelulares, un
dominio transmembranal y una sola prolongacién intracitoplasmatica; estas ultimas difieren en el
hecho de que las moléculas clase | contienen una molécula de B2 microglobulina. Las moléculas
MIC no presentan antigeno sino que se unen al receptor de las células NK (NKG2D) de manera
directa para activarla’.

Figura 1.4.- Estructura de las moléculas MIC, de las moléculas clase | y Il del HLA, asi como
detalles de la presentacion antigénica.
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Sin embargo, como lo muestra la Figura 1.5, la célula B también puede ser activada ya sea
por citocinas liberadas por estas células T o NK activadas o directamente por la CPA, dando lugar a
una produccion de anticuerpos “antigeno-especificos”. De hecho, el linfocito B utiliza su

“anticuerpo-receptor” para ligar un antigeno correspondiente, el cual engloba y procesa. Esto



activa la transformacién de la célula B en una célula plasmatica que produce millones de copias del
mismo anticuerpo “antigeno-especifico”. Estos anticuerpos circulan en el torrente sanguineo en
busqueda de mas antigenos a los que se unen. Sin embargo, estos anticuerpos no pueden destruir,
por si mismos, a un organismo invasor o una célula extrafia, pero sirven de marcaje para que otras
células del sistema inmune lo hagan o que se agregue el complemento y este forme perforaciones

en el citoplasma de esa célula extraia a través del complejo de ataque del complemento.

Figura I.5.- Formacion de anticuerpos (tomada de Jeanne Kelly. National Cancer Institute.2004).
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I.5.- Métodos para medicion de anticuerpos anti-HLA y anti-MICA

Existen 4 técnicas de laboratorio para la deteccidn de anticuerpos anti-HLA y que en orden
cronoldgico de aparicidon en el mercado y de su sensibilidad para detectar los anticuerpos son: 1)
Método por citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), 2) Método de ELISA, 3) Método por
citometria de flujo (CF) y 4) Método por técnica de Luminex>.

Desde que se iniciaron las pruebas cruzadas en la década de los 60’s, utilizando leucocitos
totales, para posteriormente dar paso al uso de linfocitos con la técnica propuesta por Terasaki,
dichas pruebas lo que hacen es detectar anticuerpos del potencial receptor dirigidos contra
antigenos presentes en la superficie de la célula (ya sean HLA o no HLA, ambos “donador-
especificos”)4. Adicionalmente, podemos conocer el espectro de anticuerpos que tiene ese
potencial receptor, al analizar su suero contra un panel de linfocitos cuyos antigenos son conocidos
y expresar en término de porcentaje, el grado de sensibilizacion respecto a ese panel (%PRA, panel
de anticuerpos reactivos, por sus siglas en inglés). Estas técnicas denominadas citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC), posteriormente se modificaron para mejorar su sensibilidad,
agregando inmunoglobulina humana (CDC-AHG). Brevemente, para esta técnica se requieren 2 ml
de suero del receptor y 2-5 ml de sangre del donador, de donde mediante técnica de Ficoll se
separard el “botén” de linfocitos por densidades. Después de homogeneizar la concentracién de
linfocitos a 2,000 células x mcL, se toma un mcL y se mezcla con un mcL del suero a analizar (de
haber anticuerpos donador-especifico se unirdn a los linfocitos), después de incubar por 30
minutos se agrega complemento de conejo (para CDC-AHG se agregd antes inmunoglobulina) y se
incuba por 60 minutos (se une al complejo antigeno-anticuerpo y forma el complejo de ataque

para finalmente destruir al linfocito). Finalmente se agrega eosina (para diferenciar las células vivas
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de las lisadas) y se fija con formol para proceder a la lectura. La reaccién se clasifica segun el
porcentaje de células lisadas (Figura 1.6). Cabe sefialar que esta técnica también se usa para
tipificacion HLA de un sujeto, para lo cual se usan sueros previamente conocidos con un anticuerpo
especifico y en este caso para considerar una reaccion positiva se requiere el 20% de lisis*>.

Figura 1.6.- Interpretacion de la prueba cruzada por CDC y CDC-AHG (tomada de la American

Society for Histocompatibility and Immunogenetics, ASHI).
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Las pruebas de CDC, ELISA, CF y Luminex siguen los mismos principios generales como se
observa en la Figura I.7; los antigenos HLA y/o MICA estaran en la superficie de linfocitos (CDC y
CF), en las placas de ELISA o sobre microesferas de silicon (CF y Luminex), se agrega suero, un

. . . , 1
anticuerpo secundario contra IgG humana con marcaje y después de lavados, se hace la lectura™.
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Figura I.7.- Principios generales de la prueba de ELISA, Citometria de Flujo y Luminex.
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En el método de ELISA, los antigenos purificados se encuentran fijos al fondo de los
“pocillos” de la placa de ELISA, se aplica el suero a analizar, después de incubacién y lavados, se
aplica el anticuerpo secundario que tiene agregado una enzima que servira como marcador;
después de nueva incubacidn y lavado, se agrega el substrato que degrada la enzima y que sera
captado por el lector de ELISA (Figura 1.7)"**.

Para la citometria de flujo se puede utilizar tanto células que pueden ser linfocitos (para
medir AcHLA), monocitos (para medir AcMICA) o microesferas de latex recubiertas de antigenos
HLA y/o MICA purificados mediante tecnologia recombinante. A diferencia del ELISA, el marcaje del
anticuerpo secundario sera con materiales fluorescentes como ficoeritrina y mediante un lector se
medird la intensidad de la luminiscencia (Figura 1.7)1314,

Con el Luminex solo se pueden utilizar microesferas de latex cubiertas de antigenos
purificados. Las microesferas tienen en su interior una combinacion de dos colorantes, cuya
concentracion permite diferenciar hasta 100 microesferas diferentes. Cada una tendra diferentes
antigenos en su superficie, de tal manera que el lector reconocera mediante un laser de que
microesfera se trata (y el software especializado sabra que antigenos corresponde) y el segundo
laser medird la luminiscencia (Figura 1.7). La ventaja de esta técnica es que se pueden incubar con
cada suero hasta 100 microesferas (digase antigenos o combinacién de antigenos) diferentes y se
pueden leer hasta 96 muestras en una sola placa (94 sueros diferentes con sus respectivos
controles negativo y positivo), con lo que se ahorra mucho tiempo. Como dato adicional, Luminex
tiene una exactitud en el volumen de suero analizado de +5%, exactitud de la clasificacién de las
microesferas de >80%, puede trasladar muestra a la siguiente lectura en menos de 0.9% y detecta

1000 fluorocromos de ficoeritrina por microesfera. 13,14,15,16,17
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Cabe sefialar que estos métodos que utilizan antigenos purificados suelen tener 3 tipos
diferentes de reactivos: 1) Escrutinio o tamizaje.- es la mas econdmica porque utiliza menos
microesferas o pocillos de ELISA y en cada uno se combina hasta 18 antigenos diferentes (eso si, de
manera separada los clase | y clase Il). 2) Para %PRA o de fenotipo.- En esta prueba de costo
intermedio, cada microesfera o pocillo de ELISA semeja el fenotipo de una célula, es decir, combina
6 antigenos clase | (2 de locus A, 2 de locus B y 2 de locus C) o 6 antigenos clase Il (2 de locus DR, 2
de locus DQy 2 de locus DP). 3) De antigeno Unico o “Single Antigen”.- En la cual cada microesfera
o pocillo contiene un solo antigeno ya sea de clase | o clase Il. Si bien, el nimero total de antigenos
explorados es parecido, en los 2 primeros no podemos saber con certeza contra cual antigeno esta
dirigido el anticuerpo dado que existen varios combinados, mientras que con “single antigen” se
conoce perfectamente la especificidad de los anticuerpos®.

Lo que suele hacerse en gran parte de los laboratorios a nivel internacional es que cada uno
selecciona la técnica que mejor se adapte a su laboratorio, ya sea por la capacitacion de su
personal o por el equipamiento al momento de iniciar con esas pruebas. Por otro lado,
independientemente de la técnica utilizada, por cuestion de costos, los sueros pretrasplante se
analizan para conocer el %PRA ya que con el valor de %PRA se establece grado de riesgo
inmunolégico. Para otro tipo de mediciones o seguimiento postrasplante, suele usarse pruebas de
escrutinio y solo si salen positivas se corre el “Single Antigen”. Pero indudablemente que para
estudios como el presente, si queremos conocer con certeza que anticuerpos se generaron, se
debe utilizar el método mas sensible (Luminex) y con la prueba de “Single Antigen”.

En la Tabla I.2 se muestran algunas caracteristicas. Aquellos métodos que usan superficie

celular detectaran antigenos HLA y No-HLA presentes en la misma, pero solo aquellos con
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capacidad de fijar complemento. Aquellos como ELISA, citometria de flujo y luminex que usan
antigenos purificados, solo detectaran los antigenos HLA y/o MICA en cuestion, pero pueden
detectar anticuerpos con y sin capacidad de fijar complemento. Si bien, los anticuerpos que nos
interesan son los IgG (en sus 4 variantes, fijen o no fijen complemento), se pueden detectar IgA e
IgM si se cambia el anticuerpo secundario (normalmente es una IgG de carnero anti-IgG humana).
Ahora bien, los métodos que usan superficie celular siempre detectardn anticuerpos de interés
clinico y especificos del donador (o donante de esas células) pero solo aquellos que fijan
complemento, mientras que aquellos que usan antigenos purificados pueden detectar anticuerpos
especificos e inespecificos, que fijan y no fijan complemento, es decir, tiene una mayor capacidad

de deteccidn, pero puede ser que detecte anticuerpos que no tengan significancia clinica.

Tabla I.2.- Técnicas para deteccidn de anticuerpos y algunas de sus caracteristicas.

TECNICA DE SUPERFICIE Prucba TIPO DE PRUE,Z?n e MICA
LABORATORIO UTILIZADA Tamizaje | %PRA . & ”
Cruzada Antigen

CDCy CDC-AHG Membrana celular +++ - + - -
ELISA Placas de ELISA - + + + +
CITOMETRIA DE | Membrana celulary Debe usar

. i ++ + + ++ )
FLUJO Microesferas de latex Monocitos
LUMINEX Microesferas de latex - + + +++ +++

1.6.- Implicaciones clinicas de los anticuerpos anti-HLA y anti-MICA en trasplante renal

En la actualidad y a pesar de una prueba cruzada negativa entre el donador y el receptor, la
mayoria de centros de trasplantes hacen una busqueda dirigida de anticuerpos anti-HLA (AcHLA)
mediante la determinacion de Panel de Anticuerpos Reactivos y que se expresa en porcentaje

(%PRA). La sensibilidad de esta prueba, permite documentar la presencia de anticuerpos IgG
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contra diversas especificidades antigénicas HLA Clase | y Clase Il. Recientemente, se ha logrado
desarrollar tecnologia que ademas de anticuerpos anti-HLA, detecten anticuerpos dirigidos contra
la molécula MICA, sobre todo con técnica de ELISAY y con Luminex®’. Cabe sefialar que debido a
que las moléculas MICA no se expresan en linfocitos, no se puede detectar por CDC o CDC-AHG; sin
embargo, esta molécula se expresa en monocitos, por lo que es factible separarlos por citometria
de flujo para hacer pruebas cruzadas con monocitos y entonces detectar los anticuerpos anti-MICA
con técnicas basadas en membrana celular.

21,22

La presencia de AcHLA y AcMICA preformados antes del trasplante, al igual que aquellos

desarrollados de novo postrasplante,23’24’25’26 han sido asociados con un peor prondstico del injerto

renal. Los estudios muestran una asociacion de estos anticuerpos con rechazo agudo,27’28’29’30

31,32

rechazo crénico®?y con una disminucion en la sobrevida del injerto renal.*®**3*3> Actualmente,

no hay duda que cuando los AcHLA estan dirigidos contra los antigenos presentes en el injerto se

36,37,38

incrementa el riesgo de complicaciones inmunolégicas y la pérdida del injerto, sin embargo,

también los anticuerpos que no son especificos contra dichos antigenos juegan un papel
importante en la agresién inmunoldgica del injerto.>>*%

En nuestro Instituto realizamos un estudio transversal en una cohorte de pacientes
receptores de trasplante renal (RTR) con injerto funcional, encontrando una prevalencia de
anticuerpos anti-HLA del 22%. La presencia de estos anticuerpos no tuvo asociacién con el grado
de funcién renal, sin embargo, debemos tomar en cuenta que se trataba de una cohorte de
supervivientes y desconocemos si aquellos que perdieron el injerto tenfan anticuerpos anti-HLA.*!

Sin embargo, al darle seguimiento durante mas de 2 afios a este mismo grupo de pacientes, fue

evidente que aquellos que tenian AcHLA y simultdneamente AcMICA tuvieron mayor deterioro de
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la funcion renal medida tanto por creatinina sérica como por tasa de filtrado glomerular42 y menor
sobrevida del injerto®, comparado con aquellos pacientes que solo tenian AcHLA, solo tenian

AcMICA o no tenian anticuerpos detectables, lo que habla de un efecto aditivo.

I.7.- ¢Es posible la generacidon de anticuerpos anti-HLA y anti-MICA por vias diferentes a la
aloinmunizacion?

Historicamente ha sido aceptado que la Unica via para que un individuo presente AcHLA es
que haya sido aloinmunizado mediante transfusiones de productos sanguineos, trasplantes de
tejidos o embarazos; es decir, mediante la exposicién de un sujeto a células humanas que expresan
en su superficie antigenos HLA y/o MICA. Sin embargo, trabajos previos de nuestro grupo han
hecho evidente el desarrollo de AcHLA de novo postrasplante dirigidos contra especificidades
diferentes a las presentes en el injerto, aun sin haber sido transfundidos durante la cirugia.*
Adicionalmente, otros estudios han mostrado la presencia de AcHLA inespecificos en pacientes con
pérdida del injerto asociados a rechazo agudos.”

Otro motivo para sospechar que hay otras vias de sensibilizacién es que cuando se analizan
pacientes multitransfundidos®® o pacientes en lista de espera para trasplante renal de donador
fallecido®’, dichos pacientes presentan una gran cantidad de anticuerpos dirigidos contra una
variedad de especificidades mas alld de lo esperado para los antigenos prevalentes en esa
poblacion y de donde eventualmente pertenece la fuente de sensibilizacién (de ahi deberian haber
salido los donadores de sangre o del 6rgano previo para segundos trasplantes).

Motivados por esa interrogante, desde enero del 2004 iniciamos un estudio prospectivo

que incluyé a todos los RTR sometidos a trasplante en 2004 y 2005, para conocer el
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comportamiento de los anticuerpos anti-HLA durante el primer afio postrasplante y su efecto
sobre la funcidn e histologia del injerto renal al afio de seguimiento. Para tal efecto, se hicieron
determinaciones del %PRA antes del trasplante, asi como a las 2 semanas y mensualmente hasta
completar un aifo postrasplante, con biopsia del injerto al momento del trasplante y al afo. Los
resultados mostraron que 21/29 (72%) de los RTR que tenian PRA negativo pretrasplante,
desarrollaron AcHLA de novo durante el primer afio de seguimiento y solo en 5 de ellos estaban
dirigidos contra los antigenos presentes en el injerto. Por otro lado, el comportamiento del %PRA
fue muy inconstante, ya que la mayoria de pacientes mostraban %PRA muy diferente en cada
medicién e incluso con periodos negativos. En este estudio, el tener un %PRA negativo se asocid
con histologia normal en la biopsia del injerto al afio de seguimiento. No hubo asociacion entre
desarrollo de AcHLA y deterioro de la funcién renal*. Dentro de este mismo estudio, se analizé el
comportamiento de la respuesta inmune celular mediante la cuantificacién de la subpoblacién de
células T reguladoras, encontrando que dicha subpoblacidon era menor cuando se generaban los
AcHLA.*®

Después de analizar los resultados de estos estudios y tomando en cuenta que la
generacion de AcHLA en contra de especificidades diferentes a las presentes en el injerto es un
fenédmeno que no ha sido esclarecido, surgiod la pregunta de si éalgunos estimulos antigénicos
diferentes a antigenos HLA podrian inducir la formacion de AcHLA y/o AcMICA como parte de una
respuesta inespecifica? Para intentar responder esta pregunta, la realizamos un estudio clinico,*
que incluyé 20 sujetos adultos voluntarios, trabajadores de la salud (10 hombres y 10 mujeres), sin
enfermedades autoinmunes o tratamiento inmunosupresor y que tuvieran el antecedente de por

lo menos una aplicacién de vacuna contra el VHB. Como estimulo antigénico se aplicaron 20 mcg
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de vacuna recombinante vs VHB y la prueba de intradermoreaccién con PPD. La determinacién de
AcHLA Clase | y Clase Il se realizé antes del estimulo antigénico (BASAL), en la semana 1, 4y 7
posteriores al estimulo antigénico mediante LABScreen PRA para LUMINEX . Solo una mujer tenia
un PRA clase | de 31% en la muestra basal y no se modificd a la semana, el resto de individuos
tuvieron un 0% de PRA basal y a la semana. Para la semana 4, 8/20 sujetos desarrollaron AcHLA de
novo (p=0.004) y en la semana 7, se agrego otro sujeto, mientras que dos negativizaron los AcHLA.
A todos los sujetos se les tipific6 el HLA y se confirmdé que eran aloanticuerpos y no
autoanticuerpos. Adicionalmente, se realizé prueba de linfocitotoxicidad con el suero de los
sujetos positivos y en 6/9 se corroboré capacidad de citotoxicidad mediada por complemento, por
lo que no deja duda que se trataban de AcHLA. No se encontré asociacién entre desarrollo de
AcHLA e historia de transfusiones, embarazos, género, uso de farmacos, historia de cirugias,
respuesta al PPD o a la vacuna vs VHB. Tampoco hubo correlacién entre nivel de PRA y los titulos
de AcAgs del VHB o tamano de induracidon postaplicaciéon del PPD. Los resultados obtenidos
demostraron que puede haber generacién de AcHLA (aloanticuerpos) en individuos expuestos a
estimulos antigénicos distintos a moléculas HLA (como vacunas y/o PPD) y que no corresponde a
una respuesta anamnésica sino a una respuesta primaria dado el tiempo de aparicién de dichos
anticuerpos. Una de las limitantes de este estudio, a pesar de que se analizaron las muestras con
Luminex, fue que se utilizé el reactivo LABScreen PRA donde las microesferas de latex contienen 6
antigenos diferentes y solo se analizaron con Single Antigen (microesferas con un solo antigeno) las
muestras positivas, por lo que no se puede descartar del todo que hubiera anticuerpos a niveles
bajos desde la muestra basal y que no fueran detectados con la prueba utilizada; adicionalmente,

los sueros fueron analizados en tiempos diferentes para un mismo paciente lo que pudiera explicar
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algo de su variabilidad. Por otro lado, solo incluimos sujetos sanos de tal manera que los datos no
se pueden extrapolar a la poblacién blanco que nos interesa como son los pacientes con
insuficiencia renal crénica terminal (IRCT) en lista de espera de trasplante renal o los pacientes ya
trasplantados.

Esto motivé el desarrollo del presente estudio, con el objeto de determinar si la vacuna
contra influenza (que se aplica cada afio a pacientes con IRCT y trasplantados), induce el desarrollo
de AcHLA y AcMICA tanto en poblacidn sana, como poblacién con insuficiencia renal crénica
terminal (potenciales receptores de trasplante renal) y pacientes trasplantados, ademas de
conocer su comportamiento a lo largo de 6 meses. Pero todo esto quedaria incompleto si no
conocemos la prevalencia de dichos anticuerpos en la poblacién general, ya que de corroborarse
su existencia en sujetos sanos, explicaria el hallazgo o formacién de anticuerpos inespecificos en
pacientes trasplantados. Hay que recordar que otros tipos de anticuerpos (sobretodo en
autoinmunidad, que es una situacion diferente) se pueden encontrar hasta en un 7% de la
poblacién general sin que haya evidencia de enfermedad, como anticuerpos antinucleares, anti-
DNA, anti-fosfolipidos, entre otros, por lo que no seria tan extrafio que un porcentaje similar de

sujetos sanos tuvieran algun tipo de anticuerpo anti-HLA y/o anti-MICA.
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estd demostrado que cuando los AcHLA de novo estdn dirigidos contra los antigenos
presentes en el injerto son mas factibles las complicaciones inmunolégicas y la pérdida del injerto,
sin embargo, también los anticuerpos que no son especificos contra dichos antigenos juegan un
papel importante en la agresion inmunoldgica del injerto. La experiencia obtenida hasta el
momento tanto en nuestro centro como por otros grupos dedicados al trasplante renal, muestra
que gran parte de los pacientes RTR desarrollaran AcHLA y AcMICA inespecificos en el periodo

postrasplante sin que conozcamos él o los estimulos que dieron lugar a su desarrollo.

Si bien, el estudio que dio paso al desarrollo del presente, mostré que la aplicacion de la
vacuna vs VHB y PPD pueden originarlos, sera interesante determinar si otras vacunas producen el
mismo efecto en distintos grupos de poblacidn, especialmente los pacientes con insuficiencia renal
(poblacidn potencialmente trasplantable) y los pacientes trasplantados con un injerto funcional, ya

gue estdn sujetos a la aplicacién de vacunas de manera periddica.

Adicionalmente, el determinar la prevalencia de anticuerpos “naturales” anti-HLA y anti-
MICA en poblacidon sana sin historia de aloinmunizacidn, vendria a fortalecer la informacién
generada con el estudio clinico de las vacunas, cualquiera que fuere el resultado, dado que

tendriamos de donde partir para interpretar los resultados de este y futuros estudios.

Por lo anterior, las preguntas que se planted contestar con este estudio fueron:

¢éLa aplicacién de vacuna contra influenza es capaz de inducir el desarrollo de AcHLA y AcMICA?

éExisten AcHLA y AcMICA naturales en la poblacion general sin historia de aloinmunizacién y cual

es su prevalencia?
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Il JUSTIFICACION.

A la luz de los estudios conocidos hasta el momento, queda claro que la presencia de AcHLA
y AcMICA desde la etapa pretrasplante, asi como su generacién de novo, estan asociados a un peor
prondstico del injerto renal, debido a su asociacién con un mayor riesgo de rechazo agudo, rechazo
cronico y menor sobrevida del injerto. Esta asociacidn es mas importante si los anticuerpos estan

dirigidos contra especificidades antigénicas presentes en el injerto.

Los resultados obtenidos en nuestro Instituto, muestran que otros estimulos antigénicos
(en este caso la vacuna vs VHB y el PPD) son capaces de inducir la generacion de AcHLA en

poblaciéon sana. Sin embargo, no sabemos si esto serd reproducible con otras vacunas.

También se desconoce si lo anterior es aplicable a la poblacién de pacientes con
insuficiencia renal o con trasplante renal y si dichos estimulos serdn capaces de producir

anticuerpos dirigidos contra especificidades antigénicas presentes en el injerto.

En caso de demostrarse que es posible la generacion de AcHLA y AcMICA, se deberdn tomar
medidas encaminadas a definir la conducta que se debera de seguir respecto a la vacunacién de la
poblacién trasplantada o potencialmente trasplantable, sobre todo si en los trasplantados se

pudieran generar anticuerpos donador especificos que son los de peor prondstico.

Por otro lado, es de vital importancia conocer si existen AcHLA “naturales” en la poblacidn
general y de ser asi, caracterizarlos, ya que esto modificaria la clasificacién de riesgo inmunolégico
gue usamos previo al trasplante e incluso, modificaria las estrategias de asignacién de érganos que
utilizan algunos paises, donde incluso se llegan a descartar algunos potenciales receptores de

trasplante para recibir un érgano basados en su perfil de anticuerpos.
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IV HIPOTESIS

Hipétesis de trabajo:

1. Los pacientes sometidos a la aplicacidon de vacuna contra influenza desarrollaran AcHLA y/o

AcMICA de novo post-vacunacién en 30% o mas de los casos.

2. La prevalencia de AcHLA en sujetos sin historia de alosensibilizacion sera menor o igual al

10%.

Hipétesis Nula:

1. La aplicacién de la vacuna contra influenza a los pacientes producira AcHLA y/o AcMICA de

novo post-vacunacion en menos del 30% de los casos.

2. La prevalencia de AcHLA en sujetos sin historia de alosensibilizacién sera mayor del 10%.
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V OBJETIVOS

Objetivo Primario:

e Conocer si la aplicacién de la vacuna contra Influenza puede generar AcHLA y/o AcMICA de
novo tanto en poblacién sana como en pacientes con insuficiencia renal y pacientes

trasplantados.

Objetivos secundarios:

e Conocer el comportamiento de los AcHLA y AcMICA durante un periodo de 6 meses.

e Establecer la prevalencia de anticuerpos anti-HLA en poblacion sin historia de

aloinmunizacion.
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VI METODOLOGIA
El presente trabajo se conforma de 2 partes independientes pero a su vez complementarias.

a) Disefno. Parte 1) Es un estudio clinico de asociacién causal, prospectivo, abierto, no aleatorizado
con grupo control sin intervencién. Parte 2) Adicionalmente se realizdé un estudio de prevalencia

que es transversal, observacional y descriptivo.

b) Poblacidon de este estudio. Parte 1) Sujetos a quienes se les aplicéd la vacuna contra influenza
dentro del Instituto y un grupo de voluntarios sanos sin historia de aloinmunizacién y que
rechazaron la aplicacion de la vacuna. Parte 2) Para el estudio de prevalencia se tomd sujetos del

género masculino sanos, donadores de sangre del Instituto.

c) Grupos de estudio (aplica solo a Parte 1): Se formaron 4 grupos de poblaciones diferentes, tres
de ellos recibieron la vacuna contra influenza y se formaron de la siguiente manera: 1) Poblacién
sana o sin enfermedades relevantes conocidas, 2) Pacientes con insuficiencia renal sin trasplante y
3) Trasplantados renales. 4) Sujetos sanos sin historia de aloinmunizacién y que no recibieron la

vacuna contra influenza (de hecho se les ofrecid y la rechazaron).

d) Lugar de realizacion. Departamento de Nefrologia y Metabolismo Mineral en colaboracién con
el Departamento de Trasplantes, Epidemiologia Hospitalaria y el Banco de Sangre. Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran, Ciudad de México, D.F. México. Todas
las muestras fueron procesadas por el alumno de doctorado en: Terasaki Foundation Laboratory:

11570 W. Olympic Blvd. Los Angeles, CA. USA. 90064.

e) Periodo de tiempo. Marzo del 2007 a febrero del 2009.
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f) Tiempo de seguimiento de cada paciente (solo aplica a Parte 1). Para fines de observar el efecto
de la vacuna fue suficiente el seguimiento durante 1 mes y para ver el comportamiento de los

anticuerpos se siguieron durante 6 meses.

g) Criterios de inclusion:

Para los grupos que recibieron la vacuna contra influenza (Parte 1):

Mayores de 18 afios.

e Pacientes que tienen expediente clinico en el Instituto o sujetos sanos que laboran

dentro del mismo.

e Que su lugar de residencia sea dentro del drea urbana de esta ciudad.

e Aquellos que aceptaron su inclusion en el estudio y firmaron el consentimiento

informado.

Para el grupo control sin vacuna (Parte 1):

e Mayores de 18 anos.

e Sujetos sanos que laboran dentro del mismo.

e Sin historia de eventos de aloinmunizacion.

e Que hayan rechazado la aplicacién de la vacuna por decision propia.

e Que su lugar de residencia sea dentro del drea urbana de esta ciudad.

e Que acepten su inclusion en el estudio y firmen el consentimiento informado.

Para establecer la prevalencia (Parte 2):
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e Mayores de 18 afos.

e Sujetos sanos, donadores de sangre del Instituto.

e Masculinos.

e Sin historia de trasplantes de érganos y/o tejidos.

e Sin historia de transfusiones o cirugias mayores.

e Que acepten su inclusion en el estudio y firmen el consentimiento informado.

h) Criterios de exclusion.

e Quienes hayan recibido otra vacuna dentro de los 6 meses previos a la vacuna actual.

Solo parte 1:

e Aquellas personas que recibieron mas de una vacuna simultaneamente.

o Aquellos en quienes fuera predecible una falta de cumplimiento a las citas para las

evaluaciones y toma de muestras.

i) Criterios de eliminacion.

e Para los pacientes de la parte 1, quienes no completen las primeras 3 visitas (1 mes de

seguimiento).

e Para el estudio de prevalencia se eliminaron los casos donde el escrutinio infeccioso

mostrara la presencia de una infeccidn subclinica.

j) Tamafio de la muestra.
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Dado que el objetivo principal es ver el efecto de la vacuna sobre el desarrollo de AcHLA, se
utilizé una férmula para proporciones pareadas o para un estudio antes-después. En el estudio
piloto que hicimos previamente en sujetos sanos, observamos que después de la vacuna, el 45%
desarrolld6 AcHLA de novo. Para fines de este estudio y dado que incluiremos poblacién
inmunocomprometida, nuestra hipdtesis es que por lo menos el 30% de los sujetos desarrollara
AcHLA de novo. Con un intervalo de confianza del 95% y un poder del 80% nos da un tamafo de
muestra minimo de 24 pares (en este caso 24 pacientes antes y después de la vacuna). Cabe

sefialar que se calculd este nimero para cada uno de los grupos a estudiar.

k) Variables.

Variable dependiente: AcHLA y AcMICA (pre-vacunacion y en cada determinacion), tipos y titulo de
AcHLA y AcMICA presentes, AcHLA y AcMICA de novo, capacidad de linfocitotoxicidad de los

AcHLA.

Variables independientes: Edad, genero, historia de transfusiones, nimero de transfusiones,
tiempo desde la ultima transfusion, historia de embarazos, nimero de embarazos, nimero de
abortos, tiempo desde el ultimo embarazo, historia de cirugias, nimero y tipo de cirugias, historia
de vacunacidén (contra hepatitis A y B, influenza, neumococo, tétanos, sarampion/rubéola), tiempo
de la dltima vacuna (para cada una), niumero y motivo de hospitalizaciones desde los 6 meses
previos a su ingreso al estudio y durante todo el estudio, nimero y tipo de infecciones de los 6
meses previos hasta el final de estudio, embarazos durante el estudio, cirugias durante el estudio,

tipo de medicamentos que toma desde los 6 meses previos y hasta el final del estudio, muerte.
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Variables adicionales para los pacientes con IRCT: tiempo en terapia sustitutiva, tipo de dialisis,

cambio de modalidad de TS durante el estudio, enfermedad renal original, comorbilidad, uso de

esteroides y otros inmunosupresores previo al estudio.

Variables adicionales para los pacientes trasplantados: tiempo desde el trasplante, tipo de

donador, nimero de trasplante, creatinina sérica, tasa de filtrado glomerular estimada a su ingreso

al estudio, eventos de rechazos agudo previos y durante el estudio.

I) Definicion de variables.

VARIABLE DEFINICION TIPO DE | UNIDAD DE
VARIABLE MEDICION
AcHLA Positividad para presencia de AcHLA | Nominal Dicotdmica:
obtenida mediante “Single Antigen Positivo o
para clase | y/o clase Il. Negativo
AcMICA Positividad para presencia de|Nominal Dicotdmica:
AcMICA obtenida mediante “Single Positi
ositivo 0
Antigen" para MICA. Negativo
Tipo de AcHLA Especificidad HLA contra la cual esta | Nominal Nombre de las

dirigido el AcHLA  obtenida
mediante el anadlisis de “Single

Antigen" para clase | y clase Il.

especificidades
antigénicas

AcHLA

del
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Tipo de AcMICA | Especificidad MICA contra la cual |Nominal Nombre de |las
estd dirigido el AcMICA obtenida especificidades
mediante el andlisis de “Labscreen- antigénicas del
Single Antigen" para MICA. AcMICA

AcHLA de novo Aparicion de AcHLA no existentes | Nominal Dicotdmica:
antes de la vacuna, corroborados Si 6 No
por prueba de “single antigen”.

Capacidad de | Capacidad de lisis celular de los|Nominal Dicotdmica:

linfocitotoxicidad |AcHLA  determinada  mediante ,

SioNo

de los AcHLA prueba de linfocitotoxicidad.

Edad Tiempo transcurrido desde su|Cuantitativa |Afos
nacimiento hasta el momento de |continua
inclusidn al estudio.

Genero Condicién organica que distingue al | Nominal Masculino
hombre de la mujer. E .

emenino

Historia de | Antecedente de haber recibido una | Nominal Dicotdmica:

transfusiones transfusion de hemoderivados. ,

SioNo

Numero de|Numero de transfusiones de|Cuantitativa Numero de

transfusiones hemoderivados. continua unidades

Tiempo desde la|Tiempo en meses desde la ultima|Cuantitativa |[Meses
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ultima transfusion de hemoderivados continua

transfusion

Historia de | Antecedente de embarazos Nominal Dicotdmica:

embarazos Si o No

Numero de [ NUumero de embarazos, | Cuantitativa Numero de

embarazos independientemente de su | continua embarazos
desenlace

Numero de | NUmero de abortos Cuantitativa |Numero de

abortos continua abortos

Tiempo desde el|Tiempo en meses entre el|Cuantitativa [Meses

ultimo embarazo |desenlace del ultimo embarazo y su | continua
ingreso al estudio.

Historia de | Antecedente de cirugia mayor. Nominal Dicotdmica:

cirugias Si o No

Numero de|NUumero de cirugias mayores a las|Cuantitativa |Numero de

cirugias gue ha sido sometido. continua cirugias

Tipo de cirugia Nombre de la cirugia a la que fue [ Nominal Nombre de |Ia
sometido. cirugia

Historia de | Referencia de haber recibido alguna | Nominal Nombre de cada

de las siguientes vacunas: a
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vacunacion

hepatitis A y B, influenza,

neumococo, tétanos,

sarampion/rubéola y otras.

una de las vacunas

Tiempo de la|Tiempo desde la ultima dosis de|Nominal Meses

ultima vacuna cada vacuna.

Numero de |NUmero de hospitalizaciones desde | Cuantitativa | Numero de

hospitalizaciones |los 6 meses previos a su ingreso al | continua hospitalizaciones
estudio y durante todo el estudio

Motivo de | Motivo principal o mds importante | Nominal Motivo  principal

hospitalizaciones |que motivd la hospitalizaciéon, desde de la

los 6 meses previos a su ingreso al

estudio y durante todo el estudio

hospitalizacién

Numero de | NUumero de infecciones desde los 6 | Cuantitativa |Numero de

infecciones meses previos hasta el final de|continua episodios de
estudio infecciones

Tipo de | Diagndstico  final del proceso|Nominal Nombre del

infecciones infeccioso. diagnéstico

Tipo de | Nombre de los medicamentos que | Nominal Nombre de los

medicamentos

que usa

usé desde los 6 meses previos y

hasta el final del estudio

medicamentos
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Muerte Caso de muerte corroborada. Nominal Dicotémica:
SioNo

Tiempo en|Numero de meses en terapia|Cuantitativa Numero de meses

terapia sustitutiva | sustitutiva al momento de su|continua
ingreso al estudio.

Tipo de dialisis Tipo de didlisis que recibe al|Nominal Didlisis peritoneal
momento de su ingreso al estudio: o Hemodialisis
dialisis peritoneal o hemodialisis.

Cambio de | El paso entre dialisis peritoneal a|Nominal Dicotdmica:

modalidad de | hemodidlisis o trasplante renal. ,

SioNo

Terapia

sustitutiva

Enfermedad renal [ Nombre de la enfermedad que lo|Nominal DM, HTA, ERPAD,

original llevé a IRCT. Glomerulonefritis,

gota, otras.

Comorbilidad Enfermedades vya conocidas vy |Nominal Nombre de la(s)
reportadas en el expediente. enfermedad(es)

Uso de esteroides | Historia de uso de esteroides de|Nominal Dicotdmica:

previo manera crénica previo al ingreso. Si 0 No
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Uso de| Historia de uso de [ Nominal Dicotémica:
inmunosupresores| inmunosupresores  diferentes a ,
Sio No
previo esteroides de manera crénica
previo al ingreso.
Tiempo desde el |Tiempo desde el dia del trasplante | Cuantitativa |Meses
trasplante hasta el ingreso al estudio continua
Tipo de donador |[Indica si el donador fue vivo o|Nominal Donador Vivo o
cadavérico. cadavérico
Numero de|Se refiere al niumero de érganos|Cuantitativa |Numero
trasplante gue ha recibido. continua
Creatinina sérica | Nivel sérico de creatinina Cuantitativa [ mg/dl.
continua
Tasa de filtrado|Tasa de filtrado  glomerular|Cuantitativa |mL/min.
glomerular estimada por férmula del MDRD. continua
estimada
Rechazo agudo Si ha tenido eventos de rechazo |Nominal Dicotémica:
agudo corroborados por biopsia Si 6 No
antes o durante el estudio.
Numero de | Cantidad total de rechazos agudos |Cuantitativa |Numero de

rechazos agudos

continua

rechazos agudos
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m) Procedimientos.

Reclutamiento de pacientes. Parte 1: En el Instituto se cuenta con una unidad de vacunacion para
adultos, a donde acuden todos los pacientes o personal del Instituto para recibir las vacunas
correspondientes. Adicionalmente, un equipo del departamento de Epidemiologia Hospitalaria
hace campafias de vacunacién entre los trabajadores del instituto, pasando por todas las areas de
trabajo del hospital a vacunarlos, sobre todo para Influenza. Los pacientes que corresponden a los
3 grupos que recibieron la vacuna contra influenza fueron reclutados por un miembro del equipo,
que permanecia gran parte del tiempo en la unidad de vacunacién y otro miembro que
acompafiaba al personal de Epidemiologia a los diferentes Departamentos del Instituto. Los
voluntarios que rechazaron la aplicaciéon de la vacuna corresponden principalmente a personal de
los Departamentos de Nefrologia y Trasplantes, de los cuales se tenia conocimiento que no
deseaban vacunarse y se complementd con otros voluntarios de otros departamentos detectados

por el personal de epidemiologia durante la campafia de vacunacion.

Parte 2: Para cubrir el objetivo de establecer la prevalencia de anticuerpos anti-HLA en poblacién
general, se reclutaron sujetos sanos, aceptados como donadores de sangre, sin historia de factores
alosensibilizantes y del género masculino (para eliminar toda posibilidad de alosensibilizacién por

un “microaborto” que hubiera pasado desapercibido).

Invitacion al estudio y firma del consentimiento informado. Fase 1: Antes de su vacunacion se les
explicaba el estudio y de aceptar, se les tomaba las muestras basales en ese momento, previa
firma del consentimiento. Fase 2: En el caso de los donadores de sangre, se les invitaba en ese
momento y de aceptar, se solicitaba firmar el consentimiento informado y la muestra era tomada

inmediatamente después de la linea de la sangria (muestra Unica).
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Maniobra (estimulo antigénico), solo Parte 1. Como estimulo antigénico se utilizé la aplicacion de
la vacuna contra influenza, indicada por los médicos tratantes o por la campaia de vacunacion

contra Influenza que hace el Instituto para cada temporada de invierno.

Seguimiento de los pacientes. Las visitas de seguimiento se llevaron a cabo en el departamento de
trasplantes donde el investigador principal u otro miembro del equipo, ademas de recolectar las
muestras, interrogaban a los sujetos para obtener informacién de las variables a medir durante el
seguimiento incluyendo la exposiciéon a factores alosensibilizantes, cambio de tratamiento e
infecciones. En caso de faltar a sus citas, cualquier persona del equipo participante se encargaba

de localizar a los participantes y reprogramar su cita.

Determinacion de anticuerpos anti-HLA y anti-MICA. En caso de varias muestras del mismo
paciente como la Parte 1 del estudio, todas las muestras correspondientes a cada paciente fueron
analizadas en un mismo momento (misma placa para minimizar la posibilidad de variabilidad
dependiente del método) siguiendo las instrucciones del fabricante, primero con LABScreen®
Mixed (One Lambda, Inc. Canoga Park, CA, USA), que se utiliza como escrutinio para la deteccién
simultdnea de AcHLA Clase |, Clase Il y MICA. Las muestras que resultaron positivas se evaluaron
después con LABScreen® Single Antigen (One Lambda, Inc. Canoga Park, CA, USA), para determinar
las especificidades vs antigenos Clase |, Clase Il y MICA. Posteriormente y ante la posibilidad de
falsos negativos se decidid analizar todas las muestras con LABScreen® Single Antigen, donde cada
microesfera de latex esta recubierta con un antigeno HLA determinado. Esta prueba que es mas
sensible y especifica determind cuales muestras eran positivas. De manera breve, 20 uL del suero
del sujeto a examinar se agregd a 5 ulL de las microesferas de Labscreen Mixed o Single Antigen®

cubiertas con antigenos HLA clase | (LS1A01, AO2 y AO3 lote 8), clase Il (LS2A01 lote 4) o MICA

36



(MICA beads lote 2), se incubaron en la oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente y
después lavadas 3 veces con solucién bufer. Después se agregd 100 plL del anticuerpo de cabra
anti-IgG humana conjugado con ficoeritrina (anticuerpo secundario) y se incubo por 30 minutos sin
exposicidon a la luz y a temperatura ambiente. Después del enjuague final (2 lavados con solucidn
bufer), las muestras fueron leidas con el equipo de Luminex LABScan®100 flow analizer (LUMINEX
XMAP®, Luminex Corporation, Austin, Texas, USA). Cada grupo de microesferas incluye
microesferas sin recubrimiento que funcionan como control negativo. Las placas para lectura en el
equipo Luminex pueden incluir hasta 94 sueros, ademas de un suero control negativo y otro

control positivo.

Cuando se observd un valor muy alto del control negativo, las muestras fueron pretratadas
con ADSORB OUT’ (One Lambda, Inc. Canoga Park, CA, USA), ensayo basado en la utilizacion de
microparticulas tratadas con una solucidon bloqueadora para eliminar cualquier material
inespecifico (no anticuerpos) contenido en el suero y que se puede unir a las microesferas de latex

utilizadas por este método, en caso de estar presente, minimizando la posibilidad de error.

Interpretacion de resultados. Los valores de luminiscencia generados a partir del equipo lector de
Luminex (LABScan®100) se analizaron utilizando el software HLA Visual® versién 2.2.0 (One
Lambda Inc, Canoga Park, CA, USA). Los valores de luminiscencia que corresponden a la media
truncada para “single antigen” fueron obtenidos desde archivos generados por el analizador de
flujo (archivos *.csv) y se ajustaron para los controles negativos usando la formula: [(Luminiscencia
de la microesfera # de la muestra X — Luminiscencia de la microesfera sin recubrimiento de la
muestra X) — (Luminiscencia de la microesfera # del suero control negativo — Luminiscencia de la

microesfera sin recubrimiento del suero control negativo)].
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Se consideraron positivas para la presencia de un anticuerpo especifico solo aquellas
muestras con luminiscencia mayor de 500 para dicha especificidad, después de su normalizacidn
con los controles negativos. Se considerd que se trataba de un anticuerpo de novo cuando la
luminiscencia normalizada de la muestra basal fuera menor de 250 y el incremento fuera mayor o
igual a 3 veces su valor basal. Las muestras que sugerian anticuerpos de novo fueron analizadas de
manera repetida en 3 ocasiones diferentes, promediando sus valores. Solo aquellas en que los
valores fueron consistentes se tomaron como positivas.

Ensayo de absorcion de anticuerpos. Para confirmar la existencia y especificidad de los
anticuerpos y dado que presentaron niveles tan bajos para ser detectados con Citometria de Flujo,
se utilizé este ensayo que consiste en utilizar lineas celulares modificadas mediante ingenieria
genética y que expresan en su superficie un solo antigeno HLA recombinante, que correspondia a
las especificidades de los AcHLA de novo. En caso de no contar con lineas celulares de una
especificidad, se utilizaron microesferas con esas especificidades antigénicas (One Lambda Inc). El
objetivo es eliminar mediante esas células o microesferas, una buena parte de los anticuerpos del
suero, lo que confirmaria su existencia y especificidad. Brevemente, 40 pL de suero (diluido 1:3)
fue mezclado con 3 a 5 x 10° células (o 0.5 x 10° microesferas) e incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente. Después se centrifugd para tomar el suero sobrenadante y analizarlo al
mismo tiempo que el suero del mismo paciente sin tratamiento. Una reduccién de por lo menos el
40% de los anticuerpos, da por hecho la existencia y especificidad del anticuerpo (Figura 1.8).

Tipificacion de los antigenos HLA. Para la parte 1 del estudio: los casos con anticuerpos de novo
positivos, fueron tipificados para identificar sus antigenos HLA con el fin de descartar que se

trataran de autoanticuerpos. De igual manera, en la parte 2 del estudio, a todos los sujetos se les
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tomo una muestra de sangre en papel filtro que se guardd para la extraccién del DNA; los casos
gue resultaron positivos para anticuerpos anti-HLA o anti-MICA, se ordenaron con un numero
progresivo y mediante un sistema computarizado se hizo una seleccién aleatoria de una muestra
de 30 sujetos (muestra por conveniencia, dado los altos costos que esto representa), para tipificar
sus antigenos HLA y descartar que se trataran también de autoanticuerpos.

La tipificacidn se realizd mediante la extraccién de DNA (a partir de leucocitos de sangre
periférica o papel filtro como se menciond antes), utilizando la técnica LABType SSO® (One Lambda

Inc, Canoga Park, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Figura VI.1.- Ensayo de absorcion de anticuerpos.

Linea celular con “Single Antigen”

Suero

oo —%° '},.:, "-?{
/

)
Elution buffer*
pH: 2.8
+ }—. Neutralizado con
.._. 1M TRIS-HCI pH= 9.5
'

Anticuerpos Anticuerpo extraido
remanentes con célula B*4402
sin B*4402

Citotoxicidad. Para probar si los anticuerpos detectados tenian capacidad citotodxica, se realizo la
prueba de linfocitotoxicidad, donde se utilizaron células con asignacion antigénica HLA conocidas.
El resultado se expresa con los siguientes valores: 1= 0 a 10% de células lisadas (negativo), 2=Lisis
celular del 11 a 20%, 4= lisis celular del 21 a 50%, 6= lisis celular del 51 a 80% y 8=lisis celular del 81

a 100%. A partir de una calificacion de 2 se considerd positivo para citotoxicidad (ver Figura 1.6).

39



VIl ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé estadistica descriptiva de acuerdo al nivel de mediciéon de las variables, apoyados en
medidas de proporcién, de tendencia central y de dispersién. Las variables continuas fueron
evaluadas con la prueba Z de Kolmogorov-Smirnov para determinar el tipo de distribucién. Aquellas
con distribucion normal se reportaron como medias y desviacién estdndar, mientras que las
variables con distribucion anormal y las de tiempo, se expresan en mediana con valores limites
minimo y maximo. Para comparacién intragrupo de proporciones antes y después utilizamos X de
McNemar. En caso de comparar proporciones entre 2 grupos usamos X2 de Pearson con correccion
de Yates o Prueba exacta de Fisher en caso de valores esperados menores a 5. Para comparacién
de las variables continuas entre 2 grupos aplicamos T de Student, mientras que para comparar 3 0
mas grupos, utilizamos ANOVA de 1 via en caso de variables continuas de distribucion normal. Para
correlacién se utilizé la prueba de Pearson o la de Spearman segun la distribucién de las variables.
Realizamos analisis multivariado con regresion logistica buscando factores asociados a la

formacién de anticuerpos de novo. Se tomd como significativa una p<0.05.
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Vill RESULTADOS

PARTE 1: EFECTO DE LA VACUNACION CONTRA INFLUENZA SOBRE LA FORMACION DE

ANTICUERPOS

Caracteristicas generales de la poblacion de estudio. De los 107 pacientes que recibieron la
vacuna contra influenza, el 100% completd las 3 primeras muestras (1 mes de seguimiento) que
era mandatario para su permanencia en el estudio. Para los meses 2, 3, 4, 5y 6, se alcanzé un
cumplimiento del 93%, 92%, 89%, 85% y 79% respectivamente. Mientras que para los 22 controles
sanos no aloinmunizados, el 100% completd los 2 primeros meses y para los meses subsecuentes
tuvimos un cumplimiento del 91%.

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas demograficas, asi como los principales factores
de riesgo para alosensibilizacién, para los 4 grupos. Cabe sefialar que reportamos el antecedente
de cirugia mayor ante la probabilidad de que los pacientes hayan sido transfundidos durante la
misma sin haber sido informados o que no recuerden ese hecho.

En esa misma tabla podemos observar que los pacientes del grupo B y C son de mayor edad
gue el resto de sujetos y en todos los grupos hay un predominio del género femenino, siendo mas
importante en el grupo A, lo que va de la mano con una mayor frecuencia de embarazos y abortos
para los grupos sefalados, mientras que las transfusiones fueron mas comunes en aquellos
pacientes ya trasplantados o con insuficiencia renal terminal como era de esperarse. Cabe recordar
que los sujetos del grupo control sin vacuna fueron seleccionados de manera que no hubiera el

antecedente de aloinmunizacién lo cual se refleja claramente en la tabla.
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Tabla VIII.1.- Caracteristicas demograficas e historia de exposicion a factores alosensibilizantes

para los 4 grupos.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Sanos IRC TR Controles
n=42 (%) n=40 (%) n=25 (%) n=22 (%)

Edad afios (Media + DE)* 35.8+10.5 47.0+12.7 38.6+10.8 243+23

Género Femenino ** 36 (85.7) 31(77.5) 17 (68.0) 12 (54.5)
Embarazos Previos * 21 (50.0) 17 (42.5) 8(32.0) 0
Abortos Previos 9(21.4) 4 (10.0) 4 (16.0) 0
Transfusiones * 1(2.4) 12 (30.0) 20 (80.0) 0
Antecedente de Cirugias * 22 (52.4) 29 (72.5) 25 (100) 0

IRC= Insuficiencia Renal Crénica, TR=Trasplante Renal, DE=Desviacién Estandar.

*p<0.001 ** p<0.05

Desarrollo de anticuerpos de novo. En la tabla 2 se muestra el nUmero y porcentaje de pacientes
que desarrollaron AcHLA o AcMICA de novo para los 4 grupos, separados para el tipo de
anticuerpo. Es evidente que los pacientes trasplantados y con IRC fueron los mds reactivos,
desarrollando anticuerpos de algun tipo el 20% y 17.5% respectivamente, mientras que solo el

2.4% (1 caso) de los sanos vacunados desarrollaron AcHLA clase Il y ninguno de los sujetos control.

Ensayo de absorcion de anticuerpos. En los casos en los que se realizé la absorcion de anticuerpos
(realizado para los AcHLA), se observd una disminucion de los niveles de anticuerpos respecto del

suero normal, lo cual apoya que si se trataba de AcHLA dirigidos contra esas especificidades.
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Busqueda de autoanticuerpos. A los casos que formaron AcHLA de novo se les tipificd los
antigenos HLA, descartando la presencia de autoanticuerpos. Dado que el método comercial para
tipificar MICA estaba en periodo de prueba aun, no nos fue posible tipificarlos, por lo que no se
pudo esclarecer este punto para los AcMICA. Cabe sefialar a nuestro favor que los métodos de
deteccion de ambos anticuerpos son especificos para anticuerpos IgG, mientras que los

autoanticuerpos suelen ser de tipo IgM.

Tabla VIIl.2.- Namero y proporcion de pacientes que desarrollaron anticuerpos de novo en cada

grupo, por tipo de anticuerpo.

Especificidad de los Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Anticuerpos De Novo Sanos IRC TR Controles
n=42 (%) n=40 (%) n=25 (%) n=22 (%)
AcHLA clase | 0 3(7.5%) 2 (8.0%) 0
AcHLA clase ll 1(2.4 %) 0 1(4.0%) 0
AcHLA | & 11 0 0 1(4.0%) 0
AcMICA 0 4 (10.0 %) 1(4.0%) 0
Total De Novo* 1(2.4%) 7 (17.5 %) 5(20.0 %) 0

IRC= Insuficiencia Renal Crénica, TR=Trasplante Renal. *p=0.016

Anticuerpos preformados. Como se muestra en la tabla 3, encontramos anticuerpos preformados
(es decir, desde la primera muestra y antes de aplicarles la vacuna) en la mayoria de pacientes
trasplantados o con IRC. Sin embargo, de manera inesperada, mas del 60% de los pacientes sanos
vacunados también tenian anticuerpos preformados (no en todos los casos explicables por
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aloinmunizacién previa). Pero mas sorprendente aun fue el encontrar anticuerpos preformados en
el 27% de los controles sanos sin historia de exposicién a aloantigenos. Llama la atencién que en
los 3 grupos que tenian historia de aloinmunizacién predominara la presencia de AcHLA mientras
que en los controles sin historia de sensibilizacion predomind la presencia de AcMICA. Las
especificidades antigénicas de los anticuerpos preformados son muy variadas, practicamente se
cubrieron todas ellas en algin caso y algo a resaltar es que en mas de la mitad de los casos, los
niveles de fluorescencia rebasan las 1000 unidades y entre un 20 a 40% de los casos alcanzan

niveles mayores a 5000, sobre todo en los controles sanos no sensibilizados.

Tabla VIIl.3.- Numero y proporcion de pacientes que con anticuerpos preformados en cada
grupo, por tipo de anticuerpo. Los pacientes podian tener mas de un tipo de anticuerpo

simultdaneamente.

Tipos de Anticuerpos Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Sanos IRC TR Controles

n=42 (%) n=40 (%) n=25 (%) n=22 (%)

Preformado HLA | * 21(50.0%) 24(60.0%) 17 (68.0%) 2(9.1%)
Preformado HLA Il * 8(19.1 %) 9(22.5%) 16 (64.0 %) 1 (4.5 %)
Preformado MICA 17 (40.5%) 11 (27.5%) 6 (24.0 %) 5(22.7 %)
Total Preformado 28(66.7%) 31(77.5%) 22(88.0%) 6 (27.3 %)

IRC= Insuficiencia Renal Crénica, TR=Trasplante Renal. *p<0.001

44



Comportamiento de los AcHLA y AcMICA de novo. En las figuras 1 a 3, mostramos para cada caso
considerado positivo las especificidades antigénicas contra las que estaban dirigidos los
anticuerpos, asi como los niveles de fluorescencia alcanzados para dichos anticuerpos y el
comportamiento durante todo su seguimiento. En dicha figuras podemos observar que de los 8
casos que desarrollaron AcHLA, la mitad alcanzaron niveles de fluorescencia por debajo de 1,000
unidades y la otra mitad si bien rebasé ese limite, no pasé de 2,200 unidades de fluorescencia,
correspondiendo 3 de 4 casos de este grupo a pacientes trasplantados. Otro hecho relevante es
que solo 3 casos (todos ellos trasplantados) desarrollaron los anticuerpos en los 2 primeros meses
postvacunacion, mientras que el resto los desarroll6 después del tercer mes. Finalmente, las
especificidades contra las cuales se generaron anticuerpos fueron muy variadas, algunas dirigidas
contra antigenos raros en poblacién mexicana y en la mayoria de los casos desarrollaron AcHLA
dirigidos contra solo 1 o 2 especificidades.

A diferencia de los casos con desarrollo de AcHLA, aquellos 5 casos que desarrollaron
AcMICA, 4 corresponden a pacientes con IRCT y solo 1 caso a trasplantados. En la figura 3 se
observa como 4 de los 5 casos desarrollaron los anticuerpos desde los primeros 2 meses
postvacunacién, es decir mas tempranos que los AcHLA y alcanzaron niveles mayores. En la
mayoria observamos menos de 3 anticuerpos diferentes. Otra diferencia relevante con los AcHLA
es que los AcMICA no muestran descenso relevante de sus niveles de fluorescencia durante su

seguimiento.
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Figura VIIl.1.- Comportamiento de los AcHLA de novo clase | y clase Il posterior a la aplicacién de

la vacuna en sujetos sanos y pacientes con IRCT.
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Figura VIIl.2.- Comportamiento de los AcHLA de novo clase | y clase Il posterior a la aplicacién de

la vacuna en pacientes trasplantados.
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Figura VIII.3.- Comportamiento de los AcMICA de novo posterior a la aplicacidon de la vacuna en

pacientes con IRCT y trasplantados. A diferencia del desarrollo de AcHLA, los AcMICA aparecen en

los primeros 2 meses postvacunacion.
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Comportamiento de los AcHLA y AcMICA preformados a lo largo de 6 meses. Algo importante a
definir en este estudio era lo que pasaria con los anticuerpos detectados de manera basal o
preformados, de tal manera que se pueda establecer si los mismos anticuerpos detectados
inicialmente pueden persistir a través del tiempo o si son cambiantes debido a estimulos
diferentes. Para este efecto, analizamos cada uno de los casos incluidos en el estudio y algo que
fue muy claro es que dichos pacientes en general persisten con el mismo perfil de anticuerpos. Hay
que recordar que entre especificidades clase | y clase Il suman mas de 150 especificidades
diferentes y eso dificulta el andlisis numérico. Sin embargo, agrupando todas las muestras de cada
caso, uno puede claramente ver como el patrén de anticuerpos de cada paciente funciona
practicamente como una huella digital, es decir, es muy particular para cada caso e incluso permite
diferenciar uno de otro (en casos positivos). La figura 4 muestra un ejemplo de lo antes dicho.
Mostramos un caso de un sujeto sano con cuatro especificidades diferentes. En dicha figura se
puede observar como a través de esos 6 meses no se agrega ni se elimina ningun anticuerpo y solo

hay pequenas variaciones en los niveles de fluorescencia.
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Figura VIIl.4.- Comportamiento de los AcHLA durante los 6 meses de seguimiento en un paciente

sano.
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Factores asociados con el desarrollo de anticuerpos. Analizamos detalladamente los posibles
factores asociados con el desarrollo de anticuerpos de novo, incluyendo los factores sensibilizantes
tradicionales, el uso de medicamentos varios, infecciones durante el seguimiento, sin embargo, el
Unico factor de riesgo independiente fue el tener anticuerpos preformados que habla de un sujeto

con alta capacidad de aloreactividad.
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PARTE 2. PREVALENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-HLA EN POBLACION SIN HISTORIA DE

ALOINMUNIZACION.

Caracteristicas generales de la poblacion de estudio. Se recolectaron un total de 432 muestras de
sujetos aparentemente sanos, que cumplieron con los criterios de inclusion: mayores de 18 afios,
género masculino, sin historia de trasplante de drganos o tejidos, sin antecedente de
transfusiones, cirugia mayor o inmunizaciones en los 6 meses previos. De manera importante, se
seleccionaron solo aquellos sin evidencia de infeccién activa y que no tomaran ningun
medicamento.

Cabe seiialar que se excluyeron 8 sujetos, debido a que en los estudios microbioldgicos de
su sangre se encontraron 6 con VDRL positivo y 2 con ELISA positivo para enfermedad de Chagas.
De tal manera que se estudiaron un total de 424 sujetos masculinos con edad promedio de 32 + 8

anos, el 100% sin historia de exposicion a factores alosensibilizantes (Figura VIII.5).

Figura VIIL.5.- Seleccion de los sujetos donadores sanos.
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Prevalencia de Anticuerpos anti-HLA y anti-MICA. Sorprendentemente, este estudio demostré
que el 84.4% de los hombres sanos evaluados tenian niveles de fluorescencia por encima de 500
unidades para anticuerpos dirigido contra al menos una especificidad antigénica clase |1 o Il. El 63%
tuvo niveles de fluorescencia por arriba de 1,000 unidades (niveles ya muy significativos) y hasta un
11.5% con niveles por encima de 5,000 unidades. El 45.6% presentaron AcMICA mayores a 500

unidades, el 34% >1000 unidades y 7.8% >5000 unidades(Figura VIII.6).

Figura VIII.6.- Prevalencia de anticuerpos anti-HLA y anti-MIA por intensidad y tipo.
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Visto de otra manera, la frecuencia de AcHLA clase | fueron en general mayor que los clase

I, con excepcion del grupo de 500-1000 de intensidad de fluorescencia (Figura VIII.7).
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Figura VIII.7.- Prevalencia de AcHLA clase | y Il por intensidad de fluorescencia.
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En la Tabla VIII.4 se describe la proporcién de pacientes con AcHLA para cada una de las
especificidades antigénicas clase | y clase Il (se muestran solo las que tuvieron prevalencias por
encima del 3%). Es sorprendente que algunas de ellas lleguen hasta el 20.5% de positividad en
poblacién sana sin historia de alosensibilizacién y que no es nada despreciable la cantidad de
especificidades clase | y clase Il con prevalencias por arriba del 5% de la poblacién estudiada.

Cabe sefialar que una tercera parte de los individuos estudiados tenia anticuerpos contra
solo una o dos especificidades clase | y Il, mientras que 2/3 partes de la poblacién tenia multiples

anticuerpos positivos, siendo 34 el maximo de anticuerpos presentes en un solo paciente.
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Tabla VIIl.4.- Prevalencia de anticuerpos anti-HLA para cada especificidad clase | y clase Il.

AcHLA Clase | AcHLA Clase Il

Locus A Locus B Locus C Locus DR

Especificidad 04 Especificidad 0o Especificidad % Especificidad %
A*3002 18.9 B*1512 11.1 Cw*1701 11.3 DRB1*0404 54
A*3101 11.3 B*8201 10.4 Cw*0202 5

A*8001 8.5 B*1516 9.9 Cw*0302 47 Locus DQ

A*3401 6.8 B*3701 7.8 Cw*0602 4.2 Especificidad %
A*6602 6.6 B*4402 6.1 Cw*0303 4 DQA1*0503/DQB1*0301 10.8
A*4301 5.9 B*4501 5.9 Cw*0501 4 DQA1*0601/DQB1*0301 10.6
A*6601 5.9 B*8101 4.7 Cw*0102 3.8 DQA1*0303/DQB1*0301 9.4
A*0101 5.7 B*0801 45 Cw*0401 3.8 DQA1*0505/DQB1*0301 8.3
A*2501 5.7 B*5401 4.2 Cw*1502 3.5 DQA1*0301/DQB1*0301 6.1
A*3301 5.2 B*4201 3.8 Cw*1802 3.1 DQA1*0501/DQB1*0201 3.5
A*1102 45 B*5601 3.8 DQA1*0102/DQB1*0502 3.3
A*0203 4.2 B*0702 3.3

A*2402 4 B*5501 3.3 Locus DP

A*2601 3.5 B*5703 3.3 Especificidad %
A*3001 3.5 B*6701 3.3 DPA1*0201/DPB1*0101 20.5
A*3303 3.5 B*1502 3.1

A*2403 3.3

A*2902 3.1

A*7401 3.1

Lo ideal para poder corroborar que estabamos midiendo AcHLA y no solo “ruido” en el
suero, era utilizar otra metodologia como ELISA o citometria de flujo, pero como se comentd en la
introduccién, Luminex es la técnica mas sensible y por ende detecta cantidades muy pequefas de
anticuerpos, que dificilmente podrian ser medibles por otro método. Por ello, se hizo un
procedimiento de absorcién de anticuerpos utilizando ya sea lineas celulares de mieloma que
mediante ingenieria genética fueron programadas para expresar un antigeno HLA en su superficie
o con microesferas de “single antigen” de un solo antigeno (FiguraVl.1). Este procedimiento
permite eliminar o reducir la cantidad de un determinado anticuerpo al extraerlo con dichas
células o microesferas y después se estas mismas son sometidas a un procedimiento para despegar

el anticuerpo y poder medir en el sobrenadante dicho anticuerpo a la vez que se corrobora en el
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suero la reduccidn del que se extrajo sin modificar mucho los otros presentes. En los pacientes con

niveles de fluorescencia mayores de 1,000 se pudo realizar dicho procedimiento. Cabe sefialar que

este mismo procedimiento de “absorcién-extraccién” se utiliza para identificar epitopes que de

manera comun identifican como blanco uno o mas anticuerpos. Esto ultimo se ha tomado como

modelo para explicar la gran variedad de anticuerpos que genera un individuo aun sin haber sido

expuesto necesariamente a todos esos antigenos. En la tabla VIIL.5 mostramos los epitopes

identificados en los donadores sanos.

Tabla VIIL.5.- Epitopes identificados en donadores sanos.

Especificidades HLA Frecuencia (N) EpitopelD Posicion del
Aminoacido

A*3002 20 None
A*8001 8 29 S6E+
B*1512 (B76) 8 240 163L+ 166D/ +
A*1102 4 30 19K
B*1516 (B63) 4 409 43P+ 62R+65R
B*2705 1 406 65Q+69A+30T/+
A*3001, A*3002, A*3101 1 31 S6R
Cw*1701 6 New 1435
B*8201 5 New 162D
A*2501 B New 76E+90D/+
A*3401, A*3402 3 New (221)
B*4501 3 New (9H)+ 1675
A*D203 2 New 127K+ 149T/142T+ 149T/+
A*3101 2 New 62Q+731
A*4301 2 New 62L+163R/+
A*6602 2 MNew 149T+ 163E/+
A*3101, A*3301, A*3303 2 New 731
Cw*0303 (Cw9) 2 New 91R
A*0101 1 New 158V + 163R/+
A*7401 1 New 2R
A*0101, A*8001 1 New 65R+ 167G
A*6602, B*4001(B60) 1 New (97R)+131R+163E
B*6701 1 New 69A+ 158T/

Como se muestra en | tabla, habia algunos epitopes ya previamente identificados, pero en

nuestras muestras se pudo identificar muchos otros, que de hecho se muestra la lista completa en

otra publicaciénso.
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Medidas adicionales para tener certeza de los resultados y probar reproducibilidad. Hay dos
grandes fabricantes de reactivos para deteccidon de AcHLA por Luminex, One Lambda Inc (que son
los que usamos y aqui mostramos) y TEPNEL. Por ende, nos dimos a la tarea de repetir los estudios
ahora con los reactivos de TEPNEL, obteniendo resultados semejantes (no idénticos porque varia
en las especificidades antigénicas segun el fabricante), pero fue claro que una gran cantidad de
sujetos sanos tenian reaccién positiva independientemente del reactivo utilizado.

Como los sueros fueron enviados desde México a Los Angeles, surgié la duda de si en algtn
momento se contaminaron las muestras y eso diera la reactividad positiva, por lo que estudiamos
otras poblaciones: voluntarios del laboratorio en Los Angeles (todos americanos sanos) -ver Figura
VIII.8-, miembros de un club Japonés que (Japoneses cuyo lugar de residencia era Japon pero
temporalmente estaban en USA) —Figura VIII.9-, un grupo de originarios del Norte de la India que
eran vegetarianos estrictos desde la infancia y que temporalmente radicaban en Los Angeles y

finalmente unas muestras de cordén umbilical que nos enviaron desde ltalia.

Figura VII1.8.- Comparacién de prevalencias de AcHLA entre México y Los Angeles.
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Figura VII1.9.- Comparacion de prevalencias de AcHLA entre Mexicanos y Japoneses.
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Como se puede ver en las figuras VIII.8 y 9, la frecuencia de AcHLA positivos en diferentes
poblaciones: Mexicanos, nativos de EE.UU. y Japoneses es muy similar. Lo mismo fue para los
pocos originarios de la India y la sangre de corddén umbilical de recién nacidos de Italia. De estos
resultados, ademds de ver la reproducibilidad del método, lo interesante es que se puede analizar
poblaciones con entornos muy diferentes, hdbitos alimenticios radicalmente diferentes y con el
analisis del cordén umbilical vemos que puede haber posiblemente transferencia de madre a hijo

desde in Utero.
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IX DISCUSION

Tradicionalmente es reconocido que para un antigeno especifico hay un anticuerpo
especifico, aunque en la practica diaria al igual que multiples reportes en la literatura, vemos que
una gran proporcién de pacientes receptores de trasplante renal desarrollan AcHLA dirigidos
contra especificidades que no se encuentran en el injerto y que no pueden ser explicados

44,45

claramente, sin embargo, se ha visto que aun la presencia de AcHLA inespecificos confieren

mayor riesgo para pérdida del injerto con relacién directa a la cantidad de dichos
anticuerpos.35'4°'45

Tratando de explicar el origen de estos anticuerpos, realizamos un estudio previo, en el cual
encontramos que 9 de 20 individuos sanos que recibieron la vacuna contra hepatitis B con o sin
aplicacién del PPD, desarrollaron AcHLA de novo medidos mediante %PRA.* Roddy y cols.”,
también encontraron positivizacién del %PRA en el 35% de un pequefio grupo de pacientes con
cancer que recibieron un anticuerpo murino (sin quimerismo con anticuerpo humano), pero en ese
mismo reporte ellos no encontraron cambios en sujetos sanos que recibieron la vacuna contra
hepatitis B. La diferencia con nuestro grupo es que para ellos fue la primera aplicacion de la vacuna
y en nuestro casos fue refuerzo, ademads que nosotros aplicamos adicionalmente PPD, lo que
puede ser un estimulo mas potente.

En el presente estudio elegimos la vacuna contra influenza dado que las guias
internacionales indican que sujetos con IRCT vy trasplantados deben recibirla anualmente.
Adicionalmente, decidimos elegir pacientes en los que el desarrollo de AcHLA y/o AcMICA tendrian

consecuencias potencialmente deletéreas, como son los pacientes trasplantados con rifién

funcional y pacientes con IRCT, grupo que potencialmente podria trasplantarse y que son
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considerados como inmunosuprimidos por su enfermedad. Adicionalmente, debiamos tener un
grupo de sujetos sanos o con enfermedades que no comprometen el sistema inmune pero que
también recibieran la vacuna, con el fin de comparar la respuesta en diferentes situaciones clinicas
y de inmunosupresién. En esta ocasidn elegimos un grupo control de sujetos completamente sanos
y sin historia de aloinmunizacidn, que rechazaron la aplicacion de la vacuna por diferentes motivos.
También decidimos seguirlos por 6 meses para ver el comportamiento de los anticuerpos (algo no
explorado hasta ese momento), sobre todo para identificar si los anticuerpos de novo son
persistentes o desaparecen a través del tiempo ante la falta de estimulo antigénico permanente.

Los resultados muestran varias cosas de interés. En apoyo a nuestro estudio previo y al de
Roddy, ya comentados previamente, se demostrdé que en ausencia de aloantigenos, es posible la
generacion de AcHLA y AcMICA, si bien estos ultimos tuvieron una relacién temporal con la
aplicaciéon de la vacuna, el hecho de que no sea asi para la mayoria de AcHLA, hace suponer que
existen diversos estimulos antigénicos para su produccién ademas de la posible participacion de la
vacuna. Esto lejos de ir en detrimento del estudio, apoya nuestra teoria de que es posible que un
individuo genere AcHLA y AcMICA sin que necesariamente haya contacto con células humanas
como tradicionalmente se estipula. Estos anticuerpos de novo mostraron descenso por debajo de
las 500 unidades de fluorescencia en solo 2 casos, mientras que el resto de los casos persistieron
positivos durante su seguimiento. Cabe sefalar que al igual que nuestro estudio previo, la gran
diversidad de especificidades de los anticuerpos encontrados hace poco probable la posibilidad de
gue se trate de reaccidén cruzada con alguna molécula de la vacuna.

52
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Simultdneamente a nuestro estudio, Danziger-Isakov et al’*, realizaron un estudio parecido,

donde estudiaron a 30 sujetos sanos, 8 con trasplante renal, 9 con trasplante pulmonar quienes
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recibieron la vacuna contra influenza y a 20 sujetos sanos sin vacunacion como controles. Les
midieron respuesta humoral (midiendo AcHLA mediante %PRA) y respuesta celular mediante
ELISPOT (mide secrecidn de interferdn por células T activadas) al tiempo 0, 2, 4 y 12 semanas post
inmunizacién. Solo 2 de los 30 sanos vacunados desarrollaron AcHLA de novo, aunque solo lo
diagnosticaron con incremento del %PRA, que en nuestra experiencia se puede modificar
facilmente e idealmente se debe corroborar con “single antigen”, lo cual no se realizé.

Por otro lado, algo inesperado en nuestro estudio fue que aun en la poblacién sin historia
de exposicidon a factores alosensibilizantes, encontramos una alta proporcién de pacientes con
anticuerpos preformados y que aun para los tres primeros grupos, es mas alto de lo esperado.

Sin embargo, ante este hallazgo y a la incapacidad de descartar que dada la alta frecuencia
de mujeres en todos los grupos, haya habido la posibilidad de microabortos no percibidos por los
sujetos de estudio (comentario de varios expertos nacionales e internacionales que conocieron el
trabajo previo con vacuna de hepatitis B), decidimos hacer un estudio transversal en 424 hombres
adultos sanos, donadores de sangre, sin historia de aloinmunizacién, a los cuales realizamos
determinaciéon de AcHLA con Single Antigen mediante Luminex. Encontramos que el 84% tenia
AcHLA dirigidos por lo menos a una especificidad antigénica, corroborando que no eran
autoanticuerpos.” A estos anticuerpos los denominamos como “naturales” ya que no podemos
demostrar su patogenicidad. Esto viene a explicar los hallazgos descritos en nuestro estudio y
refuerzan en conjunto, el hecho de que existen otros estimulos antigénicos aun no esclarecidos
qgue inducen la generacién de estos anticuerpos.

Por supuesto esto tiene que ver con el uso de métodos tan sensibles como la tecnologia

13-17

Luminex™"’, capaz de detectar anticuerpos no detectados incluso en las pruebas cruzadas por
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citometria de flujo. Este método poco a poco se ha convertido en el preferido para deteccion de
AcHLA y AcMICA en los diferentes laboratorios de trasplantes. A este respecto, podemos seiialar
gue gran parte de los anticuerpos de novo tuvieron niveles de fluorescencia por debajo de 1000
unidades, lo que los hace indetectables por otro método incluyendo citometria de flujo, por lo que
hubo necesidad de emplear otros métodos a nuestro alcance como la absorcidon de los mismos,
para corroborar su presencia y especificidad.

Este estudio, tiene implicaciones claras en el drea de trasplantes. Debemos recordar que
gran parte de los anticuerpos preformados, incluso de la poblacién control al igual que en nuestro
estudio de donadores sanos, presenta niveles altos de anticuerpos (por encima de 5000 unidades),
niveles en los que las pruebas cruzadas por citometria de flujo serian positivas y quizas hasta por el
método de CDC. Por otro lado, en algunos centros europeos se estd utilizando las pruebas cruzadas
virtuales™® que consiste en asignar los 6rganos de donador cadavérico a los pacientes que no
tengan anticuerpos dirigidos contra especificidades del donador y que fueron detectados
previamente con Luminex, o son designados como “antigenos indeseables” con el mismo fin>>.
Para este caso en particular, podrian descartarse algunos receptores potenciales solo por tener
anticuerpos inespecificos que posiblemente sean de los llamados “naturales”, aun sin haber sido
sometidos a una prueba cruzada tradicional que confirme que ese receptor deba ser eliminado.

Definitivamente hay muchos aspectos que habra que definir en estudios posteriores como
son, la especificidad de la IgG detectada, dado que algunos subtipos no fijan complemento vy
podrian tener menos patogenicidad e implicaciones clinicas en trasplantes. También se debera
aclarar cual es el nivel de luminiscencia adecuado para dar como positivos a los anticuerpos; por lo

anterior, las aportaciones del presente estudio tienen implicaciones importantes en la clinica.

62



X CONCLUSIONES

En este estudio demostramos que es factible la formaciéon de anticuerpos de novo en
diferentes poblaciones aun bajo esquemas de inmunosupresiéon aparentemente adecuados. Para el
caso de AcMICA hay una relacion temporal mas estrecha con respecto a la vacunacién, pero en lo
que respecta a los AcHLA, por la relacion temporal no pueden ser adjudicados a la vacuna. En
ningun caso hubo mediacién de antigenos HLA y/o MICA. El andlisis multivariado mostré como
Unico factor predictor del desarrollo de anticuerpos de novo, la presencia de anticuerpos
preformados lo que sugiere que se trata de pacientes muy reactivos inmunolégicamente.

Adicionalmente, hasta el 84% de la poblacidén sana puede tener algun tipo de anticuerpo
anti-HLA/anti-MICA “natural”, es decir, sin aloinmunizacién previa, lo que refuerza el hecho de que
existen otras vias de sensibilizacién contra antigenos HLA y MICA. Falta esclarecer el impacto

clinico que tendran dichos anticuerpos.
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Xl ANEXOS

a) Cronograma.

Documentacion bibliografica: Enero/2006 hasta el final del estudio.

Revision y aprobacién interna del protocolo: Junio-octubre/2006.

Revisidn y aprobacion externa del protocolo: Noviembre/2006-febrero/2007.

Revisidn y aprobacion por el comité de ética: Octubre/2006.

Recoleccidn de datos: Desde la aprobacion del comité de ética.

Analisis de resultados: Continuo durante el estudio y el final al momento de completar los grupos

de estudio.

Presentacidn del trabajo terminado: Enero-Febrero/2009.

b) Aspectos éticos. Este estudio cumple con todos los puntos sefialados en los convenios
internacionales sobre investigacion en humanos. Se respetard la confidencialidad de Ia
informacién. Fue aprobado por el Comité de Etica de esta Institucidn, ademas de que se solicito el

consentimiento informado de cada paciente.
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