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RESUMEN

Los anticuerpos anti-HLA se han asociado cada vez con mayor frecuencia a la
menor sobrevida del injerto renal. El objetivo de este estudio es comparar los
resultados de la prueba CDC con los obtenidos usando la plataforma Luminex® y
evaluar la asociacion de ambos métodos para la mejor asignaciéon de rifiones en el
trasplante. Se estudiaron 109 muestras de sangre que fueron sometidos a
trasplante renal, previo consentimiento informado. 1.- Se realizo el grupo
sanguineo y el factor Rh 2.- Se extrajo el ADN a partir de leucocitos de sangre
periferica y se realizé la tipificaciéon molecular HLA utilizando para la amplificaciéon
primers de secuencia especifica en el caso de (PCR-SSP) y la amplificacion de
ADN seguida de la hibridizacién con sondas de oligonucleétidos de secuencia
especifica (PCR-SSOP). 3.- En la prueba CDC el suero se incubo con celulas de
HLA conocido seguido por la adicibn de suero de conejo como fuente de
complemento y se evaluo el grado de muerte celular microscopicamente con el
uso de fluorocromos 4.- En la prueba de fase solida el suero de los pacientes fue

analizado para la presencia de anticuerpos IgG anti-HLA clase | y clase Il con
Luminex utilizando LABScreen®Mixed y LABScreen® PRA® respectivamente.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

1.- Una especificidad HLA similar a la reportada por Arrazola y Cols.?* En el 2006
para la poblacion méxicana, encontrandose para el locus HLA-A2 de 35.5%, para
el locus HLA-B B35 de 22.24%, para el locus HLA-DR4 de 34.40% y para el locus
HLA-DQ8 de 32.79%.

2.- La frecuencia de los haplotipos mas comunes en el binomio receptor-donador
fueron los siguientes: el HLA-A2 -B39 -DR4 -DQ8 con un 32%, HLA-A24 -B39 -
DR4 -DQ8 con 15.59%, HLA-A24 -B39 -DR14 -DQ7 con 13.76%, HLA-AG8 -B61 -
DR4 -DQ8 con 9.17%, y HLA-A2 -B35 -DR4 -DQ4 con 8.25%.

3.- Otro de los estudios realizados fue el de demostrar la dependencia o
asociacion entre la prueba cruzada CDC versus el resultado obtenido del PRA
clase | versus PRA clase II. Para ello se utilizé la prueba de chi-cuadrado (X?) de
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Pearson con correccion de Yates, se fij6 una p de significancia < 0.05 con un

intervalo de confianza del 95%, y las medidas de asociacion.

La prueba de chi cuadrado (X?) de Pearson calculado fue de 84.7204 con 4 grados
de libertad y un valor de p < 0.0001, y el valor teérico de una distribucion X? con 4
grados de libertad reportado en tablas fue de 9.49, poniendo en evidencia una

notable diferencia estadisticamente significativa,
Los resultados obtenidos en la prueba PRA clase | versus PRA clase Il.

La prueba de chi-cuadrado (X?) de Pearson calculado fue de 32.1648 con 1 grado
de libertad y un valor de p < 0.0001, la correccién de Yates fue de 28.8518 por
otra parte el valor teérico de una distribucién X? con 1 grado de libertad reportado
en tablas fue de 3.84 mostrando de igual manera una diferencia estadisticamente
significativa, en lo que respecta a las medidas de asociacion se observo una

asociacién completa en ambos casos.

Con los resultados obtenidos de los 109 pacientes se pudo observar un éxito del
trasplante del 91.76%.

Se concluye que la prueba cruzada CDC y el %PRA clase | y clase Il estan
asociados significativamente, y que en conjunto con la tipificacion serolégica HLA
proporcionan los datos necesarios de histocompatibilidad para evaluar el riesgo
inmunoldgico del paciente que es sometido a procedimiento de trasplante renal.

El éxito del trasplante depende de evitar la alorrespuesta del receptor frente a las
diferencias en los antigenos principales de histocompatibilidad del o6rgano
trasplantado, principalmente del sistema HLA. Se sugiere estudiar en un futuro la
presencia de los anticuerpos anti-HLA clase | y clase Il en el postrasplante ya que
tendria un valor predictivo en el rechazo del injerto y la menor sobrevida del
injerto. Ademas de la determinacidén de anticuerpos anti-MICA a los cuales se ha
sospechado su participacion en pacientes que han perdido de un injerto previo con

evidencias de rechazo humoral.



1.- INTRODUCCION

En México la incidencia y prevalencia de la enfermedad renal terminal ha ido en aumento
cada afio en todo el mundo. La Insuficiencia Renal Crénica (IRC) se ha convertido en un
problema de salud publica a nivel mundial, el nUmero de pacientes se esta incrementando
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo.® En el IMSS representa la
tercera causa de muerte hospitalaria, como consecuencia, cada vez es mayor la
necesidad de recurrir a procedimientos de didlisis o hemodidlisis que no solo se asocia
con la reduccién de la calidad de vida si no que también se incrementa progresivamente
el costo de la atencion, motivo por el cual el trasplante renal se ha convertido en el
tratamiento de eleccién ya que mejora la calidad de vida y disminuye el costo a largo
plazo.® Sin embargo, el rechazo contra injerto se ha convertido en la principal barrera del
trasplante debido a la produccion de anticuerpos contra antigenos HLA (Antigeno
Leucocitario Humano) los cuales pueden ser producidos antes o después del injerto,
ademas de asociarse con la menor sobrevida del trasplante contribuyendo al dafio o la
pérdida del injerto.™ La importancia de las pruebas de compatibilidad en los programas de
trasplante es que con la tipificacion HLA se determinar el grado de compatibilidad que
exhibe el binomio receptor-donador para el trasplante.” Se tiene conocimiento que el
grado de compatibilidad HLA representa un efecto positivo en el trasplante renal y en la
disminucion de los episodios de rechazo. Una prueba cruzada citotdxica dependiente de
complemento (CDC) positiva, se considera como contraindicacion para el trasplante por la
presencia de anticuerpos preformados detectables en suero de tipo IgG en contra de los
antigenos del donador en estudio, el porcentaje del Panel Reactivo de Anticuerpos (PRA)
es util para conocer el grado de aloinmunizacion humoral del paciente, ademéas de que
permite conocer la especificidad del anticuerpo anti-HLA presente y asi evaluar el estatus
inmunoldgico del paciente y la seleccién del donador.>?* Por lo antes expuesto, el objetivo
del presente trabajo es comparar los resultados de la prueba CDC con los obtenidos de la
plataforma Luminex® y evaluar la asociacién de ambos métodos para la mejor asignacion
de rifiones en el trasplante. De esta forma se podra predecir alguna falla del injerto y
determinar el papel que juega en los diferentes tipos de rechazo ya que son pocos los
estudios en la poblacion mexicana sobre la presencia de anticuerpos anti-HLA en el

rechazo agudo y su relacion con la evolucion del injerto.



2.- ANTECEDENTES

El concepto de trasplante aparece en muchas culturas a finales del siglo XIX. La
sustitucion del 6rgano enfermo por otro sano ha sido un suefio largamente
acariciado por la humanidad. La época propiamente cientifica del trasplante de
organos empieza en el siglo XX, con los primeros intentos de trasplante renal
realizados en perros, en todos los casos con localizacion extra abdominal, cuando
se pusieron a punto las técnicas de sutura vascular, En 1902 Uliman, comunico el
autotrasplante de un rifion de un perro. En 1906 Alexis Carrel realizdO un
alotrasplante  renal en un perro mediante anastomosis vascular directa
estableciendo los principios basicos de la técnica quirdrgica. Carrel demostrd que
un autoinjerto puede sobrevivir indefinidamente, pero el aloinjerto rapidamente
cesa en sus funciones y postula que el organismo elimina el tejido extrafo
mediante el bazo o la medula 6sea. Sin embargo se encontrarian con otro

obstaculo, el rechazo anticipado demostrado por Dempster y Simonsen.

En 1933 YuYu Voronoy realiza el primer trasplante de rifidn de humano a humano
en Ucrania. Se trasplantd el riidn de un cadaver de grupo sanguineo B a una
enferma de grupo 0. El injerto nunca funciono y el receptor fallecié6 a los pocos
dias de la operacion.

Un momento historico en el trasplante renal tiene lugar en 1959 en el cual Calne
demostré que la mercaptopurina prolongaba la supervivencia de los rifiones
trasplantados a perros y en este mismo se empled por vez primera en un
trasplante renal humano. Los trabajos de Calne prosiguieron, demostrando que el
imidazol derivado de la mercaptopurina, la azatioprina, era mas activa.

En 1940 Peter Medawar establecido las bases inmunoldgicas del rechazo y
tolerancia tisular trabajando con implantes de piel.

En 1952 Jean Dausset describe el complejo principal de histocompatibilidad en los
humanos (HLA), lo que permitié primeramente avanzar en el tan sofiado campo de
los trasplantes dandonos el conocimiento para entender el mecanismo molecular
individual en el reconocimiento de lo propio y extrafio. Asi es como llegamos al

primer trasplante renal con éxito absoluto realizado en 1954 Joshep Murray y
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colaboradores en el hospital Peter Bent Brigham en Boston, quienes trasplantaron
un rifidn entre gemelos univitelinos, documentando con esto que el sistema
inmunitario era clave para el trasplante optimo de Organos y tejidos y por
consiguiente, el aumento en la sobrevida del injerto. Por otra parte, Paul Terasaki
en (1964) desarrolla la técnica basica de Microlinfocitotoxicidad para el estudio de

las Pruebas Cruzadas Linfocitarias.> >

En México, se realiza el primer trasplante de rifion en el pais por Manuel Quijano,
en el Hospital de Especialidades del Centro mMédico siglo XXI, IMSS (1963). En este
mismo lugar se realiza el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas en
1979 y en 1988 el primer trasplante de corazon realizado no solo en el pais, sino

en toda Ameérica latina y el de pulmdn (1989) en el Centro Medico La Raza, IMSS.

Dentro de los multiples avances cientificos en el campo de la medicina, el
trasplante de un organo o tejido ha sido una meta afanosamente perseguida ya
que la sustitucion de un érgano o tejido enfermo por uno sano, representa una
accion totalmente curativa, otorgando al paciente que cursa con una disfuncién

terminal, la oportunidad de recuperar un estado de calidad y vida saludable.? *

La Insuficiencia Renal Crénica (IRC), es una enfermedad silenciosa e irreversible
que afecta el funcionamiento de ambos rifilones ya que el organismo pierde la
capacidad de filtrar las sustancias toxicas de la sangre. Como consecuencia, cada
vez es mayor la necesidad de recurrir a procedimientos de dialisis, hemodialisis o
trasplante renal y por lo tanto se incrementa progresivamente el costo de su

atencion.> &

Actualmente la Insuficiencia Renal (IR) representa la tercera causa de muerte
hospitalaria en la poblacibn mexicana, y se le considera un problema de salud
publica en nuestro pais. Con una incidencia y prevalencia de 548.9/2,698.8 por
millon de habitantes segun el Sistema de Datos Renal de los Estados Unidos
(USRDS por sus siglas en ingles “United States Renal Data System). De acuerdo

con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), a nivel mundial se estima que el



rion es el rgano con mayor demanda para ser trasplantado, teniendo en espera

alrededor de 6189 pacientes.” ®

Por otra parte, de acuerdo con las cifras reportadas por la fundacion mexicana del
rinon (FMR), existen actualmente en México 8.3 millones de personas con IR leve,
129 mil personas con IRC y 37,642 personas con tratamiento continuo de dialisis.
Asi mismo, el Centro Nacional de Trasplantes (CENATRA) estim6 que se deberian
realizar 5,000 trasplantes anuales y reportd que en el afio 2009 se realizaron un
total de 2,378, de los cuales 1805 fueron provenientes de donador vivo y 490 de

donador cadavérico.® 1%

En el IMSS se atiende al afio y a nivel nacional, alrededor de 40 mil pacientes en
dialisis peritoneal y otros 10 mil reciben tratamiento de hemodidlisis a causa de
enfermedades como insuficiencia renal crénica, diabetes e hipertension, y realiza
1790 trasplantes de rifion al afio; Sin embargo, esta cifra no satisface las
necesidades que actualmente demanda la poblacion que padece insuficiencia
renal, por lo que, es urgente concientizar a las personas sobre la necesidad de ser

donantes.

Un trasplante de rifién le cuesta a la institucién alrededor de 288 mil pesos, y
fuera del Instituto, es de 350 mil pesos, aproximadamente, mientras que en
Europa varia entre los 650 mil y casi dos millones de pesos. En cuanto a las
expectativas de vida que tienen los pacientes con insuficiencia renal crénica, el
tratamiento con dialisis peritoneal le ofrece, a cinco afios 43 por ciento de
sobrevida; con hemodialisis alcanza 35 por ciento en el mismo lapso, mientras que
para una persona con trasplante de rifidén, su sobrevida, en un periodo similar, se
incrementa hasta 90 por ciento. Razon por la cual el trasplante se ha convertido en
la mejor forma de tratamiento para pacientes con falla renal en estado terminal y
en el modo optimo terapéutico del remplazo renal, incrementando la calidad de

vida y prolongando la sobrevivencia de los receptores. > **

El 6rgano que méas se requiere para trasplante es el rifidén, seguido de cérnea,
mientras que el namero de pacientes que requieren trasplantes de higado,



corazén y pulmén es mucho menor. En el caso del riidn y cornea el tiempo

promedio de espera es entre 24 y 30 meses.'®
3.- GENERALIDADES
3.1.- El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC).

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (del inglés MHC Major
Histocompatibility Complex) llamado sistema HLA en humanos (del inglés Antigen
Leucocite Human), esta localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3),
tiene alrededor de 3600 kilo bases y se divide en tres regiones, la region clase |
que contiene los genes clasicos HLA-A, HLA-B, HLA-C, que codifican para las
cadenas pesadas de las moléculas clase I. La region clase Il contienen los genes
Ay B que codifican a las cadenas alfa y beta. La familia de genes DR consiste en
un gen DRA y nueve DRB (DRB1-DRB9), la especificidad antigénica HLA-DR es
determinada por la cadena polimérfica DRB1 que codifica para los alelos DRBL1.
Las familias DP y DQ cada una expresa genes para las cadenas oy B y pseudo
genes no expresados. La region clase Ill no codifican a moléculas HLA, pero tiene
genes para componentes del complemento, factor de necrosis tumoral y algunos

otros.

3.1.1.- Estructura, organizacidén genéticay funcion del sistema HLA.

Todos los genes del sistema HLA se hallan situados en una region cercana al
centromero en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.31-6p21.32). La region
abarca una distancia de unos 4.1 Mb y contiene mas de 200 loci. Los loci estan
agrupados fisicamente en tres regiones, llamadas clase |, clase Il y clase Il
(Figura 1). Los loci de clase | se hallan mas cerca de la zona telomérica que los de

clase Il.
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Fig. 1. Representacion de los distintos genes situados en la regién 6p21.3. Se muestran
en negrita los genes empleados en el trasplante alogénico (-A, -B, -DRB, -DQB1 vy -
DPB1), resaltdndose en rojo los tres empleados en la compatibilidad. (Tomado de
Alcoceba Sanchez 2010).

La region de clase | codifica genes de la cadena pesada de las moléculas clasicas
de trasplante, HLA-A, -B, -C, los genes no clasicos HLA-E, -F, -G, MICA, MICB, un
namero largo de pseudogenes de clase | y otros genes, algunos de los cuales
tienen una funcién desconocida (IMGT/HLA30;31). La region de clase Il contiene
los genes que codifican las cadenas a y B de los cinco tipos de moléculas de clase
II: HLA-DR, -DQ, -DP, -DP y -DM. En esta region hay también otros 4 genes que
intervienen en el procesamiento de antigenos; PSMB8 y PSMB9 codifican
componentes del proteosoma responsables de transformar proteinas en péptidos;
TAP1 y TAP2 participan en el transporte de estos péptidos del citosol al reticulo
endoplasmatico para su union a las moléculas de HLA y la formacion del complejo
proteico HLA-péptido.

Finalmente, la region de clase Il codifica varias moléculas estructural y

funcionalmente distintas, incluyendo las fracciones del complemento C4, C2 y el



factor Bf, la 21-hidroxilasa, el factor de necrosis tumoral (TNFa) y la proteina de
choque térmico Hsp70 (Heat shock protein 70). El gen del locus de la cadena
asociada a la cadena a de clase |, la B-2-microglobulina (B2M), esta en el
cromosoma 15.

Este grupo de genes tiene herencia mendeliana como caracteres codominantes
simples. La region genética de un cromosoma que contiene todos los genes HLA

transmitidos en un mismo bloque se denomina haplotipo HLA (Figura 2)
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Fig. 2 Herencia de haplotipos HLA (Tomado de Alcoceba Sanchez 2010).

Todas las proteinas del sistema HLA se localizan en la membrana plasmatica en
forma de dimeros, presentando su mayor parte al exterior de la célula. La
relevancia practica del HLA se basa principalmente en aquellos loci cuyos
productos génicos son proteinas heterodiméricas que se expresan en la superficie
celular, jugando un papel critico en el reconocimiento y en la respuesta inmune.
Las estructuras de las proteinas de clase | y Il estan relacionadas, aunque tienen
distintos componentes.



Las moléculas de clase | consisten en dos cadenas polipeptidicas, una larga de
346 aminodacidos (cadena pesada) y una corta (cadena ligera) de 99 aminoacidos,
la B-2-microglobulina.

La cadena pesada consiste en 5 regiones principales o dominios: Tres dominios
extracelulares, designados como a1 (incluye el N'-terminal), a2 y a3; un dominio
transmembrana donde la cadena polipeptidica pasa a través de la membrana de la
célula; un dominio citoplasmatico (donde esté el C'-terminal) dentro del citoplasma
celular.

Los dominios externos a1 y a2 contienen dos segmentos de alfa hélice que forman
dos cadenas con un surco entre ellas. Los péptidos (de un tamafio entre 8-19 aa)
presentados por las moléculas de HLA de clase | son de origen enddégeno y se
une no covalentemente en el surco entre las dos cadenas alfa. La cadena ligera,
constituida por la molécula -2-microglobulina, se une mediante interacciones no
covalentes al dominio a3. Este dominio contiene una region conservada de unién a
la molécula CD8 del linfocito T. Un esquema de esta estructura puede observarse

en la Figura 3A.
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Fig. 3. Estructura polipeptidica de las moléculas HLA clase I(A) y Clase Il (B). (Tomado de
Alcoceba Sanchez 2010).

Las moléculas de clase I, a diferencia de las de clase I, estan constituidas por dos
polipéptidos transmembrana, cada una con dos dominios extramembrana (a1 vy
a2, B1 y B2) unidos mediante enlaces no covalentes. Interactian para formar un

surco a la cara exterior (formado por los dominios a1y 1) que, al igual que en las



moléculas de clase I, es el lugar de unién del péptido, si bien estos son de mayor
tamafo (12-24 aa).

Asi mismo, el dominio B2 contiene una region conservada de union a la molécula
CD4 del linfocito T (Figura 3B). Al contrario del origen endégeno de los péptidos
unidos a moléculas de clase I, los fragmentos antigénicos (péptidos) unidos a
moléculas de clase Il derivan de antigenos de origen exdgeno. Las moléculas
extracelulares son internalizadas por endocitosis. Los endosomas se fusionan con
lisosomas y su contenido es digerido parcialmente. Los fragmentos resultantes se

colocan en moléculas de clase Il y retornan a la superficie celular.** **

3.1.2.- Presentacion de antigenos.

Las moléculas HLA de clase | se encuentran en todas las células nucleadas. Por
el contrario, las moléculas de clase Il s6lo se expresan en ciertos tipos de células
especializadas en el procesamiento y presentacion extracelular de antigenos a los
linfocitos T, tales como macrofagos y linfocitos B. Ademas, los fragmentos de
antigenos mostrados por las moléculas de clase | se generan por macromoléculas
sintetizadas dentro de la célula, mientras que las de clase Il son moléculas
adquiridas en el exterior de la célula.

Las moléculas HLA presentan fragmentos de antigenos a diferentes sub
poblaciones de linfocitos T, la mayoria de los cuales pertenecen a uno de los dos
subtipos CD4+ 6 CD8+. Ambos subtipos de linfocitos tienen un receptor de
antigenos (TCR) que reconoce un epitopo del antigeno presentado. Ademas de la
interaccién de la molécula de HLA con el TCR, es necesaria la participacion de las
moléculas CD4 y CD8. Asi, las moléculas CD8 de los linfocitos T CD8+ se unen a
un sitio localizado Unicamente en las moléculas de histocompatibilidad de clase |
(dominio a3), mientras que las moléculas CD4 de los linfocitos T CD4+ se unen al
dominio 2, exclusivo de las moléculas de histocompatibilidad de clase Il. Un
resumen de las principales caracteristicas de las moléculas clasicas de clase 1 y Il

que intervienen en el reconocimiento y respuesta inmune se encuentra en la tabla
1 12, 13, 14.



Tabla 1. Breve descripcidon de las moléculas clasicas del sistema HLA. (Tomado de
Alcoceba Sanchez 2010).

HLA-Clase | HLA-Clase Il

Cadenas 1 polimorfica alfa 'y 2 alfa'y beta

Tipos 1 no polimorfica DR, DP y DQ

Presentan A,ByC Antigenos extracelulares

Expresion Todas las células excepto Macréfagos, Dendriticas,

hematies Langerhans, Kuppfer,

algunas endoteliales.
Linfocitos B

Inducen Respuesta citotoxica Activacion de células
cooperadoras

3.1.3.- Nomenclatura.

En la actualidad hay en uso dos formas de nomenclatura HLA: Seroldgica:
establecida en 1975 y modificada en 1984, se basa en las especificidades
(epitopes) de los productos de los genes HLA definidos por técnicas
inmunologicas serologicas o celulares. 2) Molecular: establecida en 1987 y se
basa en alelos definidos por secuenciacion.

Las técnicas seroldgicas y celulares son técnicas inmunoldgicas que detectan
determinantes o epitopos de los productos genéticos del HLA. Cuando un epitopo
se da en mas de un producto genético HLA se definen grupos de alelos mas que
alelos individuales. Este fendmeno cred al principio un proceso denominado
“splitting”.

Por ejemplo, el HLA-A10, reconocido como nueva especificidad en 1970, fue
considerado como un producto genético distinto. De hecho, el antisuero que
definia el HLA-A10 en realidad reconocia un epitopo publico o con reactividad
cruzada, comun a varias especificidades mas concretas. Después se vio que el
suero reaccionaba con varias subpoblaciones especificas de células A10 que se
podian distinguir unas de otras con otros antisueros (A25, A26, A34 Y A66). Estas
subpoblaciones fueron denominadas “splits” o especificidades “subtipicas” que
guedaban incluidas en la especificidad A10, mas amplia. Los splits en realidad son
productos genéticos HLA concretos que parecen compartir epitopos comunes

definidos serolégicamente.
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Asi, podemos definir a las especificidades (“splitting”) como el descubrimiento de
productos genéticos que previamente se creian eran Unicos que en realidad son
multiples mediante el empleo de procedimientos moleculares genéticos o
bioquimicos con mayor poder de discriminacion. Este proceso todavia continua.

En la nomenclatura molecular los alelos especificos son designados mediante un
asterisco seguido de un numero de hasta 7 digitos (Tabla 2). Los dos primeros
digitos indican la especificidad seroldgica mas estrechamente relacionada, si bien
recientemente se utilizan para indicar la similitud estructural de nuevos alelos con
los miembros de un grupo ya definido, incluso aunque estos puedan no ser
serolégicamente similares o la serologia no esté clara. Los digitos tres y cuatro
definen la especificidad alélica. Por ejemplo, la especificidad serolégica HLA-A1 en
realidad comprende mas de 45 alelos distintos, que se denominarian desde HLA-
A*0101 hasta HLA-A*0145. Hay que destacar que estas variantes alélicas
diversas, definidas por secuenciacion, son andlogas al proceso de “splitting”
previamente descrito para las especificidades descritas por serologia. La
nomenclatura de ciertos alelos contienen un 5° y 6° digito, como el HLA-
Cw*020201 y *020202, en la que dichos digitos indican que hay dos o mas
variantes por una sustitucién nucleotidica silente, en la que se cambia una base
sin que tenga repercusion en la secuencia aminoacidica. La nomenclatura de
algunos alelos puede tener un 7° y un 8° digito para indicar que hay polimorfismos
en una region no codificante del alelo. Cuando se encuentra una variante alélica
por alteracion de la secuencia en una region nucleotidica no codificante los digitos
02 se afladen a la designacion, quedando la 01 como la normal y la 02 como la
polimorfica. Por udltimo, se pueden afadir una N o una L de forma opcional en
algunos alelos, en los que la N indica que el producto no es expresado (N) o es
expresado con un nivel muy bajo (L). En la tabla 2 se puede ver un ejemplo de

esta nomenclatura.
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Tabla 2. Ejemplos de especificidad en funcion del numero de digitos en la nomenclatura.
(Tomado de Alcoceba Sanchez 2010).

HLA Region HLA y prefijo para un gen HLA

HLA-DRB1 Un locus particular de HLA por ejemplo DRB1

HLA-DRB1*13 Un grupo de alelos que codifican el antigeno DR13

HLA-DRB1*1301 Un alelo especifico HLA

HLA-DRB1*1301N Un alelo nulo

HLA-DRB1*130102 Un alelo que difiere por una mutacion sinénima

HLA-DRB1*13010102 Un alelo que contiene una mutacion fuera de la region
codificante

HLA-DRB1*13010102N  Un alelo nulo que contiene una mutacién fuera de la region
codificante

Cuando se lleva al cabo una tipificacién molecular HLA, la nomenclatura molecular
deberia asignarse de acuerdo con el nivel de discriminacion del procedimiento
empleado. Si el procedimiento no es capaz de discriminar entre variantes
moleculares del HLA-A2, por ejemplo, lo apropiado es asignar al resultado la
nomenclatura HLA-A*02. El estudio con los dos primeros digitos se denomina baja
resolucidén, ya que no llegan a discriminar entre alelos, pero permite definir
entidades de similitud estructural. Los estudios de alta resolucién permiten

discriminar entre alelos, y se identifican con el tercer y cuarto digito.

El sistema HLA es probablemente el sistema genético mas polimorfico del ser
humano, y prueba de ello son los mas de 5,000 alelos descritos hasta enero de

2011 en la base de datos del Instituto Anthony Nolan (Inglaterra) (Tabla 3).

Si hubiera una distribucién aleatoria de los alelos HLA, existirian unos 10?3
genotipos unicos HLA-A, -B, -C, -DR y -DQ. Sin embargo, se sabe que los
distintos alelos HLA se heredan en haplotipos, por lo que los alelos de diferentes
loci no se asocian al azar. Asi, se observa una asociacion mas frecuente de
ciertos alelos con otros en comparacion con la frecuencia que cabria esperar si la
asociacion fuera aleatoria en base a sus frecuencias alélicas, lo que se conoce
como desequilibrio de union. Este hecho permite la presencia de haplotipos mas

frecuentes. Ademas, la frecuencia de los distintos alelos varia entre poblaciones.

14,15.
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Tabla 3. Numero de alelos descritos y validados a enero del 2011, de las moléculas
clasicas HLA clase | y Il. (Tomado de base de Datos IMGT/ HLA).

Molécula Locus Alelos (ADN)
HLA-A A 1519
HLA-B B 2069
HLA-Cw Cw 1016
HLA-DRB1 DRB1 873
HLA-DPB1 DPB1 145
HLA-DQB1 DQB1 144

3.1.4.- El sistema HLA y el trasplante.

Los antigenos HLA-A, -B, -DR, en el trasplante han sido durante mucho tiempo
los mas conocidos. Recientes estudios indican que la compatibilidad HLA-Cw
también tiene efecto en los resultados clinicos del trasplante de células madre
hematopoyéticas y que las células B y T son importantes en el rechazo del injerto
ya que los linfocitos T reconocen péptidos derivados de células del donador en
asociacion con las moléculas HLA en el injerto. Las células cooperadoras T CD4+
se activan por las células presentadoras de antigenos llevando moléculas HLA
clase Il. Las células presentadoras de antigenos (CPA) provenientes del donador
0 receptor pueden activar los receptores de células T. La presentacion de CPA
del donador, causa en el injerto la directa activacion de los receptores de células T
cooperadoras. Los receptores de CPA pueden adquirir aloantigenos a partir del
injerto, procesando péptidos y presentado a células T cooperadoras para
desarrollar la activacion indirecta. El alorreconocimiento directo de células T juega
un papel importante en el rechazo agudo y el alorreconocimiento indirecto de

células T en el comienzo del rechazo crénico.

Los anticuerpos se enlazan al injerto fijan complemento y causan dafo al endotelio
vascular, resultando en trombosis, agregacion plaquetaria y hemorragia. El
rechazo hiperagudo ocurre en pacientes quienes ya tienen anticuerpos especificos
dirigidos contra el injerto. Los anticuerpos naturales contra el grupo sanguineo del
sistema ABO vy los anticuerpos pre formados inducen al rechazo hiperagudo. Los
anticuerpos naturales anti-A, anti-B causan rechazo hiperagudo porque los

antigenos AB se expresan en células endoteliales del injerto. La aloinmunizacién
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HLA puede ser inducida por transfusiones sanguineas, embarazos y trasplantes
previos. El rechazo hiperagudo puede ser evitado en la mayoria de los casos por
un idéntico ABO y por la confirmacion negativa de la prueba cruzada linfocitaria. El
rechazo agudo es principalmente el resultado de la respuesta mediada por células
T. El rechazo cronico puede ser debido a anticuerpos y la mediacién de la

respuesta celular.*
3.1.5.- Trasplante de 6rganos sadlidos.

El incremento en el nUmero de pacientes en espera de un donador de 6rgano
cadavérico y la lista nacional de espera en la UNOS (United Network for Organ
Sharing) excede los 94000. Todo el potencial de donadores de Organos
cadavéricos es registrado por la UNOS. Esta toma en cuenta la compatibilidad
HLA, tiempo de espera, estado de aloinmunizacion HLA, edad y previa donacion
de organos. Los candidatos a trasplante pediatricos y con PRA de 80% o0 mas

altos se les dan preferencia.'* **

Los beneficios de la compatibilidad HLA esta bien establecida en el trasplante de
riidn. Hay una clara relacion entre el grado de compatibilidad HLA y la
sobrevivencia del rifion implantado en trasplante de donadores vivos. Mejores
resultados se obtienen en HLA a partir de donadores hermanos que con parientes
con HLA haploidénticos ya que la segregacion de haplotipos entre una familia
puede ser asignado por estudios de HLA familiares. Dos hermanos tienen un 25%
de probabilidad de ser haploidénticos (comparten un haplotipo) y un 25% de

probabilidades de que no compartan haplotipos.**

El trasplante de rifibn a partir de donadores no relacionados presentan
sobrevivencia del injerto superior al trasplante de donadores cadavéricos (excepto

por la compatibilidad de seis antigenos).*” **

Se ha demostrado que anticuerpos anti-HLA son la principal barrera en el rechazo
cronico en el trasplante de riidn. Los anticuerpos pueden destruir células en
minutos in vitro y puede tomar meses o0 afos para producir endotelio vascular

cronico que Ultimamente obstaculiza el injerto. La carencia de donadores
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apropiados por receptores altamente sensibilizados, hace que el acceso a un
trasplante sea muy dificil resultando en un incremento significativo en el tiempo en
la lista de espera y el nUmero de complicaciones pos trasplante en esos pacientes.
El trasplante mismo se asocia con alto riesgo de sensibilizacion. La fuerte
correlacion entre anticuerpos donador especificos (DSA) y rechazo del injerto se
ven inmediatamente después del trasplante y las complicaciones en tiempo
prolongado tales como la nefropatia crénica aloinjerto que pueden ser una
explicacion simple para estos efectos. Evidencias actuales sugieren que la
deteccion temprana de DSA pos trasplante pueden servir como un excelente
marcador para el prondstico de la funcién del injerto. Otros estudios sugieren que
cuando la falla del injerto ocurre después del primer afio esta puede usualmente
ser atribuida a la recurrencia o enfermedad de novo del rifidn, toxicidad con

farmacos, rechazo agudo tardio o nefropatia crénica aloinjerto.*® 2% 1.2

En un trasplante de oOrganos solidos se requiere una tipificacion HLA exacta
ademas de una compatibilidad en la prueba cruzada linfocitaria para prevenir el
rechazo del injerto.

3.1.6.- Pruebas de Laboratorio EXISTENTES.

Actualmente hay, tres pruebas diferentes de uso general, la citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC), la prueba en fase solida por citometria de
flujo en particular la metodologia Luminex® y los métodos moleculares como son
la tecnologia basada en PCR-SSP y PCR-SSO que es usada en la tipificacién de
HLA. Los anticuerpos HLA se producen contra epitopes de reaccion cruzada de
otras especificidades, y puede ser detectado por el panel de anticuerpos reactivos
de rutina (PRA). EIl significado clinico de los anticuerpos HLA en trasplantes
depende de su capacidad para activar el complemento. Estos avances
tecnolégicos combinados con un mejor entendimiento de los epitopes de los

antigenos HLA han proporcionado una mayor eficiencia.>*" 2*

La citotoxicidad celular dependiente de complemento (CDC) ha sido usada como
el estandar para la tipificacion serolégica de antigenos clase | y Il. El cual involucra
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la incubacion del suero de prueba con células de tipo HLA conocidas, seguidas
por la adicion de suero de conejo como fuente de complemento y el uso de
linfocitos T y B para evaluar el grado de muerte celular, el uso de antiglobulina

humana como anticuerpo secundario y el uso extenso de tiempos de incubacion.

El método Luminex® detecta simultaneamente anticuerpos clase | y Il, usando
microesferas cubiertas con antigenos purificados y el moderno establecimiento del
PRA en porcentaje para la especificidad de anticuerpos clase | y .

En algunos estudios se ha observado que las perlas cubiertas con antigenos
purificados en la plataforma Luminex® es mas sensible y especifico que la prueba
CDC en la deteccion de anticuerpos clase | y Il de tipo IgG. Luminex® tiene un
mayor valor predictivo, hay evidencia de que los anticuerpos clase Il estan
fuertemente asociados en el rechazo cronico, los anticuerpos HLA-DP juegan un

papel importante en el proceso de rechazo, detecta niveles bajos de anticuerpos.

En otros estudios se ha observado que la prueba CDC detecta anticuerpos IgM
pero no identifica la especificidad de anticuerpos anti-HLA clase Il, y a todos los
pacientes en lista de espera se les realiza la prueba CDC y Luminex LABScreen
Mixed® y el analisis especifico se realiza usando Luminex LABScreen
PRA®.25'26’27'

3.1.7.- Pruebas de laboratorio clinico de HLA.

En los programas de trasplante se realizan varias pruebas de laboratorio clinico;
gue incluyen la tipificacion potencial de HLA en receptores y donadores, tamizado
e identificacibn de anticuerpos anti-HLA en receptores y la deteccion de
anticuerpos en el receptor que son reactivos con los linfocitos de un donador
(crossmatching), anticuerpos anti-MICA, pruebas cruzadas utilizando precursores
endoteliales, por captacion de aloantigenos solubilizados del donante sobre fase

solida. 1%
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3.1.8.- Tipificacion seroldgica de antigenos HLA.

La técnica de microlinfotoxicidad mediada por complemento ha sido usada como
el estdndar para la tipificacion seroldgica de antigenos clase | y Il. La tipificacion
del suero HLA es obtenido a partir de mujeres multiparas aloinmunizadas y su
especificidad HLA es determinada por un panel con un tipo de HLA conocido.
También son usados algunos reactivos de anticuerpos monoclonales que derivan

de ratones inmunizados.

Los linfocitos de sangre periférica expresan antigenos de clase | que son usados
para la tipificacion serologica de HLA-A, HLA-B, HLA-C vy la tipificacion de HLA
clase Il se realiza con linfocitos B aislados a partir de sangre periférica porque
esas células son las que expresan moléculas de clase Il. La tipificacion de HLA es
realizada en una placa con multipozos, cada pozo contiene un suero con HLA de
especificidad conocida. Los linfocitos son agregados en cada pozo de la placay se
incuba y se adiciona complemento (proveniente de suero de conejo), para mediar
la lisis de linfocitos enlazados a anticuerpos. La nomenclatura del sistema HLA es
establecida formalmente por el comité de nomenclatura de la OMS.**

3.1.9.- Tipificacién molecular de alelos HLA.

Estudios han revelado que hay un extenso polimorfismo del HLA. Serologicamente
las variantes o subtipos indistinguibles de antigenos HLA clase | y Il fueron
identificados, y esas variantes son diferentes del tipo silvestre por sustitucion de
algunos aminoacidos pero pueden ser funcionalmente distintos y relevantes en la
compatibilidad HLA en el trasplante de células madre hematopoyéticas. La
tipificacion molecular basada en la reaccion en cadena de la polimerasa PCR
permite diferenciar productos alélicos HLA indistinguibles serolégicamente vy
funcionalmente distintos.*> !® El primer método emplea Sondas de
Oligonucledtidos de Secuencia Especifica (SSOP) y para la tipificacion de HLA
clase Il, se amplifican las secuencias de exones variables que codifican el primer
dominio del amino terminal del gen DRB1 y DBQ1 a partir del DNA gendmico. Se
disefia una secuencia de oligonucledtidos sintéticos a partir de la region variable
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del gen como hibridizador con los productos de PCR amplificados en SSOP.
Como un método alternativo, las secuencias de DNA polimérfico pueden ser
usados como primers amplificadores y en este caso solo las secuencias que
contienen alelos complementarios para esos primers seran alineados y se
proseguira a la amplificacion. La segunda estrategia de la tipificacion de DNA es el
método llamado Iniciadores de Secuencia Especifica SSP. El desarrollo de la
tipificacion de alelos HLA case | se realiz6 mucho antes que los de clase II. >*

3.1.10.- Tamizado de anticuerpos HLA y prueba cruzada linfocitaria.

Los anticuerpos HLA pueden ser detectados probando el suero del paciente contra
un panel de linfocitos con un tipo de HLA conocido, la técnica estandar ha sido la
microlinfotoxicidad mediada por complemento y la anti-globulina humana ha
mejorado el método proporcionandole mayor sensibilidad. Esta prueba ha sido
llamada *“tamizado de anticuerpos HLA” y el resultado es expresado como
porcentaje de células del panel que son reactivas o panel reactivo de anticuerpos
(% PRA). Por ejemplo, si 10 células de 40 son reactivas a un suero, el PRA sera
de 25%. Las células seleccionadas en los pozos de cada panel tienen varios
antigenos HLA. La especificidad de los anticuerpos puede ser asignada algunas
veces. Esta informacion es de vital importancia para el probable receptor que
recibe el trasplante del 6rgano ya que predice oportunamente un resultado
compatible o una compatibilidad con donadores fallecidos y evitar en el donador
una incompatibilidad antigénica especifica de HLA. Cuando hay donadores
potenciales, se les realiza una prueba cruzada con el suero del receptor vy
linfocitos del donador para determinar la compatibilidad. Un resultado positivo en
la prueba cruzada, es predictivo de riesgo de rechazo del injerto. Los anticuerpos

para ambas clases de antigenos | y Il respectivamente parecen ser nocivos.

Los métodos alternativos basados en pruebas de ELISA y citometria de flujo
basado en fluorescencia o tecnologia Luminex® estan también disponibles para el
tamizado de anticuerpos HLA y la identificacion especifica de anticuerpos con alta
sensibilidad y especificidad. La prueba cruzada linfocitaria usando citometria de
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flujo ofrece alta sensibilidad y probablemente es mas predictiva de rechazo del

injerto en ciertos casos.**
3.1.11.- HLA y su asociacion con la Enfermedad.

Ciertas enfermedades, especialmente las de naturaleza autoinmune se asocian
con particulares tipos de HLA. Los diferentes tipos de asociacion varian con la
enfermedad y hay generalmente una falta de concordancia entre el tipo de
enfermedad y el HLA. El mecanismo exacto para comprender la mayoria de las
asociaciones HLA-enfermedad aun no se comprenden y otros factores

ambientales y genéticos pueden jugar un papel importante.

Entre la mayoria de las asociaciones estan la narcolepsia con un HLA-
DQB1*0602/HLA-DRB1*1501. La espondilitis anquilosante con HLA-B27 vy
enfermedad celiaca con HLA-DQB1*02. Los haplotipos HLA-AL1, B8, DR17 son
asociados frecuentemente con enfermedades autoinmunes; la artritis reumatoide
se asocia particularmente con la secuencia de un aminoacido en la posicion 666 a
75 en la cadena DRB1 que es comun en los principales subtipos de HLA-DR4 y
DR1. La diabetes mellitus tipo 1 esta asociada con heterocigotos HLA-DR34 y la
ausencia de asparagina en la posicion 57 de la cadena DQ 1 aparece dando
susceptibilidad a esta enfermedad. La hemocromatosis hereditaria primaria es una
de las mas comunes enfermedades hereditarias que se manifiesta por un
incremento en la absorcion de hierro en la dieta, resultando en depdsitos
excesivos de hierro en higado, corazon y érganos endocrinos y finalmente la falla
del 6rgano. Esta enfermedad es determinada por un gen autosémico recesivo y
cerca del 10% de la poblacion es heterocigota y 0.5 % homocigota. Las
enfermedades genéticas sin identificacion han sido postuladas por estar
estrechamente relacionadas al locus HLA-A, especialmente el haplotipo HLA-
A3.12'
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3.1.12.- Caracteristicas clinicas de rechazo del injerto.

El rechazo puede ser hiperagudo (ocurre en pocos minutos), agudo (ocurre en
semanas o dias), agudo tardio (ocurre después de tres meses) o cronico (ocurre
en meses 0 afos después del trasplante), este también puede ser clasificado de
acuerdo a cambios patologicos (celular-intersticial, vascular, anticuerpos-
endoteliales), gravemente (a tal grado de inflamacion histologica y dafio),
respuesta al tratamiento (presencia o ausencia de resistencia a glucocorticoides),
presencia o ausencia de disfuncién renal (indican rechazo agudo o subclinico,
respectivamente), y mecanismos inmunologicos (sistema de respuestas inmune

adaptativa o innata).}*1% 28

3.1.13.- Rechazo mediado por anticuerpos.

Los anticuerpos que pueden mediar el rechazo son aquellos contra moléculas
HLA, antigenos de células endoteliales, antigenos de grupos sanguineos ABO en
células endoteliales y globulos rojos. La mayoria de los receptores no tienen
anticuerpos contra moléculas anti-HLA antes del trasplante a menos que ellos
fueran sensibilizados por exposicién a aloantigenos en el embarazo, trasfusiones

sanguineas o trasplantes previos.'* > %

3.1.14.- Anticuerpos contra antigenos del sistema ABO.

Antes de proceder a realizar un trasplante debe valorarse la compatibilidad
antigénica entre el binomio donador receptor, con la finalidad de optimizar la
supervivencia del injerto y minimizar posibles reacciones inmunoldgicas. De
principio tenemos:

La determinacion del grupo sanguineo ABO y Rh.

Su importancia estriba en que estan presentes en los endotelios vasculares de
diversos organos. Si se trasplanta un érgano a un individuo ABO incompatible, los
anticuerpos naturales llamados isoaglutininas anti-a o anti-B del receptor
producen una lesion tisular en el 6rgano trasplantado, lo que conduce al rechazo.
Cabe mencionar que ahora hay evidencias de 6rganos sélidos trasplantados de
manera exitosa con diferencias en grupo. Este tipo de procedimientos se realiza
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previa remocion de anticuerpos mediante el uso de plasma aféresis o
inmunoadsorcion, mas la utilizacion de farmacos inmunosupresores de induccion.
El cruzar esta barrera permite que pacientes con tiempos prolongados en lista de

espera se vean beneficiados.**

3.1.15.- Rechazo hiperagudo.

El rechazo del injerto renal ocurre casi inmediatamente, el rifién en lugar de tener
un color rosado como resultado de una perfusion normal, aparece flacido y
manchado, reflejando un depdsito de anticuerpos contra antigenos HLA
expresados en el endotelio del glomérulo y microvasculatura. La activacién de la
cascada clasica del complemento en el injerto es seguida por necrosis endotelial,
depdsitos de plaquetas y coagulacion local. En estos casos el procedimiento inicial
del érgano trasplantado usualmente termina con el removimiento del injerto. La
deteccion de antigenos especificos de donador pueden mejorar las pruebas de

compatibilidad y eliminar este problema antes de la cirugia.** ?®

3.1.16.- Rechazo agudo mediado por anticuerpos o rechazo humoral agudo.

El rechazo agudo mediado por anticuerpos empieza dias después del trasplante (o
en semanas si fue dada una terapia de anticuerpos anti-linfocitos). La principal
caracteristica es una rapida disfuncion del injerto debido a una inflamacion. Una
respuesta engendrada por una previa exposicion a antigenos rapidamente genera
altos titulos de anticuerpos que se fijan al complemento. El blanco principal de
esos llamados anticuerpos son antigenos expuestos al MHC por el endotelio de

los capilares glomerulares y peri tubulares del donador.

Las células endoteliales dafiadas liberan varias moléculas dafinas: factor Von
Willebrand, y la P-selectina promueven la agregacién plaquetaria: las citocinas y
quimiocinas, tales como la interleucina 1lalfa, interleucina 8, causan que se
adhieran los leucocitos al glomérulo por la dilatacion de los capilares; y los quimio
atractantes C3a y Cba, una marcada activacion del complemento, es

frecuentemente encontrada en capilares peri tubulares. C5b desencadena el
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acoplamiento al complejo de ataque C5b-C9, los cuales causan necrosis endotelial

localizada y apoptosis asi como la separacion de las células endoteliales de la

membrana.'* %®

3.1.17.- Rechazo vascular.

El rechazo vascular incluye la filtracién de vesiculas por células mononucleares, y
apoptosis de células endoteliales. Las células T CD4, CD8 y macréfagos invaden
las arterias musculares sub endoteliales por medio de moléculas de adhesion 1
(ICAM-1) o moléculas de adhesion de células vasculares (VCAM) en endotelios
activados por medio de quimiocinas. Evidencias experimentales sugieren que los
anticuerpos anti-MHC, las células T, NK e interferon gamma juegan un papel
importante en la invasion de vesiculas. El rechazo vascular es una condicion
severa que no responde al tratamiento con glucocorticoides, requiere fuertes

terapias de anticuerpos anti-linfocitos. ** 2
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Fig. 4. El rechazo celular y transporte de células en el trasplante. Después de atar, rodar y
detener los linfocitos T efectores, (los cuales se enlazan a selectinas e integrinas en células
endoteliales), los linfocitos y otras células inmunes entran al espacio intersticial e invaden los
tdbulos, causando destruccién local del tejido. (Tomado de N ENGL J MED 2010.)
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3.1.18.- Rechazo agudo tardio.

El rechazo agudo tardio del injerto es frecuentemente muy severo, hay un alto
riesgo de perder el injerto. Su caracteristica principal es activar la inflamacion y el
dafio crénico tabulo interstisial, el cual frecuentemente involucra anticuerpos
dirigidos contra el injerto. En receptores del injerto puede desarrollar un alto grado

de inmunidad en contra del trasplante.**
3.1.19.- Rechazo crénico.

El rechazo crénico del injerto prolonga el dafio inmunolégico del injerto, y es
debido a fallas en el mantenimiento de la inmunosupresion para controlar linfocitos
residuales anti-injerto o anticuerpos. Sus caracteristicas incluyen una progresiva
disminucién de la funcion renal, invasién del parénquima renal por células T e

infiltracion persistente del intersticio por células T y macréfagos.* 1> 2%

3.1.20.- Rechazo crénico mediado por anticuerpos.

Los anticuerpos especificos de donador preexisten sin ser detectados o
anticuerpos generados después del trasplante se depositan en los capilares
endoteliales. El dafio endotelial por capilares peritubulares y glomerulares causan

hipertrofia celular. ** %

3.1.21.- Rechazo mediado por células T (Presentacion de antigenos).

La forma mas comun de rechazo agudo se inicia cuando los aloantigenos del
donador son presentados a los linfocitos T del receptor por las células
presentadoras de antigenos (APC). Las células dendriticas inmaduras dentro del
injerto transportan los antigenos del donador desde el 6rgano trasplantado a los
receptores vaciandolos en los nddulos linfaticos y el bazo; durante su viaje, esos
antigenos maduran dentro de las APC. Las células dendriticas presentan los
antigenos a los receptores. Las APC llegan a los 6rganos linfoides donde activan a
los receptores de las células T, estas células T se diferencian en varios sub grupos
y regresan al injerto, donde toman parte en la destruccidn del érgano trasplantado.
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Las células dendriticas y los macréfagos presentan eficientemente los antigenos a
las células T, pero las células B también pueden ser funcionales en esta via
capturando y presentando antigenos con el uso de sus inmunoglobulinas y
moléculas clase Il del MHC. Incluso las células epiteliales tubulares y endoteliales

pueden presentar antigenos y activar las células T.**
3.1.22.- El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC).

La principal caracteristica del MHC, es que contiene los genes del HLA que
codifican glicoproteinas altamente polimorficas (moléculas MHC) que activan APC
al exponer fragmentos de antigenos (péptidos) a los receptores de las células T, la
mayoria de las moléculas del MHC son clase | o clase Il. La principal diferencia
entre ellas es que las moléculas clase | presentan péptidos derivadas de proteinas
internas (ejemplo proteinas virales) a células T CD8 citotdxicas, mientras que las
moléculas clase Il presentan péptidos derivados de proteinas extracelulares
(ejemplo proteinas bacterianas) a células T CD4. HLA idénticos provenientes de
injertos de hermanos sobreviven mucho mas que HLA desiguales provenientes de
injertos de hermanos o de donadores no relacionados. La diferencia en solo unos
pocos aminoacidos entre el péptido enlazado al sitio del MHC puede ser suficiente

para provocar rechazo del injerto.**

3.1.23.- Procesamiento de Antigenos.

Las moléculas clase | presentan péptidos derivados de la degradacion de
proteinas enddgenas, virales, bacterianas o propias. La degradacion de las
proteinas es iniciada por la protedlisis de proteinas ubiquitinadas en el citoplasma
por los proteosomas, las proteinas enlazadas a ubiquitina se degradan a
fragmentos peptidicos de 4 a 11 aminoacidos, los péptidos producidos en el citosol
son transportados al lumen del reticulo endoplasmico rugoso por el transportador
de péptidos TAP, donde los componentes TAP1 y 2 forman un canal que permiten
la importacion del péptido al reticulo endoplasmico. Por otra parte, dentro del RE
se lleva a cabo la union de la cadena alfa con la calnexina, cuando ocurre el

ensamble de la cadena alfa con la beta 2 mioglobina, la calnexina es sustituida por
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calreticulina, la proteina ERp57 se une a la tapasina y este a su vez se une a la
calreticulina permitiendo la unién del péptido adecuado al nicho de la molécula del
MHC clase I, la molécula clase | con el péptido cargado pasa del RE al complejo
de golgi y es transferido a la superficie celular donde interacciona con el linfocito T
citotoxico que expresa el co-receptor CD8+.

En las moléculas clase I, las proteinas son degradadas en la via endocitica, la
cual internaliza moléculas de la superficie celular que provienen de picnocitosis,
por otro lado el proceso continua en los endosomas produciéndose fragmentos
peptidicos, en el RE se realiza el ensamble de las cadenas alfa y beta, la molécula
CLIP se asocia a las moléculas clase Il manteniendo una conformacion inestable y
es removido por la molécula HLA-DM. Asi, el sitio de union del péptido de las
moléculas clase Il queda libre para la asociacion de otros péptidos generados. La
molécula clase Il es entonces estable y se dirige a la superficie de la célula
presentadora de antigenos para ser reconocido por el linfocito T CD4+ a través de
Su receptor.

La presentacion de los péptidos antigénicos enddgenos o exdgenos por las
moléculas HLA-clase | y Il a los linfocitos T, es la primera sefial que necesita el
linfocito para activarse. Sin embargo, se necesitan las sefiales de las moléculas
coestimuladoras (CD3, CD28, CD4/CD8) para que el linfocito T realice la sintesis

de citocinas (IL2, IL6, IL1) y elimine a las células.®*
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Fig.5. Procesamiento de antigenos enddgenos y exdgenos por MHC clase | y clase II.

Los antigenos enddgenos son digeridos a péptidos por el proteosoma y se acoplan en
moléculas MHC clase I. los antigenos exdgenos se degradan dentro de los endosomas y se
acoplan en moléculas clase Il. El ensamble de las moléculas MHC dentro de las células del
reticulo endoplasmico precede su transporte a través del aparato de golgi y finalmente se
expresa a lo largo de la superficie un péptido, donde interacciona el complejo MHC-péptido
con linfocitos T CD4+ o CD8+. La beta-2 microglobulina y la asociacién del CLIP clase Il al
péptido de cadena variante y la asociacion del transportador TAP con el procesamiento del
antigeno. (Tomado de N ENGL J MED 2010.)

3.1.24.- Reconocimiento de aloantigenos por células T.

El alorreconocimiento se refiere a la capacidad que tienen las células T de

reconocer genéticamente diferentes moléculas MHC y ocurre por dos distintas

vias. En la via directa las células T alorreactivas reconocen moléculas MHC del

donador en las APC que son pasajeras en el tejido trasplantado. En la via

indirecta, en el hospedero las APC procesan los antigenos derivados de moléculas
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MHC del donador y las presentan a las células T alorreactivas, después las células

T nativas reciben sefiales que se activan en tejidos linfoides.*
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Figura.8. La via directa e indirecta para la

presentacion de aloantigenos in vitro e in

Figura.7. Los mecanismos de vivo. Las <células T CD4+ reconocen
alorreconocimiento. La respuesta de células T aloantigenos en forma intacta o procesada
a aloantigenos en el transplante de células es contribuyendo al proceso de rechazo
mediado por dos vias distintas: el proporcionando ayuda a células T
alorreconocimiento directo e indirecto. citotéxicas y produciendo aloanticuerpos-
(Tomado de Frontiers in Bioscience 1999) producidos por células B. (Tomado de

Frontiers in Bioscience 1999)

Al inicio del rechazo del injerto, solo unos pocos antigenos son reconocidos
indirectamente por células T, pero la via indirecta empieza a aumentar importantemente.
Después las células APC del donador desaparecen y las del receptor pueden también
captar fragmentos de la membrana de otras células; esos fragmentos contienen
moléculas MHC “predigeridas”, los péptidos derivados de glucoproteinas del MHC del
donador (via semi-directa). Las APC pueden presentar péptidos complejos del MHC a las

células T CD4, que regresan y activan a las células T CD8. ** %

3.1.25.- Subgrupos de células T.

Los subgrupos de células T cooperadoras tienen distintas citocinas. Las células Thl
median el rechazo mientras que las Th2 promueven la tolerancia, ya que las células Th2
solo pueden rechazar injertos, usando vias que involucran eosindfilos. Aunque las células

T CD4 producen citocinas proinflamatorias (interferbn gamma, interleucina 2) que
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conducen a una respuesta celular, y la interleucina 4, interleucina 5 e interleucina 13

producen una respuesta humoral y las células T CD8 median citotoxicidad.

Las células T reguladoras (Treg) que expresan el factor de transcripcion FOXP3 que es la

base de muchos tipos de tolerancia en modelos animales; sin embargo en humanos

aumenta durante el rechazo agudo del injerto.** 2%
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Fig. 9. Activacidon de linfocitos.

Después de la presentacidon de antigenos por las células presentadoras de antigenos (APC), los
linfocitos nativos comienzan a activarse, proliferan y diferencian en subtipos con perfiles
caracteristicos de citocinas. Las células tipo Th1 cooperadoras conduce a una respuesta inmune
celular y las células cooperadoras Th2 producen una respuesta inmune humoral. Las células T
reguladoras (Treg) pueden limitar la respuesta al rechazo y las células cooperadoras Th17
pueden mediar el rechazo resistente a glucocorticoides. (Tomado de N ENGL J MED 2010.)

3.1.26.- Respuesta inmune innata en alotrasplantes.

Poco después del trasplante del 6rgano solido, los antigenos independientes del
injerto causados por el 6rgano obtenido y el dafio por isquemia/reperfusion
promueven inmunogenicidad via sefiales peligrosas que conducen a la activacion
de células APC derivadas del donador. La via directa de alorreconocimiento

describe cuél célula dendritica (DC) derivada del donador “pasajera” experimenta
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maduracion funcional en respuesta a moléculas peligrosas asociadas. De esta
manera las células T nativas alorreactivas empiezan a estimularse, transicionan a
efectoras, y entran directamente al injerto. Otras células del sistema inmune
innato, como neutréfilos, macrofagos y células NK, rapidamente infiltran el
aloinjerto en respuesta a sefiales inflamatorias y promueven el dafio por
mecanismos pro inflamatorios o por mantenimiento de la actividad de células T

alorreactivas.®® 3!
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Figura.10. Respuesta inmune innata en aloinjerto. (Tomado de J Immunology 2007)
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4.0.- Objetivo General.

Realizar un tamizado de anticuerpos anti-HLA en pacientes candidatos a
trasplante de rindn y donadores de rifidn utilizando la tecnologia Luminex® en
paralelo con la prueba CDC para evaluar su asociacion en la asignacion de

rifones en el trasplante.
4.1.- Objetivos Particulares.

» Realizar la tipificacion HLA utilizando métodos moleculares como PCR-
SSP/SSO para determinar las frecuencias de los haplotipos mas comunes

en el binomio receptor-donador.
» Determinar aloanticuerpos por citotoxicidad dependiente de complemento.

» Evaluar el grado de sensibilizacion a través del %PRA clase | y clase Il
respectivamente, en pacientes en espera de un rifidn y demostrar si existe

alguna asociacion entre ambas.

5.0.- Hipétesis.

Si los anticuerpos anti-HLA causan rechazo agudo entonces los anticuerpos

deberian estar presentes antes del rechazo del injerto.
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6.0.- Planteamiento del problema.

Debido a que el trasplante renal es la forma 6ptima de tratamiento para los pacientes con
enfermedad cronica terminal y que el principal obstaculo ha sido la deteccion de
anticuerpos dirigidos contra antigenos leucocitarios humanos que pueden ser producidos
antes o después del injerto, ademas de asociarse con la menor sobrevida del trasplante.
Por esto, es necesario comprobar si existe alguna asociacion entre la prueba CDC y el
PRA, analizando la presencia de anticuerpos anti-HLA en el rechazo agudo y su relacién

con la evolucion del injerto en una muestra seleccionada de la poblacion mexicana.
7.0.- Materiales y Métodos.

Pacientes

Se realizd un estudio clinico prospectivo en el Laboratorio de HLA del Banco Central de
Sangre del CMN siglo XXI que incluyé 109 muestras de pacientes con trasplante renal y
sus respectivos donadores, en el periodo comprendido de enero del 2009 a octubre del
2010. En todos los casos se recabd un informe de consentimiento bajo informacion. El

estudio fue aprobado por el comité de ética y trasplantes del propio hospital.
Métodos

A cada individuo se tomé una muestra de sangre periférica que se dividié en dos partes.
La primera con anticoagulante para la determinacion de grupo sanguineo con antisueros
especificos comerciales y extraccion de DNA a partir de leucocitos. La segunda sin

anticoagulante para la prueba CDC.

En la tipificacion HLA se utilizaron métodos moleculares como la PCR-SSP/SSOP, la
determinacion de la especificidad de anticuerpos anti-HLA clase | y clase Il (% PRA) se
realizé usando un analizador de flujo LABScan 100 (Luminex®, Austin Tx) y la prueba

cruzada (CDC) respectivamente.

Se identifico a los pacientes de acuerdo al tipo de donacién: 1.- donador vivo
relacionado (DVR) n =83, 2.- donador vivo no relacionado (DVNR) n=15y 3.-
donador fallecido (DF) n=11 (Ver tabla 4). Realizando las pruebas moleculares

para la tipificacion HLA, PRA % y CDC respectivamente.
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Se realizaron los siguientes pasos:

1. Se comprob6 la presencia de anticuerpos anti HLA y CDC con el “kit LABScreen

Mixed” siguiendo las instrucciones del laboratorio (One Lambda)

2. Las muestras que resultaron positivas 0 que estuvieron en punto de corte, se les
realizé nuevamente la prueba con el LABScreen PRA para identificar la

especificidad del anticuerpo y confirmar los resultados del tamizaje.

3. Las muestras con resultados discrepantes para las pruebas CDC versus Luminex
LABScreen® PRA se les realiz6 nuevamente la prueba para eliminar algan error

técnico.

Se considero6 pacientes sensibilizados aquellos con un %PRA = al 30% y con un %PRA <
al 30% a aquellos pacientes clinicamente manejables e indeterminados aquellos cuyo
%PRA se encontré6 en el punto de corte o zona gris. En ninguno de los pacientes

trasplantados se encontraron anticuerpos donador-especificos

7.1.- Metodologia CDC.

La prueba de microlinfocitotoxicidad dependiente de complemento es la técnica
serolégica estandar fue desarrollada por Terasaki y Clelland en 1964. Su principio
se basa en poner linfocitos del donador con un panel de anticuerpos anti-HLA
capaces de reconocer determinadas especificidades antigénicas. Tras la adicion
de suero de conejo como fuente de complemento y los periodos de incubacion
respectivos en cada etapa, una reaccion positiva es indicadora de que la reaccién
antigeno-anticuerpo ha tenido lugar, y como consecuencia, la activacion de la via
clasica del complemento con la formacién del complejo de ataque a la membrana
que causa la muerte celular, la cual es visualizada microscépicamente con el uso
de fluorocromos como el bromuro de etidio o de colorantes como el azul de tripan
y la eosina.los resultados se expresan en magnitud de reaccién(l1= negativo,
2,4=débilmente positivo, y 6,8 fuertemente positivo). Si la prueba es positiva, es
importante descartar la presencia de autoanticuerpos no-HLA, los cuales son

irrelevantes para trasplantar y se traducen como falsos positivos. Estos
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anticuerpos son del tipo IgM. La manera mas efectiva de confirmar un resultado
positivo es tratar el suero del receptor con un agente reductor como el ditiotreitol
qgue los inactiva, de manera que si aun persiste el resultado positivo este puede
atribuirse a anticuerpos de tipo IgG y por lo tanto es una contraindicacion para
trasplantar. En la actualidad se utiliza la prueba cruzada con antiglobulina humana
ya que permite detectar niveles muy bajos de anticuerpos circulantes. Sin
embargo, el alto grado de polimorfismo que exhibe el HLA con numerosas variante
alélicas la tipificacion basada en DNA ha permitido mejorar la asignacion del
fenotipo HLA del individuo y facilitando una mayor identificacion del grado de

compatibilidad del binomio.

Procedimiento para CDC.

Se adicion6 1 uL de suero de los pacientes en las placas (One Lambda, CA.
U.S.A) y se incluyeron controles negativos y positivos para propoésitos de control
de calidad. El suero control negativo se obtuvo de hombres no transfundidos y el
control positivo se obtuvo de una mezcla de sueros de pacientes con un PRA
mayor a 80%. Las placas fueron utilizadas inmediatamente o almacenadas a -
40°C. Las células de donadores se adicionaron a los sueros de los receptores en
la placa y se incubaron a 22°C por 60 minutos. Finalmente las células se tifieron
con una soluciébn compuesta por naranja de acridina, bromuro de etidio y se
adicion¢ tinta “quenching” a cada pozo de la placa, las placas fueron leidas
usando un microscopio de fluorescencia de doble fase, la reaccion positiva fue
notada cuando el numero de células lisadas en cada pozo fue del 20% o mas, la
reaccion negativa fue notada por muerte celular en un 20% de los pozos. El
namero de células lisadas en los pozos del control negativo y positivo fue
monitoreado por cada placa. El porcentaje del panel reactivo de anticuerpos PRA
fue calculado y se evalu6 la especificidad con el Software de Andlisis Lambda

Scan® 26, 27,31,32

33



7.1.1.- Metodologia Luminex®

Deteccion de anticuerpos anti-HLA (PRA)

En esta prueba se monitorea periédicamente la presencia de anticuerpos anti-
HLA. La informacibn que se obtiene sirve para conocer el grado de
aloinmunizacion humoral y se expresa como % de reactividad (%PRA), siendo el
maximo 100%. De igual manera esta prueba permite conocer la especificidad de
los anticuerpos formados y esta informacién nos correlaciona con precision si
existe 0 no incompatibilidad entre el binomio y la posibilidad de desarrollar algun
tipo de rechazo. Asi mismo, es una herramienta Util para la seleccion de
donadores en pacientes altamente sensibilizados.

Las fuentes mas comunes de sensibilizacion son las trasfusiones, trasplantes
previos, embarazos, abortos. Se debe recordar que ni aun el mas potente
inmunosupresor es efectivo en contra de la memoria del sistema inmune, que
incrementa los niveles de anticuerpos anti-HLA si se le reexpone a esos antigenos
HLA presentes en el injerto. Pacientes trasplantados con bajos porcentajes de
PRA <30% presentan mejores sobrevidas de los injertos comparandolos con los
pacientes que tienen un PRA alto, de igual manera pacientes candidatos a
retrasplante con presencia de anticuerpos anti-HLA debido al primer trasplante
exhiben curvas con disminucién en la sobrevida del injerto.

En esta técnica, una perla con una molécula de antigeno leucocitario humano
purificado es puesta en contacto con el suero del paciente. Si el anticuerpo
apropiado HLA esta presente en el suero de prueba, este se enlaza a la molécula
HLA, cada perla con HLA es especifica dando una Unica sefial cuando es excitada
por uno de los lasers del Luminex® debido a una intensidad especifica de
fluorocromo que cada perla tiene incluida. La excitacién y la deteccion de la sefal
a partir de la ficoeritrina enlazada a un segundo anticuerpo anti-lgG humano por
un segundo laser indica la presencia de un anticuerpo especifico HLA. El suero
problema y las perlas son incubados a temperatura ambiente por 30 minutos,
después se lava tres veces, posteriormente se le adiciona un anticuerpo marcado

anti-lgG; finalmente la mezcla es resuspendida en PBS y se analiza en el equipo
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Luminex®. Esta prueba fue llevada al cabo de acuerdo a las instrucciones de

manufactura. El andlisis fue realizado con el Software One Lambda HLA visual®.
26, 27, 31, 32,33.

7.1.2.- Tipificacion de los antigenos HLA clase | y clase Il.

El tipo de método para la tipificacion HLA (SSP/SSOP) dependera del grado de
resolucion (baja, media o alta). Los beneficios que se alcanzan cuando el genotipo
HLA del binomio es idéntico son: mayor sobrevida del injerto, disminucion de
episodios de rechazo, asi como reduccion de farmacos inmunosupresores. La
ventaja de los métodos moleculares es que provee mas informacion sobre las
variaciones alélicas debido a que los anticuerpos disponibles en serologia pierden
su capacidad para identificar todos los productos de los alelos HLA. Las sondas y
primers utilizados en esta metodologia son facilmente regenerados, y cuando
nuevos alelos son identificados, nuevas sondas y primers son disefiados,

ofreciendo mayor exactitud y flexibilidad de resolucion.

7.1.3.- Metodologia HLA PCR-SSP

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método rapido y simple para
copiar y amplificar secuencias especificas de DNA de hasta 1 kilobase de longitud.
Para utilizar este método es necesario conocer la secuencia de una porcidn corta
de DNA en cada extremo de la secuencia grande que se requiere copiar. Estas
secuencias cortas se utilizan para especificar sondas de oligonucleétidos. La
especificidad de los alelos HLA se determina utilizando un par de iniciadores que
puede amplificar uno o varios alelos. El nimero total de pares de iniciadores

deberan amplificar los alelos conocidos para el locus a determinar.

El método consiste en realizar ciclos repetidos de separacidon (desnaturalizacién)
de las cadenas de DNA, alineacién del DNA y amplificacion. 3*
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7.1.4.- Metodologia HLA PCR-SSO

La técnica PCR-SSO utiliza iniciadores especificos del locus para amplificar todas
las secuencias alélicas codificadas por un solo locus. Los alelos especificos o
grupos de alelos amplificados son determinados por sondas de oligonucleétidos
marcadas. En este método, (llamado también hibridacion reversa, SSO reversa,
dot blot reversa) multiples sondas son unidas a tiras de membrana. EI DNA
amplificado del paciente es unido a la membrana, mediante hibridacion, seguido
por un lavado astringente, la marca en el DNA hibridado es convertida en una

reaccion de color y finalmente es interpretada. 3*
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8.0.- Diagrama de Flujo Experimental
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9.0.- ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si habia alguna asociacion o diferencias estadisticamente
significativas entre las variables cualitativas CDC versus %PRA clase | y clase Il y
%PRA clase | versus %PRA clase II. Se utiliz6 en ambos métodos, el porcentaje
de la muestra y se comparo usando tablas de contingencia 2x2, X* de Pearson
con correccion de Yates, asignandose un nivel de significancia de p<0.05 y un
intervalo de confianza del 95 % para comparar la probabilidad de los datos
observados con la probabilidad de los datos esperados en caso de ser cierta la
hipotesis de independencia. Ademas de las medidas de asociacion tales como el
coeficiente de contingencia de Pearson, Phi de Cramer, coeficiente (V) de Cramer,
todas ellas para saber si hay alguna independencia o asociacion completa y el Tau
de Goodman y Kruskal como medida de asociacién asimétrica. Todos los analisis

se realizaron utilizando el programa IBM SPSS Statics® Version19.

9.1.- Hipdtesis nula: no hay asociacion o diferencia entre la prueba CDC vy la

presencia de anticuerpos anti-HLA (son independientes).

9.1.2.- Hipotesis alterna: si hay asociacién o diferencia entre la prueba CDC

y la presencia de anticuerpos anti-HLA (son dependientes).

9.1.3.- Estadistico de prueba: prueba chi-cuadrado (X?) de Pearson,

correccion de Yates y Nivel de significancia: p< 0.05 (intervalo de confianza del
95%).
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10.0.- RESULTADOS

En la tabla 4 de este estudio clinico se muestra la clasificacion de pacientes de
acuerdo a el tipo de donacion y los haplotipos y antigenos que compartieron el
binomio receptor-donador fueron 4 de 8 (35/109), 5 de 8 (20/109), 8 de 8 (10/109)
y 1 de 8 (10/109).

Tabla 4. de haplotipos y antigenos compartidos en el binomio: receptor-

donador n=109

O0de8 2 1de8 10 2de8 8
3de8 7 4de8 35 5de8 20
6de8 5 7de8 12 8de8 10

Donador vivo relacionado 83 (DVR). Donador vivo no relacionado 15 (DVNR).
Donador fallecido 11 (DF).

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos del analisis molecular por PCR-
SSP/SSO que estudio la especificidad de anticuerpos HLA con la finalidad de
contar con una base de datos que contenga la informacion de las frecuencias de
los loci en la poblacibn mexicana que sirva como herramienta para aumentar la
posibilidad de encontrar un receptor potencial para el trasplante, las
especificidades obtenidas se resumen en la Tabla 5. Se encontré en nuestra
poblacién un alto porcentaje para el loci HLA-A2 (35.5%), HLA-B35 (22.24%),
HLA-DR4 (34.40%) y HLA-DQ8 (32.79%). Por otro lado la metodologia empleada
(PCR-SSP/SSO) permitié obtener resultados con una resoluciéon que va desde
baja, mediana y alta, sin presentar ambigliedades en la interpretacion de los

resultados.
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Tabla 5. Especificidad de anticuerpos HLA

CLASE | N= 436 CLASE Il N= 436
Locus A Locus B Locus DR Locus DQ

ESPECIFICIDAD % ESPECIFICIDAD % ESPECIFICIDAD % ESPECIFICIDAD %
Al 435 B7 412 DR1 435 DQ2 9.86
A2 3555 B8 1.37 DR4 34.40 DQ3 0.22
A3 4,12 B13 0.22 DRY 4,22 DQ4 16.74
All 206 Bl4 0.22 DRS8 14.22 DQ5 10.77
A23 2.06 B18 229 DR9 0.22 DQ6 10.09
A24 16.74 B27 1.37 DR10 1.14 DQ7 19.03
A25 0.45 B35 22.24 DR11 435 DQ8 32.79
A26 1.60 B37 0.45 DR12 0.45 DQ9 0.45
A29 252 B38 1.37 DR13 5.27
A30 3.44 B39 22.01 DR14 11.0
A3l 481 B40 1.60 DR15 5.04
A32 0.68 B4l 0.22 DR16 3.21
A33 1.60 B42 0.45 DR17 4.35
A36 0.22 B44 4.81 DR18 0.45
A49 0.22 B45 1.83 DR51 0.68
A60 0.22 B48 4.35 DR52 2.98
A66 0.68 B49 1.14 DR53 2.75
AG8 18.34 B50 0.91 DR103 0.91
A80 0.22 B51 6.42

B52 2.52

B53 0.45

B55 0.22

40




B57 0.45

B58 0.91
B60 1.14
B61 7.56
B62 2.75
B63 0.22
B64 1.37
B65 2.98
B71 0.68
B72 1.14

En esta tabla se muestra en porcentajes los anticuerpos mas frecuentes en la
poblacién mexicana.

La frecuencia de los haplotipos mas comunes en el binomio receptor-donador
fueron los siguientes: HLA-A2-B39-DR4-DQ8 (32%), HLA-A24-B39-DR4-DQ8
(15.59%), HLA-A24-B39-DR14-DQ7 (13.76%), HLA-A68-B61-DR4-DQ8 (9.17%),
HLA-A2-B35-DR4-DQ4 (8.25%). (Ver figura 11 y Tabla 6). Esto permite encontrar
un donador compatible con el receptor en HLA-DR, favoreciendo el tiempo de
supervivencia del injerto al no encontrar diferencias en HLA-DR en comparacion a

los loci HLA-A 'y HLA-B, dado que juntos presentan mayor polimorfismo.

Tabla 6. Frecuencia de haplotipos en el binomio receptor-donador n=109.

HAPLOTIPO FRECUENCIA EN %
A2 B39 DR4 DQ8 32.0
A24 B39 DR4 DQ8 15.59
A24 B39 DR14 DQ7 13.76
A68 B61 DR4 DQ8 9.17
A2 B35 DR4 DQ4 8.25
A24 B39 DR8 DR4 6.50
A2 B35 DR11 DQ7 4.58
A2 B35 DR14 DQ7 4.58
A68 B39 DR14 DQ5 2.75
A29 B44 DR7 DQ2 2.83

Fig.L1. Representacion en porcentajes de haplotipos ms frecuentes en el binomio
receptor- donador n=109.
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Los resultados de la prueba cruzada linfocitaria (CDC) fue negativa en todos los casos
(Tabla 7). Esta prueba detecta los linfocitos totales que identifican anticuerpos anti-HLA
clase I, presentes en los linfocitos T y los anticuerpos anti-HLA clase Il que reconocen
antigenos HLA clase Il, presentes en los linfocitos B. Sin embargo el bajo nimero de
linfocitos B en la muestra sanguinea dificulta en algunas ocasiones la deteccion de

anticuerpos anti-HLA clase II.

El resultado del panel reactivo de anticuerpos (%PRA) fueron los siguientes: 109 fueron
negativos a la prueba CDC, 51/109 negativos a PRA clase I, 68/109 negativos a PRA
clase Il, 36/109 positivos a PRA clase |, 16/109 positivos a PRA clase I, 22/109
indeterminados a PRA clase | y 25/109 indeterminado a PRA clase Il. El X* de Pearson
calculado fue de 84.7204 con 4 grados de libertad y un valor de p < 0.0001, y el valor
tedrico de una distribucion X? con 4 grados de libertad reportado en tablas fue de 9.49,
poniendo en evidencia una notable diferencia estadisticamente significativa, en lo que
respecta a las medidas de asociacion el coeficiente de contingencia de Pearson fue de
0.436, el coeficiente V de Cramer de 0.3599, el Tau de Goodman y Kruskal de

0.1680/0.1295, observandose de esta manera una asociacion completa (Tabla 7).

Tabla 7. Tabla de contingencia de la prueba versus resultado

Prueba RESULTADO
NEGATIVO | POSITIVO | INDETERMINADO | TOTAL

CDC 109 (33.33%) | O (0%) 0 (0%) 109 (33.33%)
PRA 51 (15.59%) 36 (11.0%) | 22 (14.06%) 109 (33.33%)
CLASE |
PRA 68 (20.79%) 16 (4.89%) | 25 (7.64%) 109 (33.33%)
CLASE Il

TOTAL 228 52 47 327 (100%)

%0 casillas (0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es de 15.67.

P < 0.0001

El andlisis estadistico para demostrar la dependencia u asociacion del PRA clase | versus
PRA clase Il se observa en la Tabla 8. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

15/73 positivos a PRA clase | y Il, 0/73 negativos a PRA clase | y positivo a PRA clase I,
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12/73 positivos a PRA clase | y negativos a PRA clase Il, 46/73 negativos a PRA clase | y
Il (Ver Tabla 8 y 9).

El X? de Pearson calculado fue de 32.1648 con 1 grado de libertad y un valor de p <
0.0001, la correccion de Yates fue de 28.8518 por otra parte el valor teérico de una
distribucién X% con 1 grado de libertad reportado en tablas fue de 3.84 mostrando de igual
manera una diferencia estadisticamente significativa, en lo que respecta a las medidas de
asociacion el coeficiente de contingencia de Pearson fue de 0.5530, el coeficiente V de
Cramer de 0.6638, el Tau de Goodman y Kruskal de 0.4406 / 0.4406, observandose de

esta manera una asociacion completa.

Por lo anterior en ambos casos se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis
alterna como verdadera ya que un valor de p muy significativo como el obtenido nos

indica que la hip6tesis nula es poco creible.

Tabla 8. Tabla de contingencia del PRA clase | versus PRA clase lI

PRA CLASE | PRA CLASE |

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
PRA CLASE lI 15 (20.54%) 0 (0%) 15 (20.54%)
POSITIVO 5.5 9.5
PRA CLASE Il 12 (16.43%) 46 (63.01%) 58 (79.45%)
NEGATIVO 215 46.0
TOTAL 27 46

73 (100%)

%0 casillas (0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es de 5.55.

P < 0.0001.
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Tabla 9. Tabla de resultados del PRA n= 109

PRA RESULTADO
POSITIVO CLASE I y I 15

NEGATIVOS CLASE I y I 46
INDETERMINADOS CLASE Iy I 11

POSITIVO CLASE | y NEGATIVO CLASE I 12

NEGATIVO CLASE | y POSITIVOS CLASE 1l 0
INDETERMINADOS CLASE | y NEGATIVOS CLASE I 10
INDETERMINADOS CLASE | y POSITIVOS CLASE 1

NEGATIVOS CLASE | e INDETERMINADO CLASE |l 5

POSITIVO CLASE | e INDETERMINADO CLASE I 9

Con los resultados que se obtuvieron de los 109 pacientes se pudo observar un
éxito del trasplante del 91.76%. Sin embargo si tomamos los resultados del éxito y
comparamos solo aquellos que tuvieron rechazo tanto agudo como cronico y
aguellos que fallecieron por rechazo, se obtendria realmente un éxito del
trasplante del 95.42%, ya que tanto los que fallecieron por otras causas y en los
gue se presentaron otras complicaciones fueron ajenos al rechazo del injerto. (Ver

figura 12).

Fig.12.- Exito del trasplante 1.- rechazo vascular agudo (2.76 %). 2.- otras complicaciones
(1.83 %). 3.- fallecidos por otras causas (1.83 %). 4.- fallecido por rechazo vascular agudo (0.91
%). 5.- fallecido por rechazo crénico (0.91%). 6.-éxito del trasplante (91.76 %). n= 109.
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11.0.- DISCUSION

En este estudio se realizo la tipificacion HLA a nivel alélico del paciente y de sus
donantes en HLA-A, HLA-B, HLA-DR. HLA-DQ, tales hallazgos mostrados en la
tabla 5 son similares a los obtenidos por Arrazola y Cols.?* En donde se puede
observar que los porcentajes de especificidad de anticuerpos HLA estan
relacionados con los haplotipos que mas compartieron el binomio receptor-
donador sobre todo en A2, A24, A68, B35, B39, DR4, DR14, DQ4 y DQS8.

En algunos estudios se ha observado una mayor sobrevida del injerto mientras
mas haplotipos o antigenos compartan el binomio receptor-donador sobre todo
cuando hay compatibilidad en HLA-DR.** 32,

También se le realiz6 al binomio receptor-donador la prueba PRA-CDC ya que de
esta se pueden obtener tres tipos de informacion: A) Si el receptor tiene o no tiene
aloanticuerpos. B) El porcentaje de reactividad, que permite predecir la
probabilidad de una prueba cruzada linfocitaria positiva. C) Identificar, en algunos
casos, contra que antigenos reaccionan estos aloanticuerpos. Este conocimiento
permite pronosticar para los donantes que tienen estos antigenos una muy alta

probabilidad de prueba cruzada linfocitaria positiva por citotoxicidad.

Una prueba cruzada linfocitaria positiva por citotoxicidad CDC del binomio
receptor-donador sobre linfocitos T o totales, tiene un valor predictivo positivo
sobre la pérdida del injerto en las primeras 48 horas del 80%, por lo tanto,
contraindica el trasplante. El trasplante puede no estar contraindicado si existen
evidencias de que la positividad se debe a autoanticuerpos anti-lgM. Para ello es
preciso que: A) La positividad se negativice después del tratamiento del suero con
DTT (Ditiotrietol), B) No exista evidencia de evento sensibilizante en los ultimos 15
dias y C) La determinacién del tamizado de aloanticuerpos anti-HLA en fase solida
(Luminex®) sea negativa en un suero que haya sido PRA-CDC positivo. Pueden
ayudar a confirmar la autorreactividad en evidencias de enfermedad autoinmune
como (LES.AR, CBP etc;).
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Las 109 pruebas cruzadas linfocitarias CDC en el binomio receptor-donador fueron
negativas y en ningan caso se detecto anticuerpos donador especificos (DSA). Se
consideré pacientes sensibilizados aquellos con un %PRA = al 30% y con un
%PRA < al 30% a aquellos pacientes clinicamente manejables e indeterminados

aguellos cuyo %PRA se encontro en el punto de corte o0 zona gris.

Cuando se realizé la tabla de contingencia para comprobar la asociaciéon entre la
prueba realizada contra el resultado obtenido, se noto unra claramente una

diferencia estadisticamente significativa.

En lo que respecta a los resultados obtenidos en la tabla 9 los que mas llaman la
atencion son aquellos con una prueba cruzada CDC negativa pero con un %PRA
positivo para clase |y clase Il (n=15) ya que en algunos estudios se ha observado
una probabilidad de supervivencia del injerto al afio un poco inferior a la de injertos
con %PRA negativo, por otra parte la fijacion de anticuerpos no detectables por
fijacion de complemento no pronostica un rechazo hiperagudo, pero si pronostica

una mejor sobrevivencia del injerto, especialmente en los pretrasplantes.

No debe olvidarse que una parte de los anticuerpos anti-B por citotoxicidad son
realmente autoanticuerpos de tipo IgM que no dan reacciones positivas por
Luminex®. Sin embargo, los anticuerpos IgG anti.HLA clase Il consecuencia de un
injerto previo si se han relacionado con episodios de rechazo y se les ha
considerado un factor de mal prondstico relativo para el retrasplante. Tanto la IgG
anti HLA-DR como los anti HLA-DQ y HLA-DP han sido relacionados con el

rechazo.?”

En los resultados que se muestran en la tabla de contingencia en donde se
comprobd la asociacién del PRA clase | contra PRA clase I, se obtuvo de igual
manera una diferencia estadisticamente significativa. En ambas tablas de
contingencia realizadas se observa una fuerte asociaciéon o dependencia tanto en
la prueba realizada versus resultado obtenido como en la del PRA clase | versus
PRA clase Il. Razoén por la cual se deben realizar ambas pruebas a pacientes que
estan en lista de espera de un trasplante.
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Con respecto al éxito del trasplante en algunos estudios se ha observado que la
presencia de anticuerpos anti-HLA clase | postrasplante precede, incluso afos, al
desarrollo de glomerulopatia, la presencia de anticuerpos clase Il se asocia
fuertemente a rechazo cronico en receptores renales de donante vivo, pero parece
que el peor prondstico se asocia con la deteccion simultanea de anticuerpos anti-
HLA clase | mas anticuerpos anti-HLA clase I, donde la sobrevida del injerto
puede descender a mas del 70%, comparado con la presencia de anticuerpos
Clase | o Clase Il positivos, en los cuales la sobrevida puede alcanzar un 85% a

dos afios después del trasplante. 3 2% 30 3L

En estudios del Grupo Colaborativo para Estudios de Trasplante, realizado en
96,574 trasplantes de 1984 a 2001 han demostrado que la disparidad HLA afecta
directamente la sobrevida del injerto a 20 afios, en este estudio se demostré que
disparidades de 6 diferencias en la tipificacion HLA, la sobrevida decrecié hasta el
20% en comparacion a cero disparidades que la sobrevida fue del 40% de
pérdida del injerto, ahora bien, aunado a estas disparidades la presencia de
anticuerpos anti-HLA por arriba del 50% de sensibilizacion produce un decremento
de hasta del 50% de sobrevida del injerto a 5 afios después del trasplante. En este
estudio se puede observar la paridad entre el binomio receptor-donador (tabla 6 y
figura 11) en el haplotipo mas comun (32%): HLA-A2 —B39 —DR4 -DQ8, tomando
en cuenta que la mayoria de los trasplantes realizados son con donadores vivos

relacionados (n=83).%% %"

Los resultados indican que en los 109 pacientes que fueron sometidos a trasplante
renal 1/109 fallecié por rechazo vascular agudo, 1/109 fallecié por rechazo crénico,
3/109 presentaron rechazo vascular agudo, 2/109 fallecieron por otras causas
ajenas al trasplante (insuficiencia cardiaca y neumonia) y 2/109 presentaron
algunas complicaciones como (sepsis, histoplasmosis), 100/109 resultaron con
trasplante exitoso. Si se tomara en cuenta solo resultados vinculados con rechazo
(fallecidos por rechazo agudo, crénico y aquellos con rechazo agudo vascular) en
términos de porcentajes se obtendria un éxito del trasplante del 95.4 (ver figura

12). Cabe mencionar que en los pacientes que presentaron rechazo vascular

47



agudo en 3 de ellos, las pruebas CDC, PRA clase | y Il fueron negativas, en el
que fallecié por rechazo agudo la CDC fue negativa, el PRA Clase | fue positivo y
el PRA Clase Il indeterminado, el paciente que fallecié por rechazo crénico la CDC
fue negativa el PRA clase | y clase Il fue positivo en ambos casos. Esto puede
deberse a los tipos de anticuerpos que detectan ambas pruebas, pues hay que
sefalar que la prueba cruzada nos va a detectar anticuerpos de tipo IgG y la
determinacion de PRA nos detecta anticuerpos especificos anti-HLA.
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12.0.- CONCLUSIONES

La tipificacion HLA por técnicas moleculares o seroldgicas nos permite llegar a las

siguientes conclusiones:
A) Que la prueba CDC, PRA clase | y clase Il estan asociados significativamente.

B) Nos permite conocer la supervivencia del injerto a largo plazo. Supervivencia a 10 afios
de los injertos HLA idénticos: 73%; supervivencia de injertos no idénticos del 64% (una
incompatibilidad) a 53% (6 incompatibilidades).

C) Permite evaluar las probabilidades de que una prueba cruzada resulte negativa,
conociendo el % PRA-CDC y la especificidad de los anticuerpos del receptor. En
pacientes altamente sensibilizados disponer de un hermano HLA idéntico es, en

ocasiones, una de las pocas oportunidades de trasplante para estos pacientes.

D) Facilita la identificacion de aloanticuerpos donador especificos (DSA) en el pos

trasplante utilizando técnicas de fase sélida.

E) Hace posible evitar la repeticion de las mismas incompatibilidades de trasplantes

previos o futuros.

F) Se sugiere estudiar en un futuro la presencia de los anticuerpos anti-HLA clase | y
clase Il en el postrasplante ya que tendria un valor predictivo en el rechazo del injerto y la
menor sobrevida del injerto. Ademas de la determinacion de anticuerpos anti-MICA a los
cuales se ha sospechado su participacion en pacientes que han perdido de un injerto

previo con evidencias de rechazo humoral.
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