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RESUMEN Universidad Nacional Autbnoma de México

ASOCIACION DE ANTICUERPOS ANTI-HLA CON LA PRESENCIA Y GRADO DE PROTEINURIA EN

PACIENTES ADULTOS CON TRASPLANTE RENAL.

Introduccidn. Distintos mecanismos se encuentran involucrados en el dafio crénico del injerto
renal, haciéndose dos grandes divisiones: a) procesos inmunes (anticuerpos anti-HLA) y b) no
inmunes (Proteinuria). Hasta el momento no existen estudios que demuestren la asociacién
entre la presencia de anticuerpos anti-HLA y la proteinuria que se suele observar en pacientes
trasplantados. El objetivo planteado fue determinar correlacién entre los niveles de Ac-HLA con
la presencia y grado de proteinuria en pacientes adultos receptores de trasplante renal.
Material Y Métodos. Estudio clinico transversal y descriptivo, incluyo pacientes adultos
receptores de trasplante renal con seguimiento en el INCMNSZ; de Marzo de 2009 a Febrero de
2011. Se midieron anticuerpos anti-HLA en suero sanguineo con Labscreen Single Antigen®
mediante Luminex y proteinuria en orina de 24 hrs. Se utilizaron frecuencias y proporciones
para las variables nominales; Chi cuadrada para variables categdricas y T de Student o ANOVA
de 1 via para las variables continuas. Se considerd significativa una P < 0.05.

Resultados. Se incluyeron 61 pacientes, 18 de ellos (29.5 %) tenian algin grado de albuminuria,
de los cuales sélo 3(4.9 %) presentaban albuminuria en rangos clinicamente significativos
(2300mg/24hrs). El 40.5% de los pacientes que presentaron Anticuerpos anti-HLA presentd
Anticuerpos Donador Especifico (DE). No se encontré correlacion entre los niveles de Ac-HLA
con la presencia y grado de proteinuria en pacientes adultos receptores de trasplante renal.
Conclusiones. Si bien en este estudio no hubo una clara asociacién entre el desarrollo de
anticuerpos anti-HLA y la presencia de proteinuria, no hay duda que son necesarios mejores
biomarcadores para el adecuado monitoreo de los pacientes y que nos puedan apuntar hacia el
mejor momento para realizar intervenciones para la remocion de dichos anticuerpos, con el fin

de mejorar el pronéstico de los receptores de trasplante renal.
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. MARCO TEORICO

I.1.- Trasplante Renal

El trasplante renal es la forma preferida de tratamiento renal sustitutivo en casi todos los
pacientes con enfermedad renal terminal. A pesar del éxito progresivo del trasplante renal, el
rechazo agudo y crénico contindan siendo los problemas principales. Los descubrimientos
recientes han llevado a un mejor conocimiento de la inmunobiologia del trasplante. Es asi que
la intervencidn terapéutica mas eficaz para controlar la morbi-mortalidad y reducir los costos
asociados a la enfermedad renal crénica terminal (ERCT) y terapia dialitica implica la restitucién
de la funcién renal perdida, colocando al trasplante renal como el tratamiento de eleccién con

el mayor indice de rehabilitacion y reintegracion a la vida laboral.*™®

1.2.- Medicion de la funcion renal y estratificacion de su deterioro

El término enfermedad renal crénica (ERC) incluye toda condicidon que involucra dafio renal, ya
sea estructural (evidenciado por estudio de gabinete o histopatolégico) o funcional
(evidenciado por alteracion en la composicidn sanguinea y/o urinaria), persistente por un
periodo mayor o igual a 3 meses (Tabla I.1). Por lo general es de caracter progresivo asi que,
dependiendo de la etapa clinica puede o no haber disminucidon de la tasa de filtrado glomerular
(TFG) ademas de proteinuria; esta ultima como marcador de dafio renal temprano. Puede
definirse la ERC con base en una TFG menor a 60 mL/min/1.73 m? durante el mismo lapso

citado con anterioridad, con o sin dafio estructural ’
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Tabla I.1.- Marcadores de dafio renal’

Bioguimicos Imagen Histopatologia
Creatinina sérica Dimensién reducida Esclerosis glomerular
Proteinuria/albuminuria Relacidn corteza: medula alterada | Fibrosis Intersticial
Otros indicadores de dano renal | Contorno irregular Atrofia tubular

La cuantificacién de la funcién renal se basa en un indicador, la TFG. Este pardmetro se
cuantifica directamente mediante una técnica compleja que mide a intervalos seriados (en

promedio cada 30 minutos) la concentracidn sérica y urinaria de un farmaco exégeno (V. gr.

125 99m
Inulina, |—iotalamato, Tc— 4cido dietilen triamino penta acético [DTPA]) cuya eliminacién

es exclusivamente por via renal y que es administrado a una tasa constante por via
endovenosa.t ™ Estas técnicas, consideradas como estandar de oro, requieren infraestructura
especial asi como personal capacitado, por lo que en la actualidad se emplean férmulas
matematicas relativamente sencillas que se basan en la creatinina sérica (CrS), datos

demogréficos (edad, género y raza) y antropométricos (peso). Esto permite estimar

7-9
indirectamente la TFG con facilidad y rapidez. Tal es el caso de la formula derivada del

estudio Modification of Diet in Renal Disease, (MDRD) que es actualmente la mas recomendada
. i . ;. 7 ,
para la evaluacion y estratificaciéon de la enfermedad renal crénica;’ no sélo por la fortaleza

metodoldgica con la que fue desarrollada, sino también por el menor margen de error (de — 5.5

2
a 0.9 mL/min/1.93 m ) en comparacion con otras ecuaciones (V. gr. Cockcroft — Gault).lo‘12 Pese

a esto, se discute todavia su perfectibilidad.® La estratificacién de ERC y ERCT basada en la TFG
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y marcadores tempranos de dafio renal (V. gr. proteinuria) se muestra en la Tabla 1.2.

Tabla |.2.- Estadio y prevalencia de la enfermedad renal crénica.”**

Estadio Definicion TFG Prevalencia

(mL/min/1.73 m?)  1988-1994  1999-2004

1 TFG normal y albuminuria 290 1.71 1.78
2 Disminucién leve de TFG 60-89 2.70 3.24
3 Disminuciéon moderada de TFG 30-59 5.42 7.69
4 Disminucién grave de TFG 15-29 0.21 0.35
5 Insuficiencia renal terminal <15(dialisis)

Incluye poblacién > 20 afios. TFG= tasa de filtrado glomerular cuantificada en mL/min/1.73 m?
de superficie corporal.

El dafio renal puede estar presente aun cuando la creatinina sérica o la TFG se encuentren
dentro de parametros “normales” y la morfologia renal por estudios de gabinete no muestre
alteracion. Este grupo de casos con “dafio renal temprano” son identificados gracias a la

presencia de una anomalia en el andlisis de orina: proteinuria / albuminuria.’

1.3.- Daiio cronico del injerto

El Dafo Cronico del Injerto (DCI) representa cambios ultraestructurales en los componentes de
la nefrona. Las lesiones histopatoldgicas reconocidas en el dafio crénico del injerto son la

fibrosis intersticial / atrofia tubular y el dafio glomerular crénico. Estas lesiones constituyen el
4
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punto donde confluyen distintos mecanismos de dafio, inmunolégico y no inmunolégico.*
Desde hace mas de una década se ha descrito al DCI como la principal alteracién causante de

retorno a dialisis o retransplante_”'23

Por lo general, este conjunto de alteraciones
histopatoldgicas “tipicas” en la biopsia renal percutdnea se presentan en asociacién con
deterioro de la funcién del injerto renal, proteinuria de magnitud variable e hipertensién;
aungue en etapas iniciales prevalecen sélo alteraciones histoldgicas leves sin manifestaciéon

clinica alguna, reconociéndose también su caracter progresivo y acumulativo.*’*%?4%

1.4.- Patogenia del daio crénico del injerto

Distintos mecanismos se encuentran involucrados en el dafio crénico del injerto renal,
haciéndose dos grandes divisiones: a) procesos inmunes (dependientes de aloantigenos) y b)

15,17,20,21

no inmunes (independientes de aloantigenos); ambos, invariablemente culminan en

inflamacidn, proceso constante que se perpetla por diversas causas. (Tabla I.3)

Asi pues, los acontecimientos en el periodo postrasplante en asociacion con la respuesta
inmune dirigida contra el aloinjerto desencadenan un circulo vicioso: estrés - dafio -
inflamacién - respuesta inmune - estrés; que culmina en el deterioro progresivo del injerto

15,24,19,26,27 (s
renal.>**1%2%27 (Figura 1.1)
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Tabla 1.3.- Factores aue contribuven al desarrollo de DCI 15:17.24,18,20

Dependientes de Aloantigenos

Independientes de Aloantigenos

Inmunidad celular
Discordancia HLA D/R*
Inflamacidn persistente

Inmunosupresién deficiente

Inmunidad humoral
Grado de sensibilizacion (PRA)
Episodios de rechazo

(celular y/o humoral)

Infecciones
Citomegalovirus

Poliomavirus

Viabilidad del érgano
Edad del donador
Tiempo de isquemia fria
Historia de funcién retardada del injerto/NTA
Donador vivo vs cadavérico
Donador con lesion cerebral
Masa renal disminuida
Factores propios del receptor
Diabetes Mellitus
Uropatia obstructiva
Patologia recurrente
Apego al tratamiento
Proteinuria
Radicales libres
Dislipidemia
Hipertension

Tabaquismo

Toxicidad por farmacos (ICN)

DCl= dafio crénico del injerto; HLA= Human leukocyte antigen, antigeno leucocitario humano;

D= donador; R= receptor; NTA= necrosis tubular aguda; PRA= panel reactivo de anticuerpos;

ICN= Inhibidores de calcineurina.
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Factores no inmunolégicos

{condiciones propias del donador Factores inmunolégicos
/ receptor y la procuracion, {sensibilizacion, PRA)
funcion retardada, NTA) Sl
Estrés inicial

Dano
Dislipidemia,
hipertensidon Inflamacion Respuestanmune
T g - G (semejanza de HLA,
nefrotoxicidad Infiltracion celular : iy
. inmunosupresion)
por farmacos
\ 4
Estrés
A
Y
Dano

(Fibrosis intersticial y lesion vascular)

|

Deterioro renal

Figura I.1. Esquema que representa los iniciadores del ciclo estrés — dano — inflamacion —

respuestainmune — estrés. NTA, necrosis tubular aguda. PRA, panel reactivo de anticuerpos.

1.4.1.- Causas de DCI no inmunoldgicas (Independientes de aloantigenos)

Diferentes factores no inmunoldgicos son ampliamente citados como predisponentes para el

20,24,28

desarrollo de DCI. Tal es el caso de la exposicién crdnica a inhibidores de calcineurina

29-32

(ICN), nivel de presion arterial postrasplante renal, tiempo de isquemia, condiciones de
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procuracion y preservacion> asi como factores propios del donador que modifican la viabilidad
del injerto (patologias previas a la donacién y caracteristicas del donador como el género, edad

e incluso tamafo y nimero de nefronas donadas) y proteinuria.34’35

1.4.1.A.- Proteinuria

En condiciones normales, la excrecidn urinaria de proteinas se encuentra restringida tanto por
la carga eléctrica, tamafio, estructura molecular de las mismas, asi como por el metabolismo

1.3637 A pesar de esto existe cierta excrecidon que en un adulto sano alcanza los

tubular proxima
50 mg/24h en promedio (aunque se reportan valores entre 40 — 80 mg/24h)38 con un umbral
maximo para la “normalidad” de 75 — 150 mg/24h (este umbral maximo se puede alcanzar e
incluso rebasar en condiciones de estrés como ejercicio extenuante, fiebre y estrés emocional
intenso o incluso como respuesta a la infusién de norepinefrina o angiotensina).>® Esta
proteinuria normal es una mezcla de proteinas plasmaticas de alto (inmunoglobulinas),
mediano (albumina) y bajo peso molecular (PM < 25 kD, lisosimas, ribonucleasas, cadenas
ligeras de inmunoglobulinas, productos de degradacidon de la fibrina, hormonas peptidicas,

39,40

proteinas transportadoras de hormonas, etc.), ademas de proteinas no plasmaticas de

3040 Asi pues, podemos hablar

origen tubular renal (uromodulina o proteina de Tamm Horsfall).
de proteinuria en términos generales y como un caso particular de ésta, la albuminuria. (Figura

1.2)
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Figura 1.2. Composicion proteica normal de una muestra urinaria.>**

Las proporciones se muestran como de origen plasmatico: alto, mediano y bajo peso

molecular; y las de origen tubular (no plasmaticas): proteinas de Tamm Horsfall.

Para fines del presente trabajo, el término proteinuria se empleara para describir la presencia
anémala de proteinas en orina de acuerdo a la Tabla 1.4, que refleja el consenso internacional.
Como se ha mencionado, la proteinuria constituye un marcador sensible de dafio en diferentes
tipos de enfermedad renal crénica, antecediendo al deterioro de la TFG y desarrollo de lesiones

visibles por estudios de gabinete.7'39’40
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Tabla 1.4: Tipos de Proteinuria’

Normal Clinicamente significativa
Proteinuria Total <300 mg >300 mg*
Albuminuria <30mg >30 mg**

*Los términos subnefrético y nefrético se refieren al grado de proteinuria o albuminuria que se
encuentra dentro de los rangos 300-3499mg/24h o por encima de ese rango, respectivamente.

**E| termino microalbuminuria describe el rango entre 30 y 299 mg/24h.

Tradicionalmente el origen de la albuminuria ha sido atribuido a la disfuncién de la barrera de

363741 i embargo, existen mecanismos descritos recientemente que

filtracién glomerular.
localizan el origen de la proteinuria mas alla de esta barrera. De entre sus componentes (Figura
1.3), los de mayor relevancia en lo que a proteinuria respecta son el glucocaliz y los diafragmas

de hendidura de las células epiteliales viscerales o podocitos.36'37'41'43

El primero (glucocaliz), consiste en una “malla” de glicoproteinas y proteoglicanos que se
extiende en toda el area de superficie del endotelio vascular glomerular (incluyendo las

36,41,43

fenestras) y de células epiteliales viscerales (podocitos). Debido a sus componentes

altamente sulfatados y glucosilados (principalmente podocalixina) prevalece una carga

41-4 . .
364143 ) 65 diafragmas de hendidura son

negativa que repele a las moléculas de albumina sérica.
los responsables de la permeabilidad selectiva para las proteinas y albumina y se componen

por una intrincada red de proteinas ancladas en la membrana celular que se extienden de un

pedicelo a otro formando una especie de “cremallera” (Figura 1.3).3%%%

10
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Glomeérulo

A

Glucocaliz , if ;. U

Proteinas transmembrana

Figura 1.3.Componentes de la barrera de filtracién. 1) Arriba, izquierda. Microscoopia
electronica por barrido de un ovillo glomerular desprovisto de su capsula. 2) Arriba, centro.
Microscopia electrénica por barrido de la seccidén transversal de un capilar glomerular que
asoma en su interior un eritrocito (ee), el endotelio vascular fenestrado (ee) asi como los
pedicelos (PP) o proyecciones digitiformes de los podocitos que rodean o “abrazan” al capilar
glomerular. 3) Cuadro de borde rojo. Microscopia electrénica. Corte transversal de la barrera
de filtracién glomerular que muestra los pedicelos (PP), membrana basal glomerular (MBG) asi
como el espacio vascular (V) y urinario (U). 4) Cuadro azul. Microscopia electrénica a mayor
detalle que muestra el espacio urinario (U), pedicelos (PP), los diafragmas de hendidura
(recuadro naranja), MBG, células endoteliales (CE) y el glucocaliz (Glx, recuadro verde) asi como
el espacio vascular (V). 5) En medio izquierda, enmarcado en verde. Microscopia electrénica a
mayor detalle del glucocaliz que emerge de las células endoteliales. 6) En medio derecha,
enmarcado en naranja. Microscopia electrénica a mayor detalle que muestra los diafragmas de
hendidura (SD) que emergen de dos pedicelos (PP) a los que unen. Los “puntos” (flechas)
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representan estructuras protéicas del mismo diafragma. 7) Abajo, izquierda enmarcado en
verde. Representacion esquematica del glucocdliz emergiendo de una célula endotelial (CE). 8)
Abajo, derecha enmarcado en naranja. Representacidn esquemadtica del diafragma de
hendidura que conecta dos pedicelos (PP, en azul). Obsérvese la configuracion en “cremallera”
de las diferentes proteinas ancladas al citoplasma de los pedicelos. Tomadas de las referencias
41,43y 44.

La proteinuria refleja sin duda la alteracion o disfunciéon de la nefrona en cualquiera de sus

componentes (barrera de filtracién glomerular o tdbulo proximal).>®37424346

1.4.1.B.- Proteinuria en el Trasplante Renal

La prevalencia de proteinuria en pacientes trasplantados varia considerablemente entre
distintos reportes, de 7.5 a 45%; las principales diferencias se encuentran en los puntos de
corte empleados (> 2-3 g/d, 1 g/d, >0.5 g/d). Para un punto de corte > 0.5g/d, la prevalencia
reportada en la literatura oscila entre 13 y 36%, ciertamente mayor que en la poblacién
general.38’47 Durante el periodo postransplante temprano, la prevalencia varia del 7.5 al 30% de

los casos.®*®

Generalmente, tiene su origen en la funcidén residual de los rifiones nativos y de
acuerdo con la evidencia existente, ésta tiende a desaparecer en el transcurso de 1 a 10
semanas>® de tal forma que aquellos en los que persiste por mas de 3 meses con un valor = 500
mg/d, su presencia debe atribuirse a dafio del injerto renal y que para fines de protocolos
como el presente, este seria el tiempo minimo de seguimiento postrasplante para poder ser
incluidos (en nuestro caso es de 6 meses).”® Asi, la presencia de proteinuria después de 3
meses postrasplante refleja dafio estructural del injerto, y se ha asociado a mayor deterioro de

47-53

la funcién del injerto renal y reduccién de su sobrevida. Asi, dependiendo del grado de

12
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proteinuria, el riesgo relativo de perder la funcion del injerto renal a un afio va de 2.3 a 3.5
veces mas que aquellos sin proteinuria.54 Diferentes autores, han reportado datos

semeja ntes.” 8>3

Existe una relacidn clara entre la magnitud de la proteinuria y todos aquellos factores que
condicionan mayor dafio en el injerto, como son: donador afioso, donador fallecido de causa
cardiovascular (refleja mayor dafio endotelial), tiempos de isquemia prolongados (dafio por
isquemia-reperfusion) y eventos de rechazo previos (procesos aloinmunes), asi como, con

glomerulopatias de novo y recurrencia de la enfermedad original.>***

Gran parte de los factores
antes citados condicionan un estado inflamatorio con lesién mediada por complemento del
endotelio vascular en los capilares glomerulares y peritubulares. En los glomérulos, la barrera
de filtracion glomerular pierde su selectividad para proteinas y en los tubulos las vias de

27,5560 £l astado continuo de

recuperacién en las células tubulares proximales se ve alterada.
lesion-reparacion ademas de la disminucién progresiva de los capilares peritubulares culmina
en el desarrollo de fibrosis intersticial, atrofia tubular, explicando asi porqué el dafio crénico

del injerto invariablemente se acompana de proteinuria.15'17'19’21’24’27

1.4.2.- Causas de DCI inmunoldgicas (Dependientes de aloantigenos)

Como se menciond anteriormente existen también las causas inmunoldgicas que llevan al DCl,
ya sea por dafio mediado por la inmunidad celular o por la inmunidad humoral como se vera
mas adelante. En esta ultima, es muy importante la existencia previa al trasplante de

alosensibilizacion a través de transfusiones sanguineas, el embarazo, trasplantes previos. Pero
13
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otros factores de alto riesgo inmunolégico son: discordancia de HLA, inmunosupresion
deficiente, episodios de rechazo agudo y %PRA elevado (que traduce un alto grado de
alosensibilizacidn, es decir, una elevada cantidad de anticuerpos anti-HLA presentes en suero

sanguineo de los pacientes trasplantados).15’17’20’24

1.4.2.A.- Anticuerpos anti-HLA (Barreras inmunoldgicas)

El término histocompatibilidad tuvo su origen tras observar el éxito de injertos entre gemelos
monocigdticos. Este término, designa a groso modo el grado de semejanza inmunoldgica entre
individuos.®* Tal semejanza estd determinada principalmente por un sistema de antigenos
mayores de histocompatibilidad, en nuestro caso se denomina sistema de antigenos
leucocitarios humanos (HLA); y corresponde a un grupo de genes altamente polimérficos que
codifican para proteinas de superficie en toda célula nucleada de la economia (antigenos HLA
Clase | y Clase Il), codificadas en la regién del complejo principal de histocompatibilidad

. 2
contenida en el brazo corto del cromosoma 6.°

Los anticuerpos anti-HLA pueden ser generados por cualquier individuo mediante
alosensibilizacion al exponerse a células humanas ya sea por transfusién, embarazos o en el
caso del receptor de un trasplante ante la exposicién a los antigenos HLA del complejo principal
de histocompatibilidad presentes en el injerto del donador y que sean distintos a los que posee

2
el receptor. °

Al concluir la anastomosis de los vasos sanguineos e iniciar la perfusién del injerto renal, tiene

inicio la interaccién entre células “T” efectoras del receptor y células presentadoras de
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antigenos (APC) residentes en el injerto renal, es decir, del donador (via directa de
presentacion de aloantigenos) y APC del receptor (via indirecta de presentacién de
aloantigenos). Los antigenos HLA del donador asi presentados, son reconocidos como ajenos,
despertando una respuesta inmune especifica que puede ser de tipo exclusivamente celular
(resultando en un rechazo celular puro por células T) o una respuesta con la produccion de
anticuerpos dirigidos contra el donador (anticuerpos anti-HLA donador especifico) que da
como resultado un rechazo mediado por anticuerpos o humoral, o la combinacién de

am bOS.15'63'64

Algunos autores consideran que la via directa de presentacién de aloantigenos, es la
responsable del rechazo agudo observado durante los primeros meses posteriores al trasplante
renal; periodo en el que segun evidencia experimental las APC del donador han desaparecido

6466 y que la via indirecta de presentacion de aloantigenos es la responsable de

por completo.
mantener una respuesta inmune sostenida en contra del injerto renal®®* cuya intensidad se
encuentra directamente relacionada con el grado de compatibilidad entre donador y receptor
asi como del estado de sensibilizacion previa al transplante; de tal forma que la presencia de
anticuerpos se relaciona directamente con el deterioro progresivo de la funcién del injerto e

indirectamente con la sobrevida del mismo.>*%7

1.5.-Proteinuria y daifo endotelial

En estudios mads recientes han demostrado que la proteinuria es un marcador precoz del dafio

producido en los capilares glomerulares por anticuerpos anti-HLA Clase I, antes de que las
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manifestaciones histolégicas de la glomerulopatia del trasplante fueran visibles. La presencia
de proteinuria, entre todos los pacientes con anticuerpos anti-HLA clase Il, particularmente,
identifica a un subgrupo de pacientes con alta incidencia de glomerulitis y alto riesgo de
desarrollar glomerulopatia del Trasplante en el futuro. Estudios realizados con microscopio
electrénico demostraron que el dafio en las células endoteliales del capilar glomerular precede

a los cambios histoldgicos que consideramos diagndsticos de la glomerulopatia del trasplante.®

Si bien las causas de proteinuria y deterioro de la funcién en el injerto renal son diversas, las
lesiones histopatolégicas propias del trasplante por lo general se diferencian claramente de
aquellas atribuidas a glomerulopatias primarias y/o secundarias. Esta distincidn, se ve facilitada
aun mas, por el bajo porcentaje de glomerulopatias primarias (recurrentes o de novo) que se

presentan posterior al trasplante.®®®**

Con el objeto de estandarizar la interpretacién de las biopsias de injertos renales y con ello
unificar la evidencia generada concerniente al trasplante renal, en 1991 se creé la clasificacidon
histopatolégica de Banff.9697 Esta clasificacion y sus actualizaciones han mejorado la
caracterizacion de lesiones crénicas asociadas preponderantemente a mecanismos de
aloinmunidad cuya huella histopatolégica, ubicada en el area cortical, se caracteriza por a)
infiltrados linfocitarios “en parches” b) zonas de fibrosis intersticial, c) atrofia tubular, d)
glomerulopatia crénica del injerto, e) vasculopatia crénica del injerto y f) laminacién de la

16,85- . . .
®8>87 | 3 inmunofluorescencia constituye un

membrana basal de los capilares peritubulares.
elemento util para la interpretacion de la biopsia renal. La presencia de fragmentos del

complemento (V. gr. C4d) depositados a lo largo de la membrana basal glomerular y de los
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capilares peritubulares es sin duda, la prueba fehaciente de la intervencién de los anticuerpos
en el dafio agudo y crénico del injerto renal.96,97, La frecuencia y magnitud de las alteraciones
histoldgicas observadas dependen directamente del grado de proteinuria al momento de la
biopsia renal; de tal forma que en pacientes con proteinuria de 3g/d o mas se identifican
lesiones en el 60% de los casos, en comparacion con el 12% obtenido en pacientes con 1g/d o
menos de proteinuria. A su vez, la presencia de lesiones crdnicas guarda relacion con el

deterioro de la funcién del injerto.*® ***¥

En resumen, el dafio inmunolégico del injerto es causado por diferentes elementos del sistema
inmune del receptor (células “T”, monocitos, anticuerpos, factores del complemento, etc.) que
al reconocer diferentes antigenos del donador (V gr. HLA) presentes en el injerto renal, ponen
en marcha los dos grandes brazos de la inmunidad: celular y humoral. El fundamento tedrico
para este estudio propone que el dafio estructural glomerular inducido por anticuerpos anti-
HLA resulta en un incremento de la permeabilidad glomerular con el consecuente incremento
de proteinuria glomerular, que a su vez promovera mayor dafio estructural en el injerto con la
consecuente pérdida progresiva de la funcidn. Adicionalmente, debido a que el endotelio
vascular de los capilares peritubulares expresan antigenos HLA clase | y clase Il, el danho
inducido a estos capilares por los anticuerpos puede condicionar también alteracién en la

funcion tubular, explicando asi el incremento en la proteinuria tubular.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dafio endotelial de multiples etiologias puede condicionar un aumento en la permeabilidad
del capilar glomerular con la consecuente aparicién de proteinuria, que aunado al dafio tubular
y su consecuente alteracidon en la reabsorcion de proteinas a ese nivel, explican el incremento
en la proteinuria. Dicha proteinuria promoverd mayor dafo estructural renal al promover
mayor estrés oxidativo e inflamacion tisular con la consecuente pérdida progresiva de su
funcién. Debido a que el endotelio vascular de los capilares glomerulares y peritubulares
expresan antigenos HLA clase | y clase I, los anticuerpos anti-HLA pueden inducir daio directo
a estos capilares ocasionando proteinuria y el dafio previamente descrito, de tal manera que
en receptores de trasplante renal, la proteinuria, es un factor de riesgo independiente para la

pérdida del injerto renal y muerte del paciente con injerto funcional.

Este dafio endotelial inducido por los anticuerpos anti-HLA en receptores de trasplante renal
puede ocasionar un amplio espectro de enfermedad, pudiendo manifestarse como rechazo
agudo mediado por anticuerpos, con rapido deterioro de la funcion renal y pérdida del injerto
si no se da tratamiento, hasta un rechazo humoral subagudo o crénico con elevacion muy
discreta pero progresiva de la creatinina y proteinuria en diferentes grados, para finalmente
ocasionar pérdida del injerto renal. Hasta el momento no existen estudios que demuestren la
asociacién entre la presencia de anticuerpos anti-HLA y la proteinuria que suele observarse en
pacientes trasplantados. Por lo anterior, el presente proyecto pretende contestar la siguiente

pregunta de investigacion:

¢Cual es la correlacion entre los niveles de Ac-HLA con la presencia y grado de proteinuria en

pacientes adultos receptores de trasplante renal?
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Ill. JUSTIFICACION

El trasplante renal es considerado la mejor opcidén terapéutica, sin embargo, a pesar de la
mejoria en la sobrevida del injerto renal a corto plazo, lograda en el transcurso de las ultimas 2
décadas, no ha podido trasladarse a los resultados que se observan a largo plazo. La pérdida de
los injertos renales significa reingresar a los pacientes a programas de terapia sustitutiva de la
funcién renal, cuyos costos bioldgicos y econdmicos superan de manera significativa los costos

de mantener injertos funcionales.

La medicién seriada de anticuerpos anti-HLA postrasplante pudiera ayudar a su deteccién
temprana y tratarlos de manera oportuna, sin embargo sus altos costos lo hacen inviable,
sobretodo porque pudiera pasar mucho tiempo entre su aparicion y la produccién de dafio al
injerto. De tal manera que el uso de subrogados como la proteinuria con menor costo y facil
determinacién, pudiera ayudar a determinar el momento en que ya hay dafio endotelial y en
ese momento medir los anticuerpos para su posible tratamiento. Dado lo anterior y aunado a
gue nos encontramos en un centro de alta especialidad, donde se refieren a pacientes adultos
candidatos a recibir un trasplante renal y que se cuenta con el equipo necesario para realizar
las mediciones pertinentes, consideramos factible el realizar este tipo de estudios. Ademas, en
la literatura no hay reportes de la correlacion entre estos anticuerpos y la proteinuria lo que lo

hace un estudio novedoso.

De resultar positiva la correlacion de la intensidad de los anticuerpos anti-HLA y el grado de
proteinuria, ayudard a ampliar el conocimiento de su fisiopatologia, asi como facilitar la

deteccidon oportuna de la lesidn por anticuerpos, incluso antes de la elevacién de creatinina.
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IV. HIPOTESIS

A mayor grado de luminiscencia y numero de anticuerpos anti-HLA, habrd mayores niveles de
proteinuria, con un coeficiente de correlacion de al menos 0.6, en los pacientes adultos

receptores de trasplante renal.
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V. OBIJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la correlaciéon del grado de luminiscencia y nimero de los anticuerpos anti-HLA con

los niveles de proteinuria en pacientes adultos receptores de trasplante renal.

Objetivos especificos:

1.- Conocer la frecuencia de pacientes adultos receptores de trasplante renal con anticuerpos

anti-HLA.

2.- Identificar el nUmero de anticuerpos anti-HLA positivos en cada paciente y la intensidad de

luminiscencia de los mismos.

3.- Identificar la frecuencia y nivel de proteinuria en pacientes adultos receptores de trasplante

renal.

4.- Correlacionar el grado de luminiscencia de los anticuerpos anti-HLA con los niveles de

proteinuria en pacientes adultos receptores de trasplante renal.

5.- Comparar la proteinuria de los pacientes con anticuerpos anti-HLA dirigidos contra el

donador versus aquellos que son inespecificos.
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VI. MATERIAL Y METODOS

a. Diseiio del Estudio:
Estudio clinico transversal y descriptivo.
b. Universo de estudio:

Pacientes adultos receptores de trasplante renal con seguimiento en el Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

c. Tamaino de muestra:

Ante la falta de informacién al respecto, no se tienen datos para hacer un cdlculo del tamafio
de muestra en base a cifras previamente publicadas, sin embargo, se hizo un calculo basado en
cifras clinicamente significativas. Se utilizé una férmula para correlacién simple en un grupo. De
acuerdo a lo planteado en la hipdtesis, se establecid por el grupo de trabajo que seria
clinicamente relevante una correlacion de al menos 0.6. De tal manera que para un nivel de

significancia de 0.05, con un poder estadistico del 80% y utilizando la formula:

n=3+K/C?

K= (Za +ZB)* = 6.2 C=0.5In (1+r)/(1-r) = 0.693

r=Coeficiente de correlacién esperado = 0.6

Sustituyendo la formula n = 3+6.2/0.693%=3+6.2/0.480 = 3+12.9 = 15.9

Se requieren un minimo de 16 pacientes para la realizacion de este estudio.
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d. Lugar de Realizacidn:

Se realizd en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

e. Periodo de Estudio:

Marzo de 2009 a Febrero de 2011.

f. Criterios de Inclusion:

Pacientes receptores de trasplante renal de ambos géneros, de 18 a 65 afios de edad.

e Que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento informado

aprobado por el comité institucional de investigacién biomédica en humanos.

e Receptor de primer trasplante renal.

e Aquellos con 1 afio minimo post-trasplante renal.

e Con injerto funcional, definido para este estudio bajo el criterio de tener tasa de

filtracion glomerular estimada por formula MDRD mayor o igual a 30 ml/min.

e Que contaran con biopsia renal, en la cual se descartaran patologias relacionadas con la

produccién de proteinuria.

g. Criterios de Exclusion:

e Receptores de Trasplante multiorganico.

e Antecedente de trasplante de érgano extrarenal.
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e Antecedente histoldgico conocido de patologia recidivante en el injerto renal de la

glomerulopatia primaria o glomerulopatia de novo, distinta a la glomerulopatia del

trasplante.

h. Variables:

Dependiente: Nivel de Proteinuria

Independientes: Anticuerpos anti-HLA, tensidn arterial elevada, inmunosupresores.

Sociodemograficas: Edad, sexo.

Antecedentes: Creatinina Sérica, transfusiones, embarazos, trasplantes previos.

i. Descripcion operacional de las variables:

VARIABLE

DEFINICION CONCEPTUAL

TIPO DE

VARIABLE

ESCALA DE

MEDICION

Nivel de Proteinuria

Cantidad de proteinas en la orina
de 24 hrs. ajustada para

creatinuria.

Cuantitativa

continua

Relacion proteinuria/

creatinuria (mg/g)

Presencia de

Presencia de proteinas en orina.

Cualitativa

SI/NO
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Proteinuria
Moléculas proteicas derivadas del
Numero de
CMH, las cuales nos determinan la Cuantitativa Numero
Anticuerpos anti-
presencia de anticuerpos anti-HLA continua
HLA positivos
en suero sanguineo.
Intensidad de Moléculas proteicas derivadas del
Unidades de

luminiscencia de los

CMH, las cuales nos determinan la

Cuantitativa

luminiscencia

anticuerpos anti- | presencia de anticuerpos anti-HLA continua
HLA positivos en suero sanguineo.
Presencia de
Anticuerpos anti-HLA detectados
anticuerpos anti- Cualitativa SI/NO
en suero.
HLA
Presencia de Ac-HLA con mas de
Anticuerpos anti-
500 unidades dirigidos contra
especificidades presentes en el
especifico
donador
Presidn que ejerce la sangre contra Cuantitativa
Tension Arterial mmHg
la pared de las arterias. continua
Farmaco que produce la Tacrolimus
Inmunosupresores inmunosupresion del sistema Nominal Micofenolato

inmunoldgico. Utilizado para

Sirolimus
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minimizar el rechazo de drganos Azatioprina
trasplantados. Ciclosporina
Prednisona
Producto de desecho del
metabolismo normal de los
musculos, producida por el cuerpo Cuantitativa
Creatinina Sérica mg/dl
en una tasa constante. continua
Normalmente filtrada por los
rifones y excretada en la orina.
Antecedente de haber recibido una
Transfusiones Nominal SI/NO
transfusion de hemoderivados.
Numero de embarazos,
Embarazos independientemente de su Nominal SI/NO
desenlace
Abortos Antecedente de abortos. Nominal SI/NO
NUmero de Antecedente de trasplante renal Cuantitativa

Trasplantes

previo.

discreta

Numero de trasplante
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Edad Tiempo transcurrido a partir del Cuantitativa Afos

nacimiento de un individuo. discreta

Diferencia de entidad definida por Masculino

Sexo Nominal

los 6rganos reproductores. Femenino

j. Procedimientos

Se estudiaron 61 pacientes trasplantados renales, que acudieron a consulta de este instituto.
De cada uno de ellos se hizo una revisiéon exhaustiva del expediente para corroborar criterios
de inclusidn y exclusion, una vez verificado que cumplieron con cada uno de los criterios, se
contactd al paciente, se programo una entrevista con fines informativos acerca del
procedimiento. Posterior a la aclaraciéon de dudas se invitd a participar en el protocolo de
investigacidon previa firma del consentimiento informado aceptado por el comité de ética
institucional. Se tomaron del expediente la informacidn necesaria y se tomaron las muestras de
suero y orina correspondientes, que una vez preparadas se congelaron a menos 70 °C hasta su

medicion.

1. Determinacidon de anticuerpos anti-HLA. Se empleo la tecnologia LUMINEX que emplea un
equipo analizador marca “LABScan®100 flow analizer” (LUMINEX xMAP®, Luminex Corporation,

Austin, Texas, USA). Esta tecnologia emplea cuentas o microesferas hechas de poliestireno. En
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la superficie de cada microesfera, se encuentran adheridos los antigenos HLA obtenidos
mediante tecnologia recombinante utilizando lineas celulares linfoblastoides que producen
moléculas de HLA (clase | o Il) de distintas especificidades. El suero del paciente se une a dichas
especificidades antigénicas y un anticuerpo secundario (de cabra) dirigido contra IgG humana y
marcado con un material fluorescente (ficoeritrina) se une a los complejos formados por el
anticuerpo unido al antigeno HLA. De esta forma, se puede identificar una especificidad de HLA
mediante la intensidad con que fluoresce cada microesfera. La deteccidén de anticuerpos anti-
HLA por Luminex puede hacerse por tres métodos distintos, siendo de menos a mas
especificidad como sigue: el primero o de escrutinio, emplea el reactivo Labscreen Mixed (One
Lambda, Canoga Park, CA, USA) que permite detectar la presencia de anticuerpos en suero
discriminando si éstos son dirigidos contra moléculas HLA (clase | o Il), sin determinar su
especificidad, por lo que su resultado se interpreta como positivo o negativo para clase |, Il o
ambos. El segundo método o de fenotipo, difiere en que cada perla contiene 6 antigenos clase |
o clase Il y permite identificar los alelos del HLA contra los que van dirigidos los anticuerpos
detectados como si se utilizaran células vivas (de clase |: HLA-A, -B o -C o clase II: HLA-DR, -DQ o
-DP). El tercer método y mas sensible/especifico (fu el utilizado por nosotros para este
protocolo), conocido como la prueba de un solo antigeno, se caracteriza porque cada
microesfera contiene un solo antigeno HLA; la técnica es como se detalla a continuacion: 20 L
de suero del sujeto a examinar se agregd a 5 pL de las microesferas de Labscreen Single
Antigen® cubiertas con antigenos HLA clase | (LS1A01, AO2 y A03 lote 8) o clase Il (LS2A01 lote
4), se incubaron en la oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente y después lavadas 3
veces con solucién bufer. Después se agregd 100 uL del anticuerpo de cabra anti-IgG humana

conjugado con ficoeritrina (anticuerpo secundario) y se incubd por 30 minutos sin exposicion a

28



Universidad Nacional Autobnoma de México
la luz y a temperatura ambiente. Después del enjuague final (2 lavados con solucién 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. %

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)].

Se consideraron positivas para la presencia de un anticuerpo especifico solo aquellas muestras

con luminiscencia mayor de 500 para dicha especificidad, después de su normalizacién con los

controles negativos.
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Figura VI.1.- Esquema que muestra las microesferas con pigmento fluorescente en su interior
y que tienen unido a su superficie un antigeno conocido, en este caso HLA. Unido a éste
antigeno, se encuentra el aloanticuerpo presente en el suero en estudio, al que se une la IgG
caprina marcada con ficoeritrina. Los haces de luz LASER inciden sobre la microesfera y la
ficoeritrina desencadenando una reaccion de fluorescencia que permite identificar la
especificidad contra la cual esta dirigido el anticuerpo presente en suero.®®
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2. Proteinuria. La determinacién de proteinas se realizé por medio de turbidometria y se midid
el contenido en orina de 24 hrs. El resultado se normalizé para el contenido de creatinina en la

misma muestra, es decir, se utilizé el indice proteinuria/creatinuria.

3. Evaluacion de la funcion renal

La funciéon renal cuantificada como TFG se evalud por: cdlculo mediante la férmula de cuatro
variables derivada del estudio “Modificacién de la Dieta en Enfermedad Renal” (MDRD)*’ que

se muestra abajo:

-1.154 -0.203
TFGe= 186x[CrS] x[edad] x[0.742 si mujer]x[1.212 para raza negra]
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron frecuencias y proporciones para las variables nominales. Las variables numéricas
continuas se analizaron mediante la prueba de “Z” de Kolmogorov—Smirnov para conocer su
distribucién. Los resultados se muestran como medias + desviacion estandar dado que las
variables incluidas tuvieron una distribucién normal. Por su distribucién normal, para el andlisis
de la correlacion se empleé correlacion de Pearson. Consideramos significativa una p menor de

0.05.
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VIIl. RESULTADOS

Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

En el estudio se incluyeron 61 pacientes. La media de edad para la poblacién fue de 37.30
12.90 aios, con 31 (51.6%) del sexo femenino. En el 59.0% de ellos el injerto se obtuvo de un
donador vivo relacionado, a pesar de lo cual, 33 de los pacientes (54.1%) no comparten ningun
haplotipo y solo 3 receptores comparten 2 haplotipos con su donador. También se observa que
en la mayoria de pacientes (60.7%), la etiologia de la IRCT no fue identificada. Hablando de
terapia sustitutiva el 80.3% estaba en dialisis al momento del trasplante (el resto se trasplantd
predialisis), observando que el mayor niumero de pacientes (42.6%) se encontraba en didlisis
peritoneal. El grupo sanguineo con mayor prevalencia fue O positivo, que presentaron 38
pacientes (62.3%). Para el 100% de los pacientes, este fue su primer trasplante. En la Tabla

VIII.1 se muestran con mas detalle las caracteristicas de la poblacion.

33



Tabla VIII.1.- Caracteristicas basales de la poblacion estudiada.

Universidad Nacional Auténoma de México

Variable N=61 100 %
Edad afos (Media + DE) 37.30£12.90

Sexo Femenino 31 50.8
Donador Fallecido 10 164
Donador Vivo Relacionado 36 59.0
Donador Vivo No Relacionado 15 24.6
2 Haplotipos iguales 3 4.9
1 Haplotipo igual 25) 41.0
0 Haplotipos iguales 33 54.1
Etiologia Desconocida 37 60.7
Lupus 5 8.2
Enfermedad Poliquistica 5 8.2
Hemodialisis 14 23.0
Dialisis Peritoneal 26 42.6
Receptor Grupo O+ 38 62.3
Receptor Grupo A+ 15 24.6
Primer Trasplante 61 100

DE: Desviacion estandar.
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Tratamiento de Induccion y de Mantenimiento.

El tratamiento de los pacientes, tanto de induccidon como los esquemas de mantenimiento que
se manejan en cada uno de ellos, son otra drea importante que se debe conocer y mencionar,
por la tanto en la Tabla VIII.2 se muestra como 44 (72.1%) de los pacientes recibié algun tipo
de inducciéon al momento del trasplante. El farmaco de induccién mas utilizado fue el

bloqueador del receptor de interleucina 2 (Daclizumab), que se utilizé en 27 pacientes (44.3%).

Tabla VIII.2.- Tratamiento de Induccion y de mantenimiento.

N=61 100 %

SIN INDUCCION 17 27.9
INDUCCION 44 72.1
Daclizumab 27 44.3
Basiliximab 13 21.3
Timoglobulina 4 6.5

ESQUEMAS DE

INMUNOSUPRESION

Tacrolimus/Micofenolato de 39 63.9
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Mofetilo/Prednisona

Ciclosporina/Micofenolato de

11 18.0
Mofetilo/Prednisona
Azatioprina/Prednisona 3 4.9
Otros 8 13.2

En cuanto a esquemas de tratamiento de mantenimiento, el mds utilizado en los 61 pacientes
del estudio fue el conformado por Tacrolimus — Micofenolato de Mofetilo - Prednisona, como
se muestra en la Tabla VIII.2; el segundo esquema mas utilizado fue el de Ciclosporina —
Micofenolato de Mofetilo — Prednisona, y finalmente la combinacién de azatioprina —
prednisona que corresponde a los receptores de trasplantes que compartian 2 haplotipos con

su donador.
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Desarrollo de anticuerpos.

De los 61 pacientes que se incluyeron en el estudio, 37 de ellos (60.7%), presentaron
anticuerpos anti-HLA Clase | y/o Clase Il. Los pacientes que presentaron anticuerpos anti-HLA
se categorizaron en dos grupos, 15 con Anticuerpos anti-HLA Donador Especifico (24.6%) y 22
con Anticuerpos anti-HLA NO Donador Especifico (36.1%); el resto de los pacientes no

presentaron anticuerpos en contra de ninguna especificidad (n=24, 39.3%).

En la Figura VIII.1 se muestra el porcentaje de pacientes que desarrollaron anticuerpos anti-
HLA. Se agruparon como se describe a continuacidn: a) si presentaron o no anticuerpos anti-
HLA; b) en el caso de aquellos con anticuerpos se muestra la frecuencia de cada una de las
especificidades: clase I, clase Il y clase I+ll; finalmente c) si los anticuerpos anti-HLA pertenecian
al grupo de anticuerpos donador especifico (DE) o al de anticuerpos NO donador especifico
(NDE). Se puede observar claramente un mayor porcentaje para aquellos que presentaron
especificidades clase | + clase Il. También se observa un mayor numero de pacientes que

presentaron anticuerpos NDE.
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Figura VIIl.1.- Frecuencia y distribucion de los anticuerpos anti-HLA encontrados en la
poblacion estudiada. a) Poblacidn con y sin anticuerpos anti-HLA en general; b) Distribucion
por clase a la que estan dirigidos los anticuerpos encontrados; y ¢) Proporcion de anticuerpos

positivos que son donador especifico y no donador especifico.
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En la Tabla VIII.3 se muestra la prevalencia de anticuerpos anti-HLA para cada especificidad
(clase | y clase Il). Para clase | el locus mas frecuente fue el A y su especificidad A*2402; en
cuanto a clase I, el locus mas frecuente fue DQ y la especificidad con mayor prevalencia

DQB1*0301.

Tabla VIII.3.- Prevalencia de anticuerpos anti-HLA para cada especificidad clase | y clase II.

AcHLA Clase | AcHLA Clase Il
Locus A Locus DR Locus DQ
Especificidad N (%) Especificidad N (%) Especificidad N (%)
A*2402 2 (3.3) 1
DRB*0305 DQA1*02 3(4.9)
(1.6)
1
Locus B DRB*0403 (1.6) DQB1*0202 1(1.6)
Especificidad N (%) DQB1*0301 4 (6.6)
1
(1.6)
B*3508 1(1.6) DQB1*04 2 (3.3)
B*3501 1(1.6) DQB1*0401 1(1.6)
Locus C DQB1*05 1(1.6)
Especificidad N (%)
Cw*07 1(1.6)
Cw*0401 1(1.6)

Factores sensibilizantes

Conocer los antecedentes de exposicion a factores sensibilizantes es un apartado importante,

puesto que es ampliamente conocida la asociacion entre estos y la generacion de anticuerpos
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anti-HLA. Se analizd si en nuestra poblacién existia alguna asociacién entre los factores
sensibilizantes y la presencia de anticuerpos anti-HLA. La Tabla VIIl.4 muestra que un numero
importante de pacientes cuenta con antecedente de sensibilizacidn, de estos el mas frecuente
fue el de transfusion en 45 pacientes (73.8%) pero sin diferencia entre los grupos mostrados.
Cabe sefialar que el antecedente de embarazos y abortos fue incluso menor en los pacientes

con anticuerpos, sobre todo en el subgrupo con anticuerpos NDE.

Tabla VIIl.4.- Antecedente de exposicion a factores sensibilizantes.

TOTAL  Sin Anticuerpos _ Con Anticuerpos anti-HLA

n=61(100%)  24(39.3%) DE NDE P
n=15 (24.6%) n=22(36.1%)
Embarazos Previos 20(32.8) 10(41.6) 6(40.0) 4(18.2) 0.024
Abortos Previos 9(14.8) 5(20.8) 3(20.0) 1(4.5) 0.026
Transfusiones 45(73.8) 17(70.8) 11(73.3) 17(77.3)  0.883
Retrasplante 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) --

DE=Donador Especifico. NDE=NO Donador Especifico

Prevalencia de Rechazos.

Como muestra la Tabla VIIL.5, sélo el 9.8% de los pacientes tiene antecedente de rechazo; el
tratamiento que se utiliza regularmente en caso de que los pacientes presenten rechazo
humoral son bolos de Metilprednisolona, Plasmaféresis e Inmunoglobulina Intravenosa.

Cuando estamos en presencia se rechazo celular, se utiliza Timoglobulina. Cabe sefialar que en
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todos los casos, el evento de rechazo se presento antes de que los pacientes ingresaran al

estudio.

Tabla VIII.5.- Prevalencia de Rechazo.

TOTAL Sin Anticuerpos ___Con Anticuerpos anti-HLA

n=61(100%)  24(39.3%) DE NDE P
n=15 (24.6%) Nn=22(36.1%)
Pacientes con
antecedente de 6(9.8) 0(0) 2(13.3) 4(18.2) 0.4

rechazo

DE=Donador Especifico, NDE=NO Donador Especifico.

Tasa de Filtrado Glomerular

Como se muestra en la Tabla VIII.6, respecto a la TFG y de acuerdo a la clasificacion de las guias
KDOQI, se observa un predominio del estadio Il (Disminucién leve de la TFG: 60-
89mL/min/1.73m?) con el 44.3% de los pacientes, lo cual es lo esperado para los receptores de
trasplante renal. En la Figura VIII.2 se muestra que no existe diferencia significativa entre los

grupos con anticuerpos anti-HLA, ya sean DE 6 NDE, comparado con el grupo sin anticuerpos.
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Tabla VIII.6.- Tasa de Filtrado Glomerular.

Con Anticuerpos anti-HLA

Estadio KDOQI TO_TAL Sin Anticuerpos DE NDE
(TFG en mL/min/1.73m?) (:63;)) 24(39.3%) n=15 n=22 P
(24.6%) (36.1%)
Funcién renal normal 13(21.3) 5(20.8) 4(26.7) 4(18.2) 0.82
KDOQJ-I (2 90)
IRC Leve 27(44.3) 13(54.2) 7(46.6) 7(31.8) 0.31
KDOQJ-I1 (60 — 89)
IRC Moderada 21(34.4) 6(25.0) 4(26.7) 11(50.0)  0.16
KDOQI-II (30 —59)

IRC=Insuficiencia Renal Crénica. DE=Donador Especifico. NDE=NO Donador Especifico.

1001 p:033
80-
60- Fo e e !

40-

20- S

TFG (mL/min/1.73m?2)

T
SIN ACS Ac-HLA DE Ac-HLA NDE

Figura VIII.2.- Tasa de filtrado glomerular (TFG) seglin presencia y tipo de anticuerpos anti-
HLA (Ac-HLA). SIN ACS= sin anticuerpos; DE=donador especifico, NDE=no donador especifico.

Las barras muestran media + desviacion estandar.
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Proteinuria y Albuminuria

Otro dato importante a analizar dentro del estudio fueron el grado de proteinuria y
albuminuria. Como se muestra en la Tabla VIII.7, dieciocho receptores de trasplante renal (29.5
%) tenian algin grado de albuminuria, de los cuales sélo 3 pacientes (4.9 %) presentaban
proteinuria (albuminuria no nefrotica) en rangos clinicamente significativos (2300mg/24hrs), al
momento de su ingreso al estudio, mientras que el resto tenia microalbuminuria (15 casos,

24.6 %).

Cuando se clasificaron los pacientes con albuminuria segun la presencia y tipo de anticuerpos
anti-HLA, no hay correlacion entre esta y la presencia de anticuerpos anti-HLA, asi como
tampoco hay correlacién enre la albuminuria y los niveles de anticuerpos anti-HLA. La
presencia de microalbuminuria tuvo ligero predominio en el grupo que presentd anticuerpos
anti-HLA NDE, pero sin significancia estadistica y lo cual tampoco muestra correlacidn alguna

con el nivel de anticuerpos.

Tabla VIII.7.- Presencia de anticuerpos anti-HLA y proteinuria.

TOTAL .Sln Con Anticuerpos anti-HLA
n=61 (100%) Anticuerpos DE NDE P
n=24(39.3%) n=15(24.6%) n=22(36.1%)

Microalbuminuria 15(24.6) 3(12.5) 4(26.7) 8(36.4) 0.17
Albuminuria 3(4.9) 1(4.2) 1(6.7) 1(4.5) 0.94
(No nefrética)

Total con 18 (29.5) 4 (16.7) 5(33.4) 9 (40.9) 0.19
Albuminuria

DE=Donador Especifico. NDE=NO Donador Especifico.
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En la Figura VIII.3 se muestra la asociacidon que existe entre el grado de albuminuria y la
presencia o no de anticuerpos anti-HLA, tanto DE como NDE; ademas de la distribucion de los
pacientes en cada uno de los grupos. La asociacion mostrada no es estadisticamente

significativa.
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Figura VIIl.3.-Nivel de proteinuria por grupo de pacientes: SIN ACS= Pacientes sin presencia de
anticuerpos anti-HLA. Ac-HLA DE= Pacientes con anticuerpos anti-HLA donador especifico. Ac-
HLA NDE= Pacientes con anticuerpos anti-HLA NO donador especifico. Las lineas dentro del

area de graficos muestra la mediana con rango intercuartil.

44



Universidad Nacional Autonoma de Mexico
En la Figura VIIl.4 se observa la correlacion que existe entre el grado de luminiscencia y el
grado de proteinuria de los pacientes. Como se puede observar esta correlacién no es
estadisticamente significativa. Sin embargo podemos observar que los niveles de luminiscencia

en algunos casos son bastante elevados.
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Figura VIIl.4.-Correlacidn de niveles de luminiscencia del anticuerpo anti-HLA dominante y los
niveles de albuminuria. Debido a que ambas variables tienen distribucidn anormal, se usé

escala logaritmica.
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IX. DISCUSION

La asociacidon entre anticuerpos anti-HLA, rechazo humoral y falla crénica del injerto renal esta

89,90

bien establecida en la literatura, sin embargo, la informacion acerca de la historia natural

de la proteinuria y su asociacién con anticuerpos anti-HLA, es aln escasa.

Una preocupacion vigente de gran parte de las sociedades médicas, independientemente de la
especialidad de que se trate, es el seguir buscando biomarcadores menos invasivos, de
preferencia que puedan ser obtenidos de liquidos corporales como la orina sin necesidad de
una puncién, que puedan reducir los costos de diagndstico y que por ende sean accesibles en

cualquier centro.

Para el drea de trasplante renal, el dafio mediado por anticuerpos se ha convertido en el punto
de mayores implicaciones clinicas y prondsticas, dado que un paciente sensibilizado puede
retrasar muchos anos el encontrar un donador compatible y si lo encuentra, la sobrevida de su
injerto serda mucho menor que la de un individuo no sensibilizado. Sin embargo, al ser de alto
riesgo se podria monitorizar mas estrechamente si hubiera un método accesible y econémico

para este fin.

Por otro lado, el paciente que no tiene anticuerpos preformados pretrasplante, tendra altas
posibilidades de desarrollar anticuerpos en cualquier momento de su seguimiento lo que
ocasionara rechazo agudo, subagudo o crénico, con reduccién de la sobrevida del injerto. A
este respecto, los estudios de Terasaki®* han mostrado que entre 25y 30% de los receptores de
trasplante renal tendran anticuerpos detectables si se les toma una muestra después de 6

meses postrasplante. En nuestro Instituto, utilizando el método mas sensible (Single Antigen
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para Luminex), hemos encontrado que hasta el 70% de los receptores de trasplante renal que
eran negativos pretrasplante, desarrollaran anticuerpos durante el primer afio postrasplante,
lo cual es parecido al 60.7% que obtuvimos en estudio. La diferencia con los estudios de
Terasaki se debe a que ellos siempre usan primero una prueba de escrutinio muy econémica
gue de salir positiva obliga a realizar la prueba de “Single antigen”, lo cual reduce su capacidad
para detectar muchos casos con cargas menores de anticuerpos y que precisamente son los

gue estan formandolos de novo.

Uno de los problemas hasta ahora para los médicos responsables del seguimiento
postrasplante de los pacientes, es que no todos los centros tienen las herramientas necesarias
para hacer la determinacién de anticuerpos y por otro lado, todos los métodos para su
deteccién tienen un elevado costo. Hay que recordar que los anticuerpos se pueden formar en
cualquier momento postrasplante por lo que, se ha sugerido incluso que, se deben realizar
determinaciones cada semana, el primer mes postrasplante y después cada 1 a 3 meses
durante toda la vida util del injerto, lo cual es verdaderamente prohibitivo para hospitales

como el nuestro.

Por si el costo fuera poca limitante, una vez que se detectan los anticuerpos, no se sabe cuanto
le tomara a dichos anticuerpos ocasionar el dafio endotelial y cual sera su expresion clinica
(deterioro agudo, subagudo o dafio lento pero progresivo y crénico), de tal manera que no ha
sido esclarecido si se deben de tratar en cuanto sean detectados o solo hasta que haya

evidencia de deterioro de la funcion del injerto.

Dado este punto y ante el hecho de que los anticuerpos ocasionan principalmente dafo

endotelial, que en otras entidades se traduce como albuminuria, nos dimos a la tarea de buscar
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la asociacidn entre la presencia de anticuerpos y el desarrollo de albuminuria. Hay que recordar
que la medicién de albumina esta disponible en practicamente todos los centros que tienen
programas de trasplante, es mucho mas econdmica que la medicién de anticuerpos y se mide

en orina sin necesidad de punciones.

Para esto, teniamos un problema y es que gran parte de las enfermedades que llevan a IRCT se
asocian con albuminuria en mayor o menor grado. Para resolver esto, decidimos reclutar solo
pacientes con mds de 6 meses postrasplante, tiempo en el que la proteinuria de los nativos ya
se elimind y por ende no podria contaminar nuestros resultados para fines de este estudio. Por
otro lado, después de 6 meses siempre habrd probabilidades de que recidive la enfermedad
original o que presenten una enfermedad glomerular de novo que ocasionaria proteinuria; para
evitar estos confusores es que se reviso previamente el resulado de la biopsia del injerto que
ademas de descartar esos confusores, nos ayudd a tomar decisiones para su manejo habitual,
como lo hacen los grandes centros que protocolizan biopsias a la semana, al mes, cada 3 meses
hasta completar un afio y después cada ano durante la vida util del injerto, con la finalidad de

orientar el manejo basado en evidencia histopatoldgica.

Una vez que salvamos estos obstaculos, estamos seguros que la albuminuria detectada es
proteinuria de novo y que los anticuerpos fueron detectados con la tecnologia mas sensible

disponible hasta el momeno.

La frecuencia (60.7%) y distribucion de anticuerpos (40.5% donador especifico) es semejante a
lo que hemos encontrado en estudios previos® de nuestro Instituto, de tal manera que estan
siendo reproducibles y consistentes. Sin embargo, no hay una asociacidon clara entre su

presencia y la existencia o el grado de albuminuria.
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El uso de muestras de orina recolectadas en 24 hrs permitié que Hounnant et al®® identificaran
altos niveles de proteinuria en un subgrupo de pacientes con anticuerpos Donador Especifico
comparado con NO Donador Especifco, sin embargo, no se puede establecer una relaciéon
causa-efecto y no descartaron otras patologias como lo hicimos en nuestro estudio y que

explicamos previamente.

En estudios recientes se ha demostrado que la proteinuria es un marcador precoz del daio
producido en los capilares glomerulares por anticuerpos anti-HLA Clase Il, antes de que las
manifestaciones histoldgicas de la glomerulopatia del trasplante fueran visibles. La presencia
de proteinuria, entre todos los pacientes con anticuerpos anti-HLA clase Il, particularmente,
identifica a un subgrupo de pacientes con alta incidencia de glomerulitis y alto riesgo de
desarrollar glomerulopatia del Trasplante en el futuro (ambos son datos caracteristicos del
dano mediado por anticuerpos). Estudios realizados con microscopio electrénico demostraron
gue el dano en las células endoteliales del capilar glomerular precede a los cambios
histolégicos que consideramos diagndsticos de la glomerulopatia del trasplante.®

Sin embargo, aun hay muchas preguntas sin resolver:

e (Porqué algunos pacientes hacen manifestaciones de rechazo agudo y otros mas bien
hacen dafio crénico y con pocas manifestaciones?

e Aun cuando la albuminuria fuera un marcado razonable, {Qué se haria en los casos que
tienen proteinuria pretrasplante? ¢En qué momento se deberia usar la albuminuria como
marcador de dafio mediado por anticuerpos?

e (Qué hacer si en presencia de albuminuria se detectan Ac-HLA DE de novo y la biopsia del

injerto no muestra dafio por anticuerpos?
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e (Cudl es el momento dptimo para tratar a estos pacientes?

e (Qué tratamiento dar y como seguirlos una vez tratados?

Queda claro que hay mds preguntas que respuestas a este tema tan relevante hoy en dia en el
area de trasplantes y que son necesarios mas estudios para resolverlas. Estudios prospectivos y
de mayor numero de pacientes podran aclarar si la albuminuria, que es un marcador mas facil
de cuantificar y sobre todo mds econdmico pudiera, para fines de tamizaje, relevar la medicién
de anticuerpos anti-HLA, que es un estudio mucho mas caro y de dificil acceso, sobre todo para

la mayoria de las instituciones que se dedican al trasplante en nuestro pais.
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X. CONCLUSIONES

El desarrollo de anticuerpos anti-HLA postrasplante es un problema muy frecuente y con serias
repercusiones en la sobrevida del injerto. Sin embargo, las estrategias para su deteccién no son
accesibles a todos los pacientes y las estrategias para su manejo, asi como el momento
adecuado para realizar intervenciones no ha quedado aun establecido. Si bien en este estudio
no hubo una clara asociacién entre el desarrollo de anticuerpos anti-HLA y la presencia de
proteinuria, no hay duda que son necesarios mejores biomarcadores para el adecuado
monitoreo de los pacientes y que nos puedan apuntar hacia el mejor momento para realizar
intervenciones para la remocion de dichos anticuerpos, con el fin de mejorar el prondstico de

los receptores de trasplante renal.
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XI. ANEXOS

a) Cronograma.

Documentacion bibliografica: Febrero/2009 hasta el final del estudio.

Revision y aprobacién interna del protocolo: Junio-octubre/2009.

Revision y aprobacion externa del protocolo: Noviembre/2009-febrero/2010.

Revision y aprobacion por el comité de ética: Octubre/2009.

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

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

numero actual de pacientes.

Presentacién del trabajo terminado: Julio/2011.

b) Aspectos éticos. El protocolo fue sometido y aprobado por el comité de ética Institucional y

se obtuvo el consentimiento informado por escrito de cada uno de los participantes.

El estudio siguid los lineamientos estipulados en la declaraciéon de Helsinki de la Asociacidon
Médica Mundial, concerniente a los principios éticos para la investigacion médica en seres
humanos, con el compromiso de mantener la exactitud de los datos y resultados del trabajo

realizado, tal como lo establece el articulo 18 del documento mencionado.

Se siguieron los preceptos éticos en materia de investigacién que seiala la Norma Oficial

Mexicana (NOM166-SSA1-1997).
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El presente trabajo de investigacidn se realizo con apego al Reglamento de Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud. Se realizaron acciones que contribuyen al
conocimiento de los procesos bioldgicos, causas de enfermedad, la practica médica y
estructura social (Titulo Primero, Capitulo Unico, Articulo 3°). La investigacién se fundamenta
en estudios realizados en campo y en laboratorio, fue realizado por profesionales de la salud
capacitados y, en este caso, con ciertos riesgos para los pacientes pero que eran sobrepasados
por los beneficios. (Titulo Segundo: De los Aspectos Eticos de la Investigaciéon en Seres

Humanos, Capitulo |, Articulos 13°-14°-17°).

c¢) Financiamiento: El proyecto fue financiado por CONACYT y ademas se conto con el apoyo
de Terasaki Foundation Laboratory (11570 W. Olympic Blvd, Los Angeles, CA.); asi como la
Unidad de Trasplante Renal y el Laboratorio del Instituto que contaba con recursos necesarios

para poder solventar las necesidades de los insumos generados para llevar a cabo el proyecto.

d) Recursos humanos: Se conto con recursos humanos altamente calificados en el drea clinica
con un equipo médico multidisciplinario en el area de trasplante renal asi como con el recurso

humano de los integrantes del laboratorio.

d) Recursos materiales: E| laboratorio contaba con toda la infraestructura y reactivos

necesarios para realizar el estudio y las mediciones necesarias.
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