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ABREVIATURAS.

6-MP: 6-mercaptopurina.

AC: Presencia de anticuerpos anti HLA donador especifico
AHG: Globulina antihumana.

ANOVA: Analisis de Varianza.

CDC: Citotoxicidad dependiente de complemento.
CENATRA: Centro Nacional de Trasplantes.

CMN: Centro Médico Nacional.

CPA: Células presentadoras de antigenos.

CrS: Creatinina Sérica.

DCr: Depuracion de Creatinina.

PRA: Panel Reactivo de Anticuerpos.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

DPCA: Dialisis peritoneal continua ambulatoria.
DTT: Ditiotreitol.

E.A: Eventos de Aloinmunizacion.

ECG: Electrocardiograma.

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas, Enzime linked inmmunosorbent assay.
ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricién.
ERC: Enfermedad Renal Crénica.

ERCT: Enfermedad Renal Crénica terminal.

FDA: Food Drug Administration.

FUT: Transfusiones sanguineas.

GEN: Género

HD: Hemodialisis.

HE: Hospital de Especialidades.

HLA: Antigenos Leucocitarios Humanos.

IMC: indice de masa corporal.



IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social.

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.

ISSSTE: Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los trabajadores del estado.
LEG: Lupus eritematoso generalizado.

MDRD: Modification of Diet in Renal Disease

MFI: Intensidad media de fluorescencia, mean fluorescence intensity.

MFS: Micofenolato Sédico.

MHC: Complejo Principal de Histocompatibilidad.

MMF: Micofenolato de Mofetilo.

mTOR: Mammalian target of rapamaycin.

NFK-KDOQI: National Kidney Foundation — Kidney Disease Outcomes Quality Initiative.
NK: Natural Killer.

PCR-SSO: Reaccidn en cadena de la polimerasa de secuencias especificas de oligonucledtidos.
PCR-SSP: Reaccidn en cadena de la polimerasa de secuencias especificas de iniciadores
PEMEX: Petroleos Mexicanos.

RECH: Rechazo del injerto renal

RNA: Acido ribonucleico.

SA: Antigeno Unico, Single Antigen.

SANG: Grupo Sanguineo

Screening : Tamizaje o Escrutinio de anticuerpos anti-HLA.

SEDENA: Secretaria de la Defensa Nacional.

SIRNT: Sistema Informatico del Registro Nacional de Trasplantes.

SSA: Secretaria de Salud.

TFG: Tasa de filtracidon glomerular.

TR: Trasplante renal.

UMAE: Unidad Médica de Alta Especialidad.



iNDICE DE FIGURAS, CUADROS Y GRAFICOS.

FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5

FIGURA 6

FIGURA 7

FIGURA 8

CuaDrO 1

CUADRO 2

CuADRO 3

CuADRO 4

CUADRO 5

CUADRO 6

CuADRO 7

CUADRO 8

CUADRO 9

CuADRO 10

UBICACION DE LOS RINONES EN EL SER HUMANO.

DIFERENTES PARTES DE LA ANATOMIA DEL RINON.

ANATOMIA DE LA NEFRONA.

GRUPOS ERITROCITARIOS HUMANOS ABO.

MONITOREO DE ANTICUERPO DONADOR ESPECIFICO ONE LAMBDA

A) PRINCIPIO DE LAS PERLAS DE LUMINEX B) PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION
DE LA PRUEBA POR EL METODO DE LUMINEX

RECONOCIMIENTO DIRECTO E INDIRECTO DE ALOANTIGENOS

MECANISMOS INMUNITARIOS DEL RECHAZO DE INJERTOS

FACTORES DE RIESGO PARA DESARROLLO DE ERC

DEFUNCIONES GENERALES TOTALES POR PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD,
2012

EVALUACION CLINICA RUTINARIA DE LOS PACIENTES CON RIESGO A DESARROLLAR
ERC

ECUACIONES RECOMENDADAS PARA ESTIMAR LA TFG Y DCR.

CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA DE ACUERDO A LA TFG Y EL
DANO RENAL.

COMPATIBILIDAD DE GRUPO SANGUINEO ABO/RH.
ESTUDIOS MOLECULARES PARA TIPIFICAR EL SISTEMA HLA.

CATEGORIAS DIAGNOSTICAS DE BANFF PARA LAS BIOPSIAS DEL INJERTO RENAL
(2007)

VARIABLES DEPENDIENTES DEL ESTUDIO

VARIABLES INDEPENDIENTES DEL ESTUDIO



CuAaDRO 11

(A,B,C)

CUADRO 12

(A,B,C)

CUADRO 13

(A,B,C)

CuADRO 14

(A,B,C)

CuADRO 15

(A,B,C)

CUADRO 16

(A,B,C)

CuADRO 17

(A,B,C)

CUADRO 18

(A,B,C)

CUADRO 19

CUADRO 20

CuADRO 21

CUADRO 22

CUADRO 23

CUADRO 24

CUADRO 25

CUADRO 26

DATOS DE PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-HLA EN PACIENTES CON TRASPLANTE
RENAL PREVIO CON RECHAZO .

DATOS DE PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-HLA EN PACIENTES CON TRASPLANTE
RENAL PREVIO SIN RECHAZO.

DATOS DE PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-HLA EN

TRANSFUSIONES CON RECHAZO .

PACIENTES CON

DATOS DE PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-HLA EN

TRANSFUSIONES SIN RECHAZO .

PACIENTES CON

DATOS DE PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-HLA EN PACIENTES CON EMBARAZOS
PREVIOS CON RECHAZO .

DATOS DE PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-HLA EN PACIENTES CON EMBARAZOS
PREVIOS SIN RECHAZO .

DATOS DE PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-HLA EN PACIENTES SIN EVENTOS DE
ALOINMUNIZACION CON RECHAZO .

DATOS DE PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-HLA EN PACIENTES SIN EVENTOS DE
ALOINMUNIZACION SIN RECHAZO .

VARIABLES A ESTUDIAR.
RESULTADO DE ANOVA DE 3X3 VARIABLES.

VARIABLES A ESTUDIAR PARA ANOVA DE 2X2 VARIABLES, EVALUANDO A PACIENTES
CON TRASPLANTE RENAL PREVIO.

RESULTADO DE ANOVA DE 2X2 VARIABLES, EVALUANDO A PACIENTES CON

TRASPLANTE RENAL PREVIO.

VARIABLES A ESTUDIAR PARA ANOVA DE 2X2 VARIABLES, EVALUANDO A PACIENTES
CON TRANSFUSIONES SANGUINEAS.

RESULTADO DE ANOVA DE 2X2 VARIABLES, EVALUANDO A PACIENTES CON

TRANSFUSIONES SANGUINEAS.

VARIABLES A ESTUDIAR PARA ANOVA DE 2X2 VARIABLES, EVALUANDO A PACIENTES
SIN EVENTOS DE ALOINMUNIZACION.

RESULTADO DE ANOVA DE 2X2 VARIABLES, EVALUANDO A PACIENTES SIN EVENTOS DE
ALOINMUNIZACION.



CUADRO 27

CUADRO 28

CUADRO 29

CuADRO 30

GRAFICO 1

GRAFICO 2

GRAFICO 3

GRAFICO 4

GRAFICO 5

GRAFICO 6

VALORES MINIMOS DE MFI, PARA LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS DONADOR
ESPECIFICOS ANTI-HLA EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL PREVIO.

VALORES MINIMOS DE MFI, PARA LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS DONADOR
ESPECI{FICOS ANTI-HLA EN PACIENTES CON TRASNFUSIONES SANGUINEAS.

VALORES MIINIMOS DE MFI, PARA LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS DONADOR
ESPECI{FICOS ANTI-HLA EN PACIENTES CON EMBARAZOS.

VALORES MIINIMOS DE MFI, PARA LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS DONADOR
ESPECIIFICOS ANTI-HLA EN PACIENTES SIN EVENTOS DE ALOINMUNIZACION.

TRASPLANTE RENAL, HISTORICO POR ANO
TRASPLANTE RENAL, HISTORICO POR ANO Y POR TIPO DE DONANTE

ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA DONDE SE REALIZARON TRASPLANTES RENALES
EN EL PRIMER SEMESTRE DEL 2014,

TRASPLANTE RENAL, EN EL 1ER SEMESTRE 2014, POR TIPO DE INSTITUCION
EDADES DE LOS PACIENTES EN PROTOCOLO DE TRASPLANTE RENAL

SISTEMA ABO Y RH DE LOS PACEINTES DE UMAE HE CMN SXXI

10



RESUMEN.

La presencia de anticuerpos anti-HLA es frecuente en pacientes que cursan con enfermedad renal
crénica (ERC), ya que estas personas son muy susceptibles a presentar diversos eventos de
aloinmunizacién como: transfusiones sanguineas, trasplantes previos y en caso de las mujeres los
embarazos y abortos.

Estos anticuerpos anti-HLA, pueden estar dirigidos hacia algunos antigenos del donador los cuales
se denominan: anticuerpos anti-HLA donador especificos, la presencia de estos anticuerpos no
contraindica el trasplante renal, ya que existen tratamientos de inmunosupresiéon que logran
controlar o disminuir el titulo del anticuerpo.

Por otra parte, si estos anticuerpos no son controlados, algunos pueden llegar a causar
detrimento del injerto renal, provocando un rechazo mediado por anticuerpos o rechazo humoral a
corto, mediano o largo plazo. Dicho diagnostico se puede determinar con los datos histoldgicos de
una biopsia renal.

Con base en lo anterior, en este trabajo se busca establecer a la prueba del antigeno Unico [Single
Antigen (SA)], como biomarcador de rechazo agudo en pacientes candidatos a un trasplante renal,
definiendo que un biomarcador sirve para medir cambios bioquimicos, fisioldgicos o morfolégicos,
donde se puede detectar los estadios iniciales e intermedios de un proceso patoldgico.

La prueba SA es capaz de detectar a los anticuerpos anti-HLA donador especificos en el suero de
los pacientes candidatos a un trasplante renal, dicha prueba consiste en un ensayo en fase sélida
empleando tecnologia LUMINEX®.

Debido a su alta sensibilidad, esta técnica es capaz de detectar niveles muy bajos de anticuerpos
anti-HLA. Adicionalmente es capaz de determinar especificidades de los anticuerpos con mas
precision.

Para ello, se realizé un estudio retrospectivo el cual abarco un periodo de tiempo (Enero 2007 a
Junio del 2014), donde se revisaron expedientes clinicos de pacientes pertenecientes a UMAE CMN
SXXI, que han concluido su protocolo y han recibido un trasplante renal.

Los pacientes estudiados cumplieron con dos criterios de aceptacion, en primer lugar contaron con
una prueba cruzada linfocitaria negativa, la cual consiste en la deteccidon de anticuerpos anti-HLA
preformados, en contra de las células del donador presentes en el suero del potencial receptor, se
hace énfasis en que sea negativa ya que si dicha prueba resulta positiva, se considera como
contraindicacién para la realizacién del trasplante. El segundo criterio, es que a dichos pacientes,
se les haya realizado la prueba del SA, y presenten anticuerpos anti-HLA donador especifico.

En este trabajo se harad énfasis en la prueba del SA como biomarcador, con la finalidad de
correlacionar la presencia y el valor de MFI de los anticuerpos anti-HLA donador especifico con la
posibilidad de que el paciente sea susceptible a presentar rechazo del injerto, para corroborar la
causa de pérdida del 6érgano se consultaron los resultados de la biopsia renal en el expediente del
paciente.
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Con este trabajo se busca proporcionar una herramienta mds al médico, con el fin de facilitar la
toma de decisiones a la hora de optar por la realizacién de un trasplante renal y por consiguiente,
el paciente tenga una mejor calidad de vida durante un periodo mds prolongado de tiempo.
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MARCO TEORICO.

- GENERALIDADES DEL ORGANO SOLIDO RINON. (%%

Los rifiones son érganos glandulares, los cuales realizan diversas funciones para mantener la
homeostasis, filtran la sangre del aparato circulatorio y eliminan los desechos (diversos residuos
metabdlicos del organismo, como urea, el acido Urico, la creatinina, el potasio y fodsforo) mediante
la orina, a través de un complejo sistema que incluye mecanismos de filtracidon, reabsorcién vy
excrecion.

Estos se localizan cerca de la parte media de la espalda, justo debajo de la caja toracica (las
costillas), uno a cada lado de la columna vertebral (Fig.1).

El peso de los rifiones equivale al 1% del peso corporal, la cara
interna de cada uno tiene regién en forma de muesca, llamada

hilio a través de la cual pasa la arteria y la vena renal, los ) \
nervios y el uréter, que lleva la orina final desde el rifidn a la
vejiga. [

18 Rifiones

La porcién externa del rindn se llama corteza renal, que ,
descansa directamente debajo de la cdpsula del tejido
conectivo blando del rifién. Profundamente en la corteza del

I6bulo renal. La extremidad de cada piramide (llamada papila) \\

, 1 ) , . Vejiga \,/? Uréleres
se vacia en un cdliz, y los cdlices se vacian en la pelvis renal. La \'\@

|

pelvis transmite la orina a la vejiga urinaria via el uréter. (Fig. ‘
2).
Fig. 1 Ubicacién de los rifiones en el ser

h umano. fyente: The Kidneys and how they work, National Kidney

and Urologic Diseases Information Clearinghouse.

Fig.2 Diferentes partes anatdmicas del rifidn.

1: pirdmide renal, 2: arteria interlobular, 3: arteria
renal, 4: vena renal, 5: hilio renal, 6: pelvis renal,
7: uréter, 8: caliz menor, 9: capsula renal, 10: polo
renal inferior, 11: polo renal superior, 12: vena

interlobular, 13: nefrona, 14: caliz mayor, 15: ciliz
capital 16: papila renal y 17: columna renal.

Fuente:http://commons.wikimedia.org/wiki/File:KidneyStructures_PioM.svg
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- CORTEZA.

Es la parte externa del rifidn y tiene aproximadamente 1 cm de grosor, de coloracidn rojo parduzca
y facilmente distinguible al corte de la parte interna o medular. De ella surgen proyecciones que se
situan entre las unidades individuales de la médula y se denominan columnas de Bertin. Contiene
el 75% de los glomérulos, los tubulos proximales y distales, recibe el 90% del flujo sanguineo renal
y su funcidén principal es la filtracién, la reabsorcién y la secrecion.

- MEDULA.

Las piramides renales, son tejidos del rifndn con forma de cono. La médula renal esta compuesta de
8 a 18 de estas subdivisiones coénicas. La amplia base de cada piramide hace frente a la corteza
renal, y su apice apunta internamente descargando en el caliz menor. Las piramides parecen
rayadas porque estan formadas por segmentos paralelos rectos o de tubulos renales.

- SUMINISTRO DE SANGRE.

Cada rifion recibe su flujo de sangre de la arteria renal, dos de ellas se ramifican de la aorta
abdominal. Al entrar en el hilio del rifidn, |la arteria renal se divide en arterias interlobulares mas
pequefias situadas entre las papilas renales. En la médula externa, las arterias interlobulares se
ramifican en las arterias arqueadas, que van a lo largo de la frontera entre la médula y la corteza
renal, todavia emitiendo ramas mas pequeias (arterias corticales radiales). Las ramificaciones de
estas corticales son las arteriolas aferentes que proveen los tubulos capilares glomerulares, que
drenan en las arteriolas eferentes. Las arteriolas eferentes se dividen en tubos capilares
peritubulares que proporcionan una fuente extensa de sangre a la corteza. La sangre va a la
médula (las que pertenecen a las nefronas yuxtamedulares), formando la vasa recta. El suministro
de sangre estd intimamente ligado a la presién arterial.

- NEFRONA.

A nivel microscépico, el rifidn estd formado de 1 a 3 millones de unidades funcionales, que reciben
el nombre de nefronas. Es en la nefrona donde se produce realmente la filtracion del plasma
sanguineo y la formacidn de orina, la nefrona es la unidad bdsica constituyente. (Fig.3)

Las nefronas regulan en el cuerpo el agua y la materia soluble (especialmente los electrolitos), al
filtrar primero la sangre bajo presiéon y en seguida reabsorbiendo algin liquido y moléculas
necesarios nuevamente dentro de la sangre mientras que excretan otras moléculas innecesarias.
La reabsorcidn y la secrecién son logradas con los mecanismos de cotransporte y contratransporte
establecidos en las nefronas y conductos de recoleccidn asociados. La filtracion de la sangre ocurre
en el glomérulo, un apelotamiento de capilares que se encuentran dentro de una cdpsula de
Bowman.
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Fig.3 Anatomia nefrona.

Fuente: http://www.educarchile.cl/ech/pro/app/detalle?id=135259

Se puede decir que el proceso de la nefrona estd dividido en tres pasos fundamentales:

1. Filtracion. Consiste en filtrar cierta cantidad de sangre a través de una membrana que
existe entre la cdpsula de Bowman y el glomérulo. Esta filtracién glomerular se da gracias a
que existe una diferencia de presiones entre la presion sanguinea y la presién que hay
dentro del glomérulo (55 — 45 mm Hg), esta diferencia de presiones favorece que la sangre
se filtre hacia dentro del glomérulo para que se dé la formacidn de la orina primaria.

2. Reabsorcidn. Se da a nivel del tubulo contorneado proximal, especificamente en el Hasa de
Henle, en donde a través del cerebro se dan érdenes al rifidn para que absorba contenidos
necesitados por el cuerpo.

3. Secrecién. Es lo contrario a la absorcién, en esta etapa los componentes sanguineos en
exceso son eliminados por secreciones al tubulo contorneado distal, la secreciéon no es lo
mismo que la excrecidn, en la secrecién se secretan sustancias a la luz del tdbulo
contorneado distal para que sean excretadas finalmente en la orina.

CONCEPTO DE ENFERMEDAD RENAL CRONICA AVANZADA. EPIDEMIOLOGIA.

Por definicién la enfermedad renal crénica (ERC) es la disminucidon de la funcién renal, expresada
por una tasa de filtraciéon glomerular (TFG) < 60 mL/min/1.73 m* o como la presencia de dafio renal
(alteraciones histoldgicas, albuminuria-proteinuria, alteraciones en el sedimento urinario o
alteraciones en pruebas de imagen) de forma persistente durante al menos 3 meses. ¥

La ERC representa, al igual que otras enfermedades crénicas, un importante problema de salud
publica, tanto por su elevada incidencia y prevalencia, como por su importante morbi-mortalidad y

costo socioeconémico.

Factores DE RIESGO

La identificacidn de factores de riesgo (de susceptibilidad, inicio y progresion) (Cuadrol) permite la
aplicacion de intervenciones terapéuticas en fases tempranas, las primeras dos son de gran
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importancia ya que ayuda a reconocer a las personas con mayor riesgo de desarrollar ERC,
mientras que la identificacién de factores de progresién es util para definir que personas con ERC
tienen mayor riesgo de progresar hasta las etapas finales de la enfermedad.

La prevencién de las complicaciones de la ERC puede ser posible con la evaluacidn individual de los
factores de riesgo, por lo que la deteccién temprana y la reduccidon de los mismos pueden prevenir,
retardar y disminuir la progresion de la enfermedad renal.

CuAaDRoO 1. Factores de Riesgo para desarrollo de ERC: de susceptibilidad, inicio y progresidn. Fuente: Guia de Referencia rapida para la prevencion,

diagnostico y tratamiento de la Enfermedad Renal Crénica Temprana. Consejo de Salubridad de Salud.

Mayor Edad (> 60 afios).
Historia Familiar de ERC.
Grupo étnico.
Género masculino.
Sindrome metabdlico.
Reduccion de la masa renal.
Bajo nivel socioeconémico y
educacioén.
Estados de hiperfiltracién

Disminucion del niumero de
nefronas.

Tension arterial >125/75.

Obesidad.

Ingesta elevada de
proteinas.

Anemia.

Enfermedades Renales
primarias.
Diabetes Mellitus.
Hipertension arterial
sistémica.

Enfermedades autoinmunes.

Nefrotoxinas
AINES.
Aminoglucdsidos.
Medio de Contraste IV
Otros.

Patologias urologicas
Obstruccion urinaria.
Litiasis urinaria.

Proteinuria

TAS >130 mm Hg.

Alta ingesta de proteinas.
Pobre control de la glucosa
Obesidad.

Anemia.

Dislipidemia.

Aumento de excrecion Infeccion urinaria recurrente.

urinaria de proteinas.

Dislipidemia. Enfermedades hereditarias.

AINES: Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos; IV: Intravenosos; TAS: Tension arterial sistélica

Como se puede observar en el Cuadro 1 dicha enfermedad es la resultante de diversas
enfermedades cronicodegenerativas, entre las que destacan la diabetes mellitus y la hipertension
arterial, fenédmeno que ocurre de manera similar en todo el mundo y que, lamentablemente,
conduce hacia un desenlace fatal si no es tratada. (©

Como resultado del incremento constante en su incidencia durante las Gltimas décadas, la diabetes
mellitus y la hipertension arterial han alcanzado proporciones epidémicas. Los datos de la
ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud y Nutricién) 2012 revela que la prevalencia de hipertension
arterial es de 22.4 millones adultos mexicanos, de los cuales 5.7% estdn controlados, por otra
parte hay 6.4 millones de adultos mexicanos que se saben diabéticos donde el 25% esta en control

metabdlico. 7®
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Debido a la fuerte correlacién que existe entre la ERC, la diabetes mellitus y la hipertension

arterial, se entiende que la frecuencia de la primera continuard en aumento si la de la diabetes e

hipertensién siguen incrementandose.

En el 2012, las estadisticas de mortalidad consultadas en la base estadistica de INEGI (Instituto

Nacional de Estadistica y Geografia) mostraron que la ERCT(Enfermedad Renal Crdnica terminal),

fue por si misma la onceava causa de muerte a nivel nacional, dando origen a mds de 11 mil

fallecimientos (Cuadro 2). Ademas, los resultados del presente estudio permitieron estimar que

alrededor de 60 mil personas mas mueren cada afio por esta enfermedad aunque otra condicion

sea registrada como la principal causa de muerte. ©

CuaDpRo 2. Defunciones generales totales por principales causas de mortalidad, 2012. Fuente INEGI. Estadisticas de Mortalidad (Fecha de actualizacion

0 0 N O

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

10 de Febrero de 2014).

Principales Causas

Total
Enfermedades del corazén
Enfermedades isquémicas del corazén
Diabetes mellitus
Tumores malignos
Accidentes
De tréfico de vehiculo de motor
Enfermedades del higado
Enfermedad alcohdlica del higado
Enfermedades cerebrovasculares
Agresiones
Enfermedades pulmonares obstructivas crénicas
Influenza y neumonia
Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal
Dificultad respiratoria del recién nacido y otros trastornos respiratorios originados en el
periodo perinatal
Insuficiencia Renal
Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias cromosémicas
Desnutricidn y otras deficiencias nutricionales
Lesiones autoinfligidas intencionalmente
Bronquitis crénica y la no especificada, enfisema y asma
Enfermedad por virus de la inmunodeficiencia humana
Septicemia
Anemias
Enfermedades infecciosas intestinales
Ulceras gastrica y duodenal
Sintomas , signos y hallazgos anormales clinicos y de laboratorio, no clasificados en otra
parte

Las demas causas

Defunciones.

602 354
109 309
74 057
85 055
73 240
37 727
17 098
33 310
12 540
31905
25 967
18 532
15734
14 391
6372

11 955
9414
7730
5549
5172
4974
4516
3 647
3 347
2496

10 656

87 728
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En México esta es una de las principales causas de atencidn en hospitalizacién y en los servicios de
urgencias, considerandose una enfermedad catastréfica debido al niumero crecientes de casos,
por los altos costos de inversidn, recursos de infraestructura y humanos limitados, la deteccidn
tardia y altas tasas de morbilidad y mortalidad en programas de sustitucion.

DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION.
La evaluacion rutinaria de los pacientes con riesgo para ERC debe incluir (Cuadro 3):

- Medicidn de tensidn arterial.

- Medicion de Creatinina Sérica (CrS) y Estimacién de la TGF.

- Evaluar la presencia de marcadores de dafio renal (albuminuria-proteinuria, analisis de
sedimento urinario, estudios de imagen o histopatoldégicos).

- CuaDpRo 3. Evaluacion Clinica rutinaria de los pacientes con riesgo a desarrollar ERC. Modificado de referencia KDOQI, 2002.

En Todos los Pacientes.

- Medir la Tensién Arterial.

- Medir la CrSy Estimar la TFG.

- Medir la Presencia de marcadores de dafio renal (albuminuria-proteinuria)
- Andlisis de Sedimento urinario.

En Pacientes Seleccionados Dependiendo de los Factores de Riesgo.

- Ultrasonido (ej. Sintomas de obstruccidn, infeccién o calculos o historia familiar de
rinones poliquisticos)

- Electrolitos Séricos (sodio, potasio, cloro y bicarbonato).

- Concentracion o dilucion urinaria (osmolaridad).

- Acidificacién Urinaria (pH).

Clasicamente se ha utilizado la concentracién sérica de creatinina para evaluar la funcidn renal,
pero se ha visto que incluso cifras de creatinina dentro de los valores de referencia pueden
corresponder a TFG <60 mL/min/ 1.73 m? .Por ello la creatinina no se deberia de utilizar como
Unica prueba para el estudio de la funcién renal.

La TFG es la mejor herramienta para evaluar dicha funcién, cabe mencionar que parametro se debe
determinar por lo menos 2 veces en un intervalo de 3 meses pues este varia con la edad, sexo y la
masa corporal del individuo, situdndose entre 90-140 mL/min/1.73m? en personas adultas jévenes
sanas.

Se recomienda estimar la TFG mediante ecuaciones (Cuadro 4); una de las mas usadas es la de
estudio Modification of Diet in Renal Disease (MDRD). Alternativamente, puede calcularse la
depuracion de Creatinina (DCr) mediante la ecuacién de Cockroft-Gault
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- CuADRO 4. Ecuaciones recomendadas para estimar la TFG y DCr.

Ecuacion MDRD simplificada para estimar la TFG (Levey, 2000)

TFG (mL/min/1.73) = 186 (CrS)- 1.154 * (edad) — 0.203 * (0.742 si mujer)* (1.210 si africano)
Ecuacién de Cockroft-Gault para estimar la DCr (Crockroft, 1976)

(140-edad)*peso

DCr (mL min) = T

&3 0 85 (si es mujer)

La US NFK-KDOQI (National Kidney Foundation — Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) ha
propuesto una clasificacién de la ERC, que se ha difundido rapidamente en la comunidad
nefroldgica internacional.

Esta clasificacion, simple y facil de usar divide la ERC en 5 etapas (Cuadro 5), de acuerdo a la TFG
estimada con ecuaciones de prediccidn (Cokroft-Gault o MDRD).

CuADRO 5. CLASIFICACION de la Enfermedad Renal Crdnica de acuerdo a la TFG y el dafio renal.

Modificada de: Levey A. Ann Intern Med 2004; 141:959-961.

ESTADIO DESCRIPCION. TASA DE FILTRACION PLAN DE ACCION.
GLOMERULAR (mL/min/1.73 m2)

Incremento de Riesgo 290 Escrutinio y Reduccion de factores

(Con Factores de Riesgo) de riesgo para ERC

Diagndstico y Tratamiento;

tratamiento de morbilidad

Dafio Renal con TFG normal >90 asociada; intervenciones para
retardar la progresion; reduccion de
factores de riesgo para enfermedad

cardiovascular .

2 Estimacion y Retraso de la

Dafio renal con TFG levemente 60-89 Progresion.
disminuida
3
Moderada disminucion de la TFG 30-59 Evaluacion y tratamiento de

Complicaciones.

4 Severa disminucién de la TFG P

15-29 Preparar para terapia de reemplazo
renal.
5 Enfermedad Renal <15 (o dialisis) Terapia de reemplazo renal (si hay
Terminal uremia)
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Un plan de diagndstico y seguimiento de acuerdo a la clasificacién de la ERC se muestra en el
(ALGORITMO 1-) Fuente: Guia de Referencia répida para la prevencién, diagnostico y tratamiento de la Enfermedad Renal Crdénica Temprana.

Consejo de Salubridad de Salud.

Algeritme 1. Esquemna de Diagndstica y Seguimiento de la Enfermedad Renal Crénica.

A todo paciente en consulta interrogar la presencia de
factores de riesgo para ERC.

'

Pacientes con factores de riesgo
predisponentes y de inicio *

= Medir la tensidn arterial
- Determinar creatinina sérica y estimar la TFG

- Determinar la relacidn albuminuria-proteinurial - Modificacion de
creatinuria en una muestra aislada de orina (descariar factores de riesgo
causas transitorias de albuminuria-proteinuria **) — para ERC

= Andlisis del sedimento urinario Si - Esenutinio &n un afia

- Solicitar estudios de imagen si es necesario

£S0N NORMALES?

an

| Diagnosticar v clasificar el estadio clinico +

# l A hJ 1
Estadia 1 ‘ ‘ Estadic 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5

=

- Tratamiento de morhifidad | | - [dentificar y medificar
factores de progresidn

-

- Preparar para

asociada ¥ Ca tratamienio substitutive - Revision conjunta entre
- Intervenciones para retardar| |~ Ll iy B e de I3 funcian renal (DP, Medicina Interna
la progresicn la ERC HO o TR) Mefralogia
- Reduccion de factores de - U.h|IZEr LCeig sl Tl - Control individualizado - Inicio opartuno del
riesgo para ECV y ERC S L T ] an la UMF tratamiento sustitutiva

- Wilizar nefroproteciores acgardu 5 TFGj - Revisidn por al

- Cantrol 8 |a UMF cada B - Ewlar nafrotoxinas Mefrologo cada 1-3
meses {IHE|!J}."EN1E|D farmacos) o X

- igilar signos de alarma £ - Revisin por el Nefrdlogo

una vez al afo

TERAPIA DE REEMPLAZO RENAL. 10

La terapia de reemplazo renal es un término general que describe el procedimiento que ayuda a
reemplazar la labor de los rifiones sanos.

Hay dos tipos de generales de terapia de reemplazo renal:

1. El trasplante de rifidon: Este tratamiento reemplaza uno de los rifiones enfermos con un rifidn
sano de un donador vivo o fallecido., esta es la mejor opcidon pero la menos accesible debido a la
falta de donaciones, altos costos iniciales y el nivel de deterioro organico que presentan los
pacientes por las enfermedades primarias.
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2. La dialisis: Este tratamiento filtra la sangre, existen dos tipos de didlisis [Didlisis peritoneal
continua ambulatoria (DPCA) y hemodidlisis (HD)] y opciones para decidir donde hacerse los
tratamientos de didlisis, con qué frecuencia y quiénes participaran en ellos.

- DIALISIS PERITONEAL CONTINUA AMBULATORIA.

México es un pais en el que histéricamente ha predominado el uso de la DPCA, ya que cerca del
80% de los pacientes tratados recibe este tipo de tratamiento, el cual se define como la presencia
continua (24 horas al dia), siete dias a la semana con solucidn de didlisis en la cavidad peritoneal,
excepto en los periodos de intercambio de bafios, 5 veces por dia, la desventaja de este
tratamiento son los signos y sintomas que se presentan en la peritonitis siendo la principal
complicacién donde se hace presente dolor abdominal, fiebre y liquido peritoneal turbio con/sin
aumento de células en el mismo.

Este tipo de fallas incrementan los costos por hospitalizacion prolongada, reintervenciones

. . Ry . 11,12
quirdrgicas y empleo de antibidticos, entre otros motivos. (11.12)

- HEMODIALISIS

Este tratamiento permite eliminar las sustancias tdxicas y el exceso de liquidos del torrente
sanguineo.

Consiste en utilizar un circuito extracorpéreo para difundir sustancias por una membrana
semipermeable bidireccional. El procedimiento consta en bombear sangre heparinizada a un flujo
de 300 a 500 ml/min., mientras que el liquido de dialisis también es impulsado por la maquina a
contracorriente a una velocidad de 500 a 800 ml/min. El movimiento de sustancias de desecho se
da por transporte pasivo siguiendo un gradiente de concentracion.

Para la HD se requiere establecer un acceso vascular que permita la entrada y salida de sangre.
Existen diferentes tipos de accesos:

- Lafistula arteriovenosa.

- Injerto.

- Catéter.

Este tratamiento de sustitucidon ha tenido notables avances tecnoldgicos, por lo que, durante las
ultimas dos décadas, su costo ha disminuido de manera importante hasta ubicarse en un nivel
competitivo con respecto a la DPCA. Sin embargo en México la HD sigue siendo poco accesible para
la mayoria de los pacientes.
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- TRASPLANTE RENAL. *3

El trasplante renal (TR) con éxito es en la actualidad y desde hace afios la terapia de eleccidon para
la mayoria de las causas de ERCT en la que esta indicado. Mejora la calidad de vida al prescindir de
la dependencia de la dialisis y de las dietas rigurosas, aumenta la supervivencia de los pacientes y
es el tratamiento mds econdmico cuando se compara con la didlisis.

Es un proceso rutinario y su aplicabilidad viene limitada por la disponibilidad de rifiones en
relacién con la demanda creciente de pacientes que lo precisan. Este desequilibrio entre pacientes
en lista de espera de TR y la disponibilidad de rifones de caddver se agranda cada afio. La opcidn
del TR de donante vivo es una excelente alternativa pues permite una cirugia regulada que puede
llevarse a término en situacidn de pre-didlisis y preferentemente estd indicada en gente joven
donde los resultados son mas benéficos. Esta opcidn se estd extendiendo en la actualidad hasta el
punto de que paises como Estados Unidos la mitad de los trasplantes renales son de donante vivo.
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BREVE HISTORIA DEL TRASPLANTE RENAL. *4*%)

En la antigliedad, los Unicos trasplantes posibles eran de tejidos, debido a las limitaciones en la técnica
para realizar anastomosis vasculares (Es una conexion quirtrgica entre dos estructuras. Generalmente
quiere decir una conexion creada entre estructuras tubulares, como los vasos sanguineos o las asas del
intestino).

Fue en 1900 cuando Alexis Carell revoluciond la sutura vascular, lo que permitié realizar trasplantes de
érganos.

Emerich Ulmann, en 1902, reporté en la Reunién de la Sociedad Médica de Viena el primer caso de
autotrasplante de rifién al cuello de un perro, demostrando la funcionalidad de dicho rifién por la
produccion de orina; por esto y por experimentos en auto—, alo— y xenotrasplantes'”, se considera al
doctor Ullmann como el pionero del trasplante renal.

En 1906, Mathieu Jaboulay realizé el primer xenotrasplante en humano, y ya para 1909, Ernst Unger, en
Berlin, reportd un trasplante exitoso de ambos rifiones en perros: de un fox terrier a un boxer.

No fue sino hasta 1936 cuando se realizo el primer alotrasplante por el cirujano soviético Yu Yu Voronoy,
en Ucrania; lamentablemente el paciente fallecié por intoxicacién con cloruro de mercurio.

Para 1951, en Paris se reportaron siete trasplantes con malos resultados.

El primer trasplante exitoso en el mundo se llevé a cabo en 1954 por Murray JE, Merill JP y Harrison JH
en el Hospital Peter Bent Brigham en EUA; se realizé entre hermanos gemelos homocigotos y tuvo una
sobrevida del injerto mayor de un afio. Joseph E. Murray recibié el premio Nobel de Medicina en 1990
por su aporte en el campo del trasplante renal.

(*)AUTO TRASPLANTE: Es la intervencién quirurgica en la que el receptor y el donante son el mismo
individuo, es decir que el injerto se extrae y se implanta en el mismo sujeto.
ALO TRASPLANTE: El donante y el receptor son de la misma especie pero no son genéticamente iguales.
XENO TRASPLANTE: Es el trasplante de células, tejidos u érganos de una especie a otra, idealmente
entre especies proximas para evitar rechazo, como de cerdos a humanos.

EL TRASPLANTE EN MExico. (1> 1617

En México, el primer trasplante renal fue realizado por los doctores Manuel Quijano, Gilberto
Flores y Federico Ortiz Quezada en el Centro Médico Nacional del Instituto Mexicano del Seguro
Social, en 1963; desde entonces se han construido mas de 106 centros de trasplante en diferentes
estados del pais.

Hoy en dia el Centro Nacional de Trasplantes (CENATRA) es el érgano responsable de impulsar y
coordinar los procesos desde la donacién hasta el trasplante de drganos, tejidos y células,
otorgando a los pacientes que asi lo requieran una mayor oportunidad, con legalidad y seguridad.
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De igual manera te permite consultar el estado actual de receptores, donacién y trasplantes en
nuestro pais, donde se observa que hubo un total de 2,534 trasplantes de rindn durante el 2014,

(Sistema Informatico del Registro Nacional de Trasplantes (SIRNT).

En el (Grafico 1) se puede observar como ha incrementado el nimero de trasplantes en nuestro
pais desde el primer trasplante realizado (1963), hasta el primer semestre del 2014, observando un
total de 37,808.
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GRAFIcO 1 Trasplante Renal, Histérico por afio. Fuente SIRNT, 15/04/2014

De igual manera se puede observar en dicha referencia que el rifidn trasplantado proviene de dos
fuentes (Grafico 2):

- De un donador vivo emparentado o no emparentado. (azul)
- De un donador cadavérico, habitualmente de pacientes jovenes sanos que se accidentan y
presentan muerte cerebral. (Naranja)
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En México se realizan entre 2,000 y 2,300 trasplantes al afio de los cuales el 75% es de donador
familiar relacionado y el 25% cadavérico.
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GRAFICO 2. Trasplante Renal, Histérico por afio y por tipo de Donante. Fuente SIRNT, 15/04/14

La mayoria de los hospitales que realizan trasplantes se encuentran en las capitales de las
entidades federativas y en las ciudades mads grandes del pais.

Para que un hospital pueda realizar trasplantes se requiere que tenga un permiso otorgado por la
Secretaria de Salud para esta actividad, ademas de contar con el personal médico capacitado e
identificado.
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A continuacidon en el (Grafico 3) se observa la descripcion anterior teniendo al Distrito Federal con
el mayor numero de trasplantes, seguido por grandes e importantes ciudades importantes como:
Jalisco, Puebla, Nuevo Ledn etc.
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GRAFICO 3. Estados de la Republica Mexicana donde se realizaron trasplantes renales en el primer semestre del 2014, Fuente SIRNT, 15/04/14, Estados

con Actividad Reportada.

Las instituciones hospitalarias, publicas y privadas ha mostrado gran interés en compartir los
avances técnicos y médicos en el proceso de donacién y trasplantes, por lo que han desarrollado
organizaciones institucionales que los cuales se agrupan en: el Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los trabajadores del estado (ISSSTE),
Secretaria de la Defensa Nacional (SEDENA), Petréleos Mexicanos (PEMEX), Secretaria de Salud
(SSA) y hospitales privados.
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En el (Grafico 4) se observa que durante el primer semestre del 2014 el sector por parte de
Seguridad Social atendid y llevd a cabo el mayor nimero de trasplantes de rifidn abarcando el 57%
del total, seguido por el sector publico (28%) y por ultimo el privado (15%).

TRASPLANTE RENAL, 1R SEMESTRE 2014 POR SALUD
TIPO DE INSTITUCION

M SEGURIDADSOCIAL  m PRIVADA m PUBLICA

GRAFICO 4. Trasplante Renal, en el 1ler Semestre 2014, por tipo de Institucidn.

Fuente SIRNT, 15/07/14
EVALUACION DE CANDIDATOS A TRASPLANTE, (18 19:20)

El proceso de evaluacidon del potencial receptor de un trasplante renal debe hacerse en forma
multidisciplinaria por un equipo de trasplante el cual incluye: nefrdlogo, cirujano de trasplantes,
urdlogo, expertos en tipificacion tisular, enfermeras y trabajadora social.

No todos los pacientes pueden ser candidatos a recibir un trasplante renal por diversas razones, entre
las que se incluyen: riesgos perioperatorios elevados, edad avanzada, riesgos asociados a
inmunosupresioén y algunas morbilidades.

Es claro que la evaluacién del receptor renal es de vital importancia para el éxito del trasplante a cortoy
largo plazo, el cual debe incluir una historia clinica y un examen fisico minucioso y sistematizado y
posteriormente una evaluacion integral por un equipo multidisciplinario, el cual determinard si el
paciente es o no candidato a un trasplante renal.

- CONTRAINDICACIONES PARA EL TRASPLANTE RENAL.
La mayoria de los autores coinciden en seis contraindicaciones absolutas:

1. Pacientes que no vivirdn mas de un afio.
2. Neoplasias malignas.
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3. Infeccidn crénica (o aguda) no controlada.

4. Enfermedad extra-renal grave (hepatopatia croénica, enfermedad coronaria trivascular,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica avanzada, enfermedad vascular periférica grave,
entre otras).

5. Incumplimiento terapéutico.

6. Enfermedad psiquiatrica grave que dane el cumplimiento de la terapéutica.

La mayor parte de los centros incluyen dentro de las contraindicaciones absolutas al alcoholismo y la
farmacodependencia (inclusive tabaco en algunos pocos centros), la incompatibilidad ABO, la presencia
de pruebas cruzadas positivas y pacientes con alto riesgo perioperatorio.

Una vez descartadas las contraindicaciones anteriores, para evaluar el estado de salud del receptor, se
le realizan estudios particulares los cuales se enlistan a continuacion, estos ayudan a determinar el
estadio del paciente.

- EVALUACION UROLOGICA.

En forma rutinaria se solicita un examen general de orina y urocultivo a todos los pacientes que tienen
diuresis residual, ya que el paciente debe tener el tracto urinario estéril antes del trasplante para evitar
infecciones post-trasplante.

También es recomendable la realizaciéon de un ultrasonido de los rifiones nativos, el cual es de gran
utilidad como tamizaje para cdncer renal, ademas de que se puede detectar la presencia de urolitiasis,
enfermedad renal quistica adquirida, condiciones que pudieran ser desfavorables en el periodo
inmediato y mediato post-trasplante por condicionar una mayor probabilidad de infecciones urinarias.

En los pacientes anuricos es recomendable un estudio de cistouretrografia de llenado, para conocer la
capacidad vesical residual que en algunos pacientes suele ser muy pequefa, situacidon que incrementa el
riesgo de complicaciones postoperatorias, por lo que estd recomendado, en esta Ultima situacion, el
realizar ejercicios de dilatacién vesical previos a la cirugia.

- EVALUACION INFECTOLOGICA.

Esta es una de las evaluaciones mds importantes, ya que como se menciona previamente una infeccidn
aguda o crénica activas contraindican la implantacién del injerto renal.

Dependiendo del centro de trasplante y de la epidemiologia regional se solicitan diferentes estudios de
tamizaje para infecciones; sin embargo, un importante nimero de ellos son empleados universalmente.
A continuacion se mencionan los estudios solicitados por la mayor parte de los centros:

Antigeno de superficie de hepatitis B.

Anticuerpos para hepatitis C.

Anticuerpos contra el virus de inmunodeficiencia humana.
Antigenos IgG e IgM contra citomegalovirus.

vk w e

Virus Epstein Barr y toxoplasma.

28



- EVALUACION OTORRINOLARINGOLOGICA Y DENTAL.

La evaluacién del receptor por estos dos especialistas es el descartar y erradicar focos sépticos antes de
realizar el TR. El primer especialista solicita una radiografia o tomografia de senos para nasales y cultivos
de exudado y faringeo. El segundo especialista es indispensable para realizar tratamientos y erradicar
caries, gingivitis o cualquier tipo de infeccién previo al trasplante.

- EVALUACION PSIQUIATRICA.

En todos los protocolos de receptores para TR es fundamental la valoraciéon por un psiquiatra, para
realizar pruebas que permitan descartar alguna enfermedad mental grave o falta de adherencia al
tratamiento, los cuales son contraindicaciones absolutas para la realizacién del TR.

Finalmente la participacion de dicho especialista es fundamental para calificar la motivacion del donador
y la relacién que guarda con el potencial receptor, con la finalidad de demostrar que la donacién es
altruista y libremente decidida por el donador y sin otras motivaciones indeseables o ilegales.

- EVALUACION CARDIOLOGICA.

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en la etapa posterior al TR. La
mortalidad a dos afios va de 1 a 17%, dependiendo del riesgo cardiovascular del receptor. En la mayoria
de los protocolos para receptores de TR, se solicita una radiografia del térax y un electrocardiograma
(ECG). Estos estudios, aunados a una adecuada exploracidn fisica, son suficientes para sujetos de bajo
riesgo, no asi para pacientes que tienen las siguientes condiciones que obligan a una evaluacién por el
cardidlogo: historia de infarto al miocardio, insuficiencia cardiaca progresiva, soplo sugestivo de lesidn
valvular, ECG anormal, diabetes mellitus, edad mayor a 50 afios y signos de insuficiencia arterial
periférica.

- SITUACIONES ESPECIALES.

o Paciente geriatrico.

No es contraindicaciéon para ser receptor de TR tener mas de 65 afios de edad. Segun el Sistema
Norteamericano de Datos de Pacientes Renales (USRDS), casi el 50% de los pacientes que requieren
terapia sustitutiva pertenecen a este grupo.

Mas del 10% de los pacientes trasplantados en los Estados Unidos de América son mayores de 65 afios.
Este grupo de pacientes tiene una menor incidencia de pérdida de injertos por rechazos agudos, ya que
el sistema inmune de la persona mayor es mas deficiente que el de los jévenes al tener menos
capacidad de alorespuesta (Esta respuesta consiste en la capacidad de las células T en reconocer
complejos péptido-MHC [Complejo Principal de Histocompatibilidad], con los que no ha estado en
contacto durante el proceso de maduracion en el timo).
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Por este motivo la respuesta contra infecciones y neoplasias es menor, por lo que con Ia
inmunosupresion el adulto mayor es susceptible a desarrollar una mayor cantidad de infecciones y
desarrollar neoplasias.

Por lo que se ha optado por dar un tratamiento de inmunosupresién mas leve que en los pacientes
jovenes para evitar estas complicaciones.

En estos pacientes la evaluacién cardiovascular es de importancia, ya que determina la factibilidad de
realizar o no el procedimiento.

o Obesidad.

Se ha descrito en la literatura que existe un riesgo incrementado de morbilidad y mortalidad post-
quirurgica en los receptores de TR obesos.

En estudios retrospectivos se ha evidenciado una disminucidn de sobrevida del injerto, independiente
de la sobrevida del paciente.

Se ha considerado en la literatura que un indice de masa corporal (IMC) mayor 30 kg/m2 como un factor
de riesgo.

Lo recomendable es tratar de realizar el trasplante cuando el receptor se encuentre lo mas cercano a su
peso ideal.

o Lupus eritematoso generalizado.(LEG)

Es el prototipo de la enfermedad autoinmune, la cual se caracteriza por formacién de autoanticuerpos y
por la expresion clinica de distintas manifestaciones de inflamaciéon mediada por mecanismos inmunes.
Los érganos blanco mas importantes en el LEG son: la piel, las membranas serosas (pleura, pericardio,
sinovial), médula dsea, los rifiones, y el cerebro.

La expresiéon clinica de la enfermedad y la gravedad de la patologia en estos drganos son
extraordinariamente diversas.

Para iniciar el protocolo de TR en un(a) paciente con lupus, es necesario que el (la) paciente no tenga
actividad ldpica en los dltimos seis meses (algunos estudios refieren un tiempo de espera de 12 meses).

Las pruebas inmunolégicas tienen un valor prondstico poco claro, aun que en algunos informes se ha
considerado que la presencia de titulos altos contraindican en ese momento el TR.
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ESTUDIOS INMUNOLOGICOS DEL BINOMIO RECEPTOR-DONANTE PARA TRASPLANTE RENAL. (21,22,23)

- DETERMINACION DEL GRUPO SANGUINEO ABO/RH.

La existencia de diferencias antigénicas entre especies distintas se reconocié antes de se describieran las
discrepancias entre individuos de la misma especie.

Landois (1875), descubrié que si se mezclaba hematies de un animal, por ejemplo de cordero, con suero
de otro animal (perro) y se incubaban a 37 grados centigrados, se producia lisis en unos 2 minutos.

Los antigenos de los grupos eritrocitarios humanos ABO/Rh ( descubiertos por Karl Landsteiner) son
antigenos potentes en los trasplantes de érganos y tejidos, debido a que los seres humanos presentan
de manera natural anticuerpos contra los antigenos del sistema mencionado ver (Fig. 4 Grupos
eritrocitarios).

Su importancia estriba en que estan presentes en los endotelios vasculares de diversos drganos. Si se
trasplanta un drgano a un individuo ABO incompatible ver (Cuadro 6. Compatibilidad de grupo
sanguineo), los anticuerpos naturales llamados isoaglutininas anti A y/o anti B del receptor producen
una lesion tisular en el drgano trasplantado, lo que conduce al rechazo.

En consecuencia, el grupo sanguineo del receptor y el donador debe ser establecido antes de realizar
cualquier trasplante del mismo modo que se investiga antes de cualquier transfusion.

Cabe mencionar que en programas de trasplante renal se siguen las reglas que regulan a la transfusién
sanguinea. Sin embargo, ahora hay evidencias de érganos sélidos trasplantados de manera exitosa con
diferencias de grupo.

Este tipo de procedimiento se realiza con previa remocién de anticuerpos mediante el uso de
plasmaféresis o inmunoadsorcién, mas la utilizacién de farmacos inmunosupresores de induccion.

El cruzar esta barrera permite que pacientes con tiempos prolongados en lista de espera para
trasplantes se vean beneficiados, de igual manera donantes vivos con HLA (Antigenos Leucocitarios
Humanos) idénticos, pero con grupo sanguineo incompatible con el receptor no tendran que
descartarse de entrada.

Grupo A Grupo B Grupo AB Grupo O

Sangre
roja célul

NS ~ N/ ~/
Anticuerpok 1~ AL A A NI
i N 1N IN- _IN-
A -\ | - 1 A1
Anti-B Anti-A Ningunos Anti-A y Anti-B Fig. 4 Grupos Eritrocitarios humanos ABO.
Antfgenos ® t 12 ¢
A antigeno| B antigeng AyB

antigeno No antigenos 31




Grupo Sanguineo

(0] O,A, B, AB 0]
A A, AB AO
B B, AB B, O
AB AB AB,A, B, O
Factor Rh. Puede donar a: Puede recibir:
(+) (+) (+)y ()

(-)

Puede donar a:

CUADRO 6. Compatibilidad de grupo sanguineo ABO/Rh.

Puede recibir:

(-)

- DETERMINACION DE ANTIGENOS DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC).

Conocidos como antigenos HLA (por sus siglas en inglés Human Leukocyte Antigens), son aquellos que al
ser expresados por las células marcan la diferencia entre lo propio y lo extrafio, e inducen en el receptor
de un trasplante una respuesta inmunitaria, la cual dependiendo de la intensidad determina el tipo de
rechazo.

Este complejo sistema esta organizado bajo determinaciones de bases genéticas (genes).

Los genes de los antigenos del sistema HLA estan localizados en el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), en el brazo corto del cromosoma 6 (segmento 6p21.3), el cual es altamente
polimérfico, se hereda en haplotipo, de manera mendeliana y codominante, distribuidos en diferentes
locus estrechamente ligados y denominados como clase | que se denominan HLA-A, -B, -C, expresados
en la mayoria de las células nucleadas y plaquetas, constituyen los blancos mayores para las reacciones
inmunes contra tejidos y érganos trasplantados.

En tanto los de clase Il estan constituidos por HLA-DR, -DQ, -DP, se encuentran Unicamente en células
presentadoras de antigenos como: macréfagos, linfocitos T y B, células dendriticas y estdan mas
relacionados con inmunorregulacién. Los antigenos de clase Ill son un grupo de genes que controlan a
un grupo heterogéneo de proteinas como las activadoras de complemento entre otras y que no
intervienen propiamente como antigenos de histocompatibilidad en los trasplantes.

La funcién normal de los antigenos HLA, es presentar antigenos extrafios al linfocito T e iniciar de este
modo la respuesta inmune
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En el desarrollo de esta respuesta las poblaciones de linfocitos T son especificas tanto para el antigeno
como para las diferentes clases de HLA. Este tipo de reconocimiento forma la base para agrupar a los
linfocitos T en dos grandes subpoblaciones:

- CDS8 (+) citotdxicos que reconocen antigenos en asociacion con HLA clase I.
- CD4 (+) que reconocen antigenos en asociacion con HLA clase II.

El significado bioldgico del sistema HLA es relevante en la respuesta inmune del trasplante, debido a que
los antigenos extrafios son reconocidos por el linfocito T sélo cuando son presentados en asociacion con
las moléculas de HLA propias. Los antigenos de clase Il estan relacionados con el reconocimiento inicial y
los de clase | en el donante son los blancos primarios de la respuesta celular.

Cuando se efectia un trasplante se estan introduciendo en el receptor células del donante con
antigenos de histocompatibilidad distintos al del receptor.

Las células presentadoras de antigenos (CPA) del érgano donado, muy probablemente de células
dendriticas, presentan sus HLA de clase Il junto con los péptidos antigénicos correspondientes y ello es
reconocido como extrafio por los linfocitos T CD4+ del receptor que continuamente estan circulando por
el organismo.

Métodos moleculares para la tipificacion del sistema HLA.

En el Cuadro 7. Se presenta una breve descripcion de las técnicas moleculares empleadas en los
laboratorios de histocompatibilidad.

Los método que se emplean en el laboratorio HLA del CMN SXXI, se basan en los estudios moleculares
de hibridacion y electroforesis, a continuacién se explicaran a detalle los métodos SSOP y SSP.

CUADRO 7. ESTUDIOS MOLECULARES PARA TIPIFICAR EL SISTEMA HLA.
Estudio molecular.
Hibridacion. SSO (Sequence- Specific Oligonucleotide )
Electroforesis SSP (Sequence- Specific primers)
SBT (Sequence based typing)
RFLP (Restriction Fragment Polymorphism)

DNA conformacional SSCP (Single Sranded conformational
polymorphism)

RSCA (Reference strand mediated
conformational analysis)
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- PCR-SSO (Polymerase chain reaction-sequence specific oligonucleotide/ Reaccion en cadena de la
polimerasa de secuencias especificas de oligonucledtidos).

Es la amplificacién especifica de los locus HLA por medio de la reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR), con la subsiguiente hibridacion del producto amplificado por medio de sondas de
oligonucleétidos de secuencia especifica. La mayor parte del amplio polimorfismo del sistema HLA
resulta de eventos en los cuales pequefias secciones de nucledtidos de un alelo (no mas de 100 bases)
son transferidos a otro alelo.

De esta manera, muchas de las secuencias tienden a compartir alelos y no son alelo-especificas,
surgiendo el uso de sondas de secuencia especifica.

- PCR-SSP (Polymerase chain reaction-sequence specific primers/ Reaccion en cadena de la
polimerasa de secuencias especificas de iniciadores).

La especificidad de los alelos HLA amplificados por PCR-SSP, se determina por los iniciadores (primers).
Cada par de iniciadores utilizados amplifica uno o varios alelos. El nimero total de iniciadores utilizados
debera amplificar todos los alelos conocidos para el locus a determinar: Dependiendo de su seleccidn, la
PCR SSP puede ser de alta, mediana o baja resolucion.

Esta técnica requiere de varios controles, cada pozo contiene un par de iniciadores control que
reacciona con una secuencia de DNA diferente a las regiones polimérficas HLA, y que sirve como control
interno en todo el proceso de amplificacion. Un segundo control, denominado “tubo abierto” el cual
contiene todos los reactivos excepto el DNA si este pozo resulta positivo indica contaminacion.

- Prueba Cruzada o Cross-Match.

La prueba cruzada o cross-match permite detectar en el suero del receptor la presencia de anticuerpos
preformados dirigidos contra las células del donante.

Este estudio se puede realizar mediante técnicas de microlinfocitotoxicidad, citotoxicidad dependiente
de complemento (CDC) o por citometria de flujo.

Las técnicas de microlinfocitotoxicidad, se basan en reaccion mediada por los linfocitos del potencial
donador los cuales sirven como blanco para el suero del receptor. Donde se podrd observar si el
receptor tiene anticuerpos preformados contra antigenos del donante la cual producird un reaccion
antigeno -anticuerpo con activacion del complemento y una lesion en la membrana celular que permite
la entrada a la célula de colorantes vitales, en cuyo caso se dice que la prueba cruzada es positiva y
contraindica la realizacién del trasplante, de igual manera permite evitar un rechazo hiperagudo o
pérdida temprana del injerto.

La prueba cruzada es uno de los procedimientos mas importantes y necesarios en el trasplante de
drganos, sobretodo en el renal.
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En los casos de una prueba cruzada positiva es importante descartar la presencia de autoanticuerpos no
HLA, los cuales son irrelevantes para trasplantar y se traducen como falsos positivos. Estos anticuerpos
son del tipo IgM y reaccionan a baja temperatura, la manera mas efectiva para confirmar un resultado
positivo es tratar el suero del receptor con un agente reductor como ditiotreitol (DTT), los anticuerpos
IgM son inactivados por accién del DTT, de manera que si aun persiste un resultado positivo éste puede
atribuirse a la presencia de anticuerpos anti-HLA del tipo IgG y por tanto es una contraindicacién para
trasplantar. Este estudio generalmente constituye una prueba de rutina en el informe del
laboratorio de histocompatibilidad.

En la actualidad se han desarrollado también métodos mas sensibles que la prueba cruzada
convencional, éstas son las técnicas por citometria de flujo y la prueba cruzada con globulina
antihumana (AHG), las cuales permiten detectar niveles muy bajos de anticuerpos circulantes, lo que
facilita una mejor evaluacién del binomio para el trasplante.

Como comentario la citometria de flujo es un método mas sensible, pero con alto costo lo cual no ha
permitido todavia su uso rutinario, al menos en nuestro medio.

- Deteccidn de anticuerpos Anti-HLA. ?°)

La presencia de anticuerpos linfocitotéxicos en el suero de pacientes en lista de espera de
trasplante renal limita las oportunidades de que éste se lleve a cabo con éxito. Se ha demostrado
gue los pacientes con una elevada tasa de anticuerpos linfocitotéxicos presentan una mayor
incidencia de episodios de rechazo agudo, factores relacionados con una menor supervivencia del
injerto.

Dada la importancia de esta situacidn, se precisa una evaluacidn periddica del suero de los posibles
receptores en busca de estos anticuerpos, y estudios adicionales tras estimulos antigénicos,
fundamentalmente las transfusiones sanguineas.

Dentro de las técnicas empleadas para medir y detectar dichos anticuerpos circulantes son:
¢ Ensayo de microlinfocitotoxicidad CDC.
* Ensayo de microlinfocitotoxicidad CDC con aumento de AHG.
e Métodos por ELISA.
e Citometria de flujo

* Ensayo basado en técnicas de equipo fluoroanalizador (Luminex®).
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La diferencia entre las diferentes técnicas radica en la sensibilidad y especificidad de cada una,
para detectar los anticuerpos anti-HLA presentes en el suero del paciente. (Fig. 5)

Fig 5. Monitoreo de anticuerpo donador especifico One -Lambda.

Fuente: http://www.onelambda.com/

e ENSAYO DE MICROLINFOCITOTOXICIDAD CDC. (2% 27/ 28)

Es un método que ha sido utilizado por mucho tiempo para detectar anticuerpos contra el sistema
HLA presentes en el suero del paciente. Una muestra del suero se incuba con un panel de linfocitos
viables con un fenotipo HLA conocido, si el suero del paciente contiene anticuerpos especificos
contra las moléculas del HLA presentes en los linfocitos, se presenta una lisis celular, gracias a la
reaccion antigeno-anticuerpo con fijacion de complemento, la lisis se visualiza gracias a un
colorante. La reaccidn se cuantifica segun el porcentaje de células muertas.

Gracias a que se utiliza un panel de células con un fenotipo de HLA conocido, se puede asignar la
especificidad de los anticuerpos, el problema radica en que la prueba sélo es capaz de detectar
anticuerpos fijadores de complemento, de igual manera, para determinar la especificidad de los
anticuerpos, el suero del paciente se necesita exponer a un panel amplio de células para que estén
representadas todas las especificidades HLA mas frecuentes en la poblacién, lo que genera una
demora considerable a la hora de realizar el analisis.

Existe una versién de esta técnica a la cual se le aflade AHG tras la incubacién del suero con las
células lo que permite exacerbar la reaccidn de los anticuerpos presentes en la prueba, en el caso
de que el titulo de anticuerpos no sea el suficiente para activar la cascada del complemento, ya
gue el ensayo CDC es incapaz de detectar bajas concentraciones de anticuerpos.

e METODOS POR ELISA. (Enzime linked inmmunosorbent assay)

Esta técnica consiste en la deteccion de anticuerpos presentes en un suero que son capaces de
reconocer antigenos HLA purificados adheridos a un soporte sélido. Estos antigenos pueden
proceder de plaquetas o de lineas celulares transformadas con distintos HLA. Al igual que en las
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otras técnicas la mezcla de antigenos debe ser representativa de la poblacién general. El suero se
incuba con el HLA pegado a la placa. En caso de que existan anticuerpos anti-HLA, estos se unirdn a
ellas y quedaran fijados en la placa. En caso contrario, todas las inmunoglobulinas se eliminardn
con los lavados. El revelado se hace mediante el uso de un segundo anticuerpo marcado con un
enzima y adicién de un sustrato de la enzima, en caso de que haya anticuerpos anti-HLA esa
enzima producira una reaccién colorimétrica al actuar sobre su sustrato en el ultimo paso de la
técnica. Esa reaccidén se cuantifica en un espectrofotometro.

Mediante ELISA se detectan todos los anticuerpos, tanto fijadores de complemento como los no
fijadores, sin embargo algunas casas comerciales utilizan plaquetas para obtener los antigenos por
lo que estas preparaciones a pesar de contener tedricamente sélo moléculas HLA suelen estar
contaminadas con antigenos plaquetarios que pueden dar lugar a falsos positivos.

e CITOMETRIA DE FLUJO

Este método consiste en una reaccién antigeno-anticuerpo sobre la superficie celular visualizada
mediante la utilizacién de un segundo anticuerpo marcado con un fluorocromo y el uso de un
citdmetro de flujo que es un instrumento muy potente que detecta cada célula presente en un
flujo de liquido iluminado por un haz de laser.

Las muestras de partida para la obtencién de células son las mismas que en el caso de la CDC, pero
no es necesario separar las poblaciones T y B, ya que el uso de anticuerpos monoclonales
marcados con fluorocromos nos permite distinguirlas en el citdmetro. Las células deben tener
también una buena viabilidad ya que de otra manera no son reconocidas por el citémetro como
linfocitos. La presencia de anticuerpos se hace evidente en el citdmetro de flujo al incidir sobre la
muestra un haz de laser, el cual excita el fluorocromo que va conjugado al anticuerpo y emite luz a
una determinada longitud de onda. Esta sefial luminosa se capta por unos detectores y un
complejo sistema informatico es capaz de transformar el mensaje luminoso al lenguaje
informatico, el cual se puede interpretar mediante el empleo de un software adecuado.

El empleo de fluorescencia es lo que hace esta técnica mucho mas sensible que la CDC y ademas
no requiere fijacion del complemento.

e ENSAYO BASADO EN TECNICAS DE EQUIPO FLUOROANALIZADOR (LUMINEX®), (2822 30)

Este método es muy similar a la citometria convencional, pero en vez de utilizarse células, se
utilizan microperlas recubiertas de antigenos purificados HLA.

Se tratan de microperlas de poliestireno con un didmetro de 5.6 um las cuales tienen un cédigo de
color interno que emplea fluoroforos en el rango de rojo e infrarojo, lo cual se consigue usando
diferentes cantidades de colorantes en cada perla, de esta manera se construyen 100 perlas, cada
una con una sefal caracteristica Unica identificable en el espectro.

o Screening (Escrutinio de anticuerpos anti-HLA).
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Esta prueba permite, en una sola determinacidn, detectar la presencia de anticuerpos contra los
antigenos de compatibilidad HLA, tanto clase | como clase Il; de igual manera, permite detectar la
presencia de los antigenos dirigidos contra antigenos denominados cadena A relacionado a MHC clase |
(MICA-A), que han sido ampliamente descritos en la literatura por su participacidon en caso de rechazo
de injertos.

o Determinacion del % PRA (Panel Reactivo de Anticuerpos).

La informacién que se obtiene permite conocer el grado de sensibilizacion del paciente cuyo objetivo es
anticipar el tipo de terapia inmunosupresora u otro tipo de terapia que requiera el paciente en la etapa
previa al trasplante o en el postoperatorio

Las fuentes mas comunes de sensibilizacion son:

1. Transfusiones
2. Trasplantes previos.
3. Embarazos y/o abortos.

Aproximadamente el 33% de los individuos expuestos a eventos de sensibilizacion producen anticuerpos
anti-HLA, existen otros factores que pueden estimular la produccién de anticuerpos entre los que se
incluyen: vacunas, ciertos procesos infecciosos, pacientes con enfermedades autoinmunes, la presencia
de estos eventos complica la evaluacion del receptor y se traduce en respuestas falsas positivas para
determinar las pruebas

Esta prueba logra monitorear periddicamente la presencia de anticuerpos anti-HLA en los sueros de los
pacientes que se encuentran en espera de un trasplante, asimismo, nos permite conocer si los
anticuerpos presentes en el paciente estan dirigidos contra antigenos del donador de clase | o clase Il
(anticuerpos donador especificos), asi como realizar una caracterizacion respecto a la especificidad de
dichos anticuerpos.

Esta caracteristica la cual permite establecer uno de los criterios mas importantes en cuanto a la
compatibilidad receptor-donador y por lo tanto tomar las acciones necesarias para disminuir las
posibilidades de un rechazo.

La determinacion del % PRA es utilizado como marcador en pacientes con alto grado de
aloinmunizacién, siendo el maximo el 100%; iddneamente se espera un resultado del 0% pero cuando el
paciente reacciona al injerto o esta expuesto a las fuentes de sensibilizacion el %PRA empieza su
evolucién, haciendo obligado el cambio de terapia.

Es importante seiialar que el %PRA con un valor al 30% de sensibilizacién obliga al médico a someter al
paciente a un protocolo de desensibilizacién para realizar una remocién de dichos anticuerpos y asi
disminuir el %PRA.

Cabe resaltar que la determinacién de dicha prueba resulta de mucha utilidad ya que se utiliza como
valor predictivo del estado inmunoldgico del receptor y donde se puede observar la siguiente relacion:
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un valor alto de %PRA nos indica que el paciente se encuentra sensibilizado y tiene una menor
posibilidad de ser trasplantado.

o Single Antigen (Antigeno unico, SA)

Esta nueva tecnologia utiliza dichas microperlas revestidas con antigenos purificados HLA-I y —II,
cada microperla se encuentra recubierta con un tipo de antigeno HLA recombinante (loci A, B, Cw,
DR, DQ, DP) de una especificidad dada; La alta densidad de antigenos HLA presentes en las
microperlas en comparacién con la que presentan los linfocitos, hace al antigeno Unico mucho mas
especifico y sensible, lo que conlleva a la deteccién de anticuerpos anti-HLA en muy bajas
concentraciones, y adicionalmente es capaz de determinar especificidades de anticuerpos con mas
precisidon. Después de la incubacidn del suero con las microperlas cualquier anticuerpo que se haya
unido al antigeno se marca con anti-lgG humana de cabra conjudada con ficoeritrina.

La tecnologia Luminex® se basa en el principio de la citometria de flujo donde las microperlas se
encuentran suspendidas en un liquido el cual se hace pasar por el haz de un laser. El laser excita el
colorante interno de cada microperla y a la ficoeritrina conjugada, resultando en una emisién de
fluorescencia, tanto de la microperla como de la ficoeritrina conjugada, la cual es detectada por el
citdmetro y posteriormente interpretada por un software que determina la concentracién del
anticuerpo y la especificidad del HLA al que va dirigido. (Fig.6) La cuantificacion objetiva de la
concentracion de los anticuerpos anti-HLA se expresa mediante la intensidad media de
fluorescencia (mean fluorescence intensity, MFI) que alcanzan los sueros de los pacientes. En una
monitorizacion post-trasplante, no sélo la presencia de anticuerpos, sino las variaciones de la MFI
podrian servir tedricamente de marcador de la evolucidn del paciente y su injerto.

En varios estudios se ha observado la relacidn que existe entre los valores obtenidos de MFI’s y el
valor predictivo que tienen con la sobrevida del injerto, a pesar de que el paciente presente una
prueba cruzada pre- trasplante negativa. En dichos estudios un valor de MFI > 1000 indica una
menor sobrevida del injerto, pudiendo presentar los distintos tipos de rechazo. 3% 3% 3% 34.35.36)
Haciendo uso de la tecnologia Luminex®, se pueden realizar hasta 100 combinaciones de
antigenos en una sola suspensidon y un mismo ensayo de forma semiautomatica.

Figura 6. a) Principio de las perlas de Luminex b) Procedimiento para la realizaciéon de la prueba por el
método de LumineXx. Tomado de: Fuente especificada no vélida. 39



Dicha prueba, donde la materia prima es el suero del receptor, proporciona informacién relevante
acerca de la presencia de anticuerpos que estdn dirigidos en contra del sistema HLA del donador
(anticuerpos donador especifico) y su importancia en el rechazo agudo del injerto renal. Por tal
motivo la determinacion del SA se puede establecer como biomarcador de rechazo.

Ya que los marcadores biolégicos o biomarcadores son cambios medibles, ya sean bioquimicos,
fisioldgicos, o morfoldgicos, que se asocien a la exposicién de un toxico.

Los biomarcadores se utilizan para:

- Detectar la presencia de una exposicion.

- Determinar las consecuencias biolédgicas de la exposicion.

- Detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patoldgico

- ldentificar a los individuos sensibles de una poblacién.

- Fundamentar la decisién de intervenir, tanto a nivel individual como ambiental.

En el disefio de una rutina de muestreo es necesario considerar lo siguiente:

- Especificidad y sensibilidad del biomarcador.
- Dificultad de muestreo.

- Estabilidad de biomarcador.

- Formacion del biomarcador.

Los biomarcadores mas utiles son los que se pueden obtener menos invasivamente, por eso se
prefieren los que se encuentren en sangre.
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INMUNOLOGIA DEL RECHAZO. 73839
Una vez que el rindn se ha trasplantado, el sistema inmune del receptor reconoce al injerto como
un elemento extraio y en corto tiempo lo rechazara.

Los principales iniciadores del rechazo son unos antigenos de superficie tisular responsables de
que el tejido injertado se reconozca como extrafio, mejor conocidos como antigenos HLA.

La presentacién de las alomoléculas del MHC a los linfocitos T del receptor del injerto para que
estos puedan reconocerlas tiene lugar por dos vias distintas (Fig.7). La primera denominada
presentacion directa que implica el reconocimiento de una molécula del MHC intacta, ofrecida por
CPA del donante, existentes en el injerto, y se debe a la similitud entre las moléculas MHC propias
y las extrafias. Por lo que la presentacién directa es exclusiva de moléculas MHC extrafas. La
segunda via, la presentacién indirecta, supone un procesamiento de las moléculas del MHC del
donante por parte de las CPA del receptor y la presentacién de los péptidos derivados de las
moléculas MHC extraifias a las MHC propias. En este caso, las moléculas del MHC extraiio recibe el
mismo tratamiento que cualquier antigeno extraio y el mecanismo de presentacién es el mismo
gue al de cualquier antigeno microbiano.

(Al Reconocimiento directo del aloantigeno

Alocélulas Alo-CPH
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Fig. 7 Reconocimiento directo e indirecto de aloantigenos. (romada de: Inmunologia celular y molecular Abbas.)

Los linfocitos T alorreactivos del receptor pueden activarse por las dos vias para después migrar
hacia el injerto y provocar su rechazo. Los linfocitos T cooperadores CD4" alorreactivos se
diferencian en células efectoras productoras de citocinas que lesionan el injerto mediante
reacciones parecidas a las de hipersensibilidad retardada. Los linfocitos T CD8" alorreactivos
activados por la via directa se diferencian en linfocitos T citotdxicos, cuya funcién consiste en
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eliminar las células nucleadas del injerto que expresan alomoléculas del MHC de clase I. Los
linfocitos T citotéxicos CD8" generados a través de la via indirecta se limitan al MHC propio.

La sintesis de anticuerpos frente a las moléculas del MHC dependiente de los linfocitos T debe
suponer el alorreconocimiento indirecto. En este caso los linfocitos B reconocen moléculas del
MHC extrafio, interiorizan y procesan estas proteinas y presentan los péptidos derivados de ellas a
los linfocitos T cooperadores que fueron activados previamente por los mismos péptidos
presentados por las células dendriticas. Por lo tanto, las células dendriticas y los linfocitos B
procesan y presentan la proteina del MHC aldgeno a los linfocitos T del huésped.

El rechazo inmunolégico es una causa frecuente de disfuncién precoz y tardia del trasplante.
Existe una enorme variacion de la cronologia, la intensidad de los episodios de rechazo y la
respuesta de estos al tratamiento.

Hasta principios de 1990, el rechazo del injerto renal era clasificado cldsicamente en los siguientes
cuatro tipos: hiperagudo, agudo, agudo acelerado y crénico.

Existen factores determinantes de los diversos episodios de rechazo de los cuales depende la
respuesta y el tipo de tratamiento a seguir, dentro de estos factores se encuentran el grado de
sensibilizacién al HLA del paciente y la incompatibilidad con su donador, trasplantes previos,
antecedentes de pérdida del injerto especialmente por rechazo agudo, incumplimiento del
tratamiento inmunosupresor, algunas infecciones por virus, etc.

- EL RECHAZO HIPERAGUDO

Se define como el ataque inmunoldgico mas importante y destructivo contra el injerto que ocurre
de manera inmediata (de minutos a horas), debido a la presencia de anticuerpos IgG preformados
(antecedentes de transfusién sanguinea, embarazos, trasplantes previos) fijadores de
complementos circulantes, con reactividad especifica contra un antigeno incompatible del
donante, que se acoplan y destruyen el endotelio vascular generando una oclusién trombética de
la vasculatura del injerto. Dichos anticuerpos pueden ser contra antigenos de los grupos
sanguineos o anticuerpos anti-HLA del donante.

Con el desarrollo de las pruebas cruzadas CDC, el rechazo hiperagudo se ha convertido en una
complicaciéon sumamente infrecuente.

- ELRECHAZO AGuUDO. ©®7-40-41.42)

Es aquel que ocurre después de 5-7 dias y se clasifica en mediado por linfocitos T (rechazo celular
agudo) o mediado por anticuerpos (rechazo humoral agudo). El infiltrado tubulointersticial de
linfocitos T, macréfagos y, en menor medida, neutréfilos que invade el epitelio tubular es un rasgo
distintivo del rechazo agudo mediado por linfocitos T. El rechazo humoral acompafia generalmente
al rechazo celular y provoca los mismos signos clinicos y el diagndstico de ambos resulta evidente
en la biopsia del aloinjerto renal.
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Los linfocitos T activados producen la lisis directa de las células del injerto o secretan citocinas que
atraen y activan a células inflamatorias que lesionan el injerto.

- EL RECHAZO CRONICO

Se define como la disfuncidn lenta y progresiva del injerto la cual comienza tres meses después del
trasplante. La fisiopatologia del rechazo crénico puede ser de origen humoral o celular. Se
presenta una oclusidn arterial lenta como consecuencia de la proliferacion de las células
musculares lisas de la intima, y finalmente se produce la pérdida del 6rgano por lesidén isquémica.
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Fig. 8 Mecanismos inmunitarios del rechazo de injertos. (romada de: nmunologia celular y molecular Abbas.)
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CLASIFICACION BANFF, (4344, 45)

Debido a la dificultad que presenta el diferenciar los distintos tipos de rechazo exclusivamente a
partir de indicadores clinicos, se requiere de una biopsia para diagnosticar y tratar correctamente
al paciente, es por esto que surgid la necesidad de normalizar la interpretacidon de las mismas. La
clasificacion de Banff es un esquema internacional recientemente desarrollado para cubrir esta
necesidad. La clasificacidon, que se originé en una reunién celebrada en Banff, Canada del 2 al 4 de
agosto de 1991, fue publicada en 1993, y ahora es ampliamente utilizada.

Se han llevado a cabo reuniones posteriores con el propésito de refinar dicha clasificacion. La
Clasificacién de Banff mds actualizada es la revisada el afio 2013 la cual clasifica los rechazos de la
siguiente manera:

CUADRO 8. Categorias diagndsticas de Banff para las biopsias del injerto renal (2007).

Tomado de: http://www.kidneypathology.com/Trasplante.html
1 Normal.

Cambios mediados por anticuerpos (puede coincidir con categorias 3,4, 5y 6)
- Debe documentarse presencia de anticuerpos contra el donante y C4d o patologia del
injerto.

- Depdsito de C4d sin evidencia de rechazo activo

C4d+, presencia de anticuerpos antidonante circulantes, sin signos de rechazo agudo o
crénico mediado por células T o por anticuerpos. Casos con presencia simultdnea de
cambios "borderline" o necrosis tubular aguda son considerados como indeterminados.

- Rechazo agudo mediado por anticuerpos
Sospechoso para rechazo mediado por anticuerpos si C4d+ (en presencia de
anticuerpos) o si no se demuestran aloanticuerpos (y C4d+) en presencia de evidencia
morfolégica de dafo tisular. C4d+, presencia de anticuerpos donador especifico
circulantes, evidencia morfolégica de lesidn tisular aguda, tal como (tipo/grado):

2 - |. Lesiones similares a necrosis tubular aguda, inflamacién minima
- II. Inflamacion capilar o glomerular y/o trombosis, c4d+
- lll. Lesiones arteriales (necrosis fibrinoide o inflamacién transmural)

- Rechazo crénico activo mediado por anticuerpos

Sospechoso para rechazo mediado por anticuerpos si C4d+ (en presencia de
anticuerpos) o si no se demuestran aloanticuerpos (y C4d+) en presencia de evidencia
morfolégica de dafio tisular. C4d+, presencia de anticuerpos donador especifico
circulantes, evidencia morfolégica de lesidn tisular crénica tales como doble contornos
en paredes de capilares glomerulares y/o multilaminacion de las membranas basales de
capilares peritubulares y/o fibrosis intersticial/atrofia tubular y/o engrosamiento
intimal fibroso en arterias.
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Cambios limitrofes ("borderline"): "sospechosos" de rechazo agudo mediado por
células T (puede coincidir con categorias 2,5y 6)

- No hay arteritis intimal pero hay focos de tubulitis con minima inflamacién intersticial,
o hay inflamacion intersticial con tubulitis leve.

Rechazo mediado por células T ( puede coincidir con categorias 2, 5y 6)

- Rechazo agudo mediado por células T (hasta hace poco llamado: Rechazo celular
agudo/activo)

Tipo/grado)

- IA. Inflamacidn intersticial >25% y focos de tubulitis moderada

- IB. Inflamacidn intersticial >25% y focos de tubulitis severa

- IIA. Arteritis (endarteritis) intimal leve a moderada

- lIB. Arteritis (endarteritis) intimal severa, obstruyendo mas del 25% de su luz

- l1l. Arteritis transmural o necrosis fibrinoide de la pared arterial acompanada de
inflamacion linfocitica

Rechazo crénico activo mediado por células T
Arteriopatia cronica del injerto (fibrosis intimal arterial con infiltracién de células
mononucleares en la fibrosis, formacion de neointima)

Fibrosis intersticial y atrofia tubular, sin evidencia de etilogia especifica (hasta hace
poco llamada: Nefropatia crdnica esclerosante del injerto)

Puede incluir esclerosis vascular o glomerular inespecificas, pero la severidad se gradua
de acurdo con las lesiones crénicas tubulointersticiales.

- | (leve): Fibrosis intersticial y atrofia tubular leves (6-25% de fibrosis intersticial en el
area cortical).

- Il (moderado): Fibrosis intersticial y atrofia tubular moderadas (26-50%).

- Il (severo): Fibrosis intersticial y atrofia tubular severos (>50%).

Otros

Cambios que no se consideran debidos a rechazo. Pueden incluir lesiones aisladas y
coincidir con categorias 2,3,4y5

- Enfermedades linfoproliferativas

- Cambios inespecificos: Inflamacién intersticial sin tubulitis, cambios vasculares
reactivos, venulitis)

- Necrosis tubular aguda

- Nefritis intersticial aguda

- Toxicidad por medicamentos

- Infecciones

- Enfermedad glomerular recurrente o de novo

- Obstruccion/reflujo

- Lesiones por preservacion/reperfusion

- Otras
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En la ultima revisidon que se llevé a cabo el ano 2013, se establecidé que para el diagndstico del
rechazo agudo o crénico mediado por anticuerpos, se requiere de la presencia de las tres
caracteristicas, evidencia morfolégica de lesién tisular aguda, evidencia de la interaccién entre
anticuerpos y el endotelio vascular, y la evidencia seroldgica de la presencia de anticuerpos contra
el donante.

TERAPIA DE INMUNOSUPRESION. ¥
Anteriormente la terapia de inmunosupresion antes y después de un TR era raramente utilizada, o
se podria decir que era casi nulo el uso de esta.

Dichas terapias se utilizaron hasta el 2005, a partir de dicho afio se empezé a utilizar IL-2 la cual
desempena un papel fundamental en la proliferacion de las células T que al unirse a un receptor
especifico que se expresa en la superficie celular. Ademas, la IL-2 modula las funciones
inmunolégicas de las células T y B y NK (Natural Killer), con lo que se puede concluir que
desempefna un papel fundamental en la fisiologia del sistema inmune. Dicha terapia se aplicé a
pacientes con alto riesgo inmunoldgico (pacientes con candidatos a un segundo trasplante, o que
tengan un PRA > 40%).

La mayoria de los fdrmacos inmunosupresores interfieren con los linfocitos T (células centrales en la
regulacion de la respuesta inmunitaria).

La terapia de inmunosupresion establecida antes de 1997 constaba de ciclosporina y prednisona,
después de 1997 se observé un cambio en donde se empezd a utilizar: Tracolimus/Micofenolato de
Mofetilo (MFM) con prednisona durante los primeros 4 meses.

Actualmente los fdrmacos de inmunosupresién se dividen entre aquellos que se utilizan en el periodo
transoperatorio (fdrmacos de induccién) y aquellos que se utilizan de forma crénica para mantener la
inmunosupresién a largo plazo (fdrmacos de mantenimiento).

- FARMACOS DE MANTENIMIENTO.

Como premisa general, a mayor histocompatibilidad se requiere menor cantidad de inmunosupresién,
esto aplica particularmente para receptores de TR que comparten 2 haplotipos con su donador los
cuales no recibiran farmacos inmunomoduladores de induccién.

Los fdrmacos que integran los esquemas de mantenimiento corresponden a cuatro grupos de
inmunosupresores que bloquean distintos sitios de la respuesta inmune.

Inhibidores de calcineuria: Se utiliza Ciclosporina o Tracolimus.
Antiproliferativos: (MMF), Micofenolato Sddico (MFS) o Azatioprina (AZA)
Inhibidores del blanco de rapamicina: Sirolimus, Everolimus.

A wwnN e

Esteroides: Prednisona.
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Las posibles combinaciones de estos fdrmacos en esquemas se muestran a continuacion.

a) Tracolimus, MMF/MFS, Prednisona.

b) Tracolimus, AZA, Prednisona.

c) Ciclosporina, AZA, Prednisona.

d) Ciclosporina, MMF/ MFS, Prednisona.

e) Ciclosporina, Sirolimus/ Everolimus, Prednisona.
f) Tracolimus, Sirolimus/ Everolimus, Prednisona.
g) Sirolimus, MMF/MFS, Prednisona.

El mejor esquema de prevencion de rechazo agudo y el mas usado en las instituciones es: Tracolimus,
MMF/MFS, Prednisona.

A continuacion se presenta una breve revision de cada uno de los farmacos que mas comunmente se
utilizan en los Institutos.

- Inhibidores de Calcineurina.

El mecanismo de accién fundamental de estos farmacos es la inhibicién de la produccién de linfoquinas,
incluida IL-2, cuyo papel es fundamental en la diferenciacion y proliferacion de los linfocitos T
citotoxicos.

Estos farmacos bloquean la transcripcidn del gen que codifica la IL-2. La diferencia entre la Ciclosporina y
Tracolimus es la potencia inmunosupresora, mayor en el caso del segundo entre 10 y 100 veces superior
(invitro).

La biodisponibilidad oral es baja y variable ya que son farmacos muy lipofilicos y se metabolizan por el
Citocromo 450.

CICLOSPORINA.

Es un péptido ciclico compuesto por 11 aminodcidos, originalmente obtenido de un hongo denominado
Tolypocladium inflatum.

o Presentacién: capsulas de microemulsion de 25, 50 y 100 mg ( en presentacion de solucion 1
mL= 100 mg).

o Inicio: a las 24 horas del trasplante, si:
La diuresis es satisfactoria.
Existe disminucidn de las cifras de CrS en un 50%.

o Dosis: 6 mg/Kg/dia dividida en dos dosis, disuelta en jugo de naranja, manzana o leche.

La dosis de ciclosporina se ajustard dependiendo de los niveles de ciclosporina. Estos deben medirse
cuando el paciente ha tomado durante 48 horas la misma dosis.

47



Los niveles adecuados de ciclosporina son de 100-250 ng/ml, durante el primer trimestre es
conveniente mantener niveles séricos cercanos a los 200 ng/mL. Después del primer trimestre y en
adelante, alrededor de 150 ng/mL.

TRACOLIMUS.

Este farmaco corresponde a un macrdlido que se obtiene de la fermentacion del hongo Streptomyces
tsukubaensis.

La FDA (Food Drug Administration) aprueba la utilizacion en pacientes con trasplantes renales vy
hepaticos.

o Presentacion: Tabletas de 1 mgy 5 mg.

o Inicio: a las 24 horas del trasplante si:
La diuresis es satisfactoria
Existe una disminucidn de las cifras de CrS en un 50% de la del pre-trasplante.

o Dosis: 0.075 mg/Kg cada 12 horas. De acuerdo a la evolucién se incrementara la administracion
a razén de 0.01 mg/Kg cada 12 horas; la toma del medicamento debera ser con estomago vacio
o al menor una hora antes de tomar alimentos.

Los niveles de recomendados de tracolimus son:

- Los primeros 30 dias post-trasplante: 10-15 ng/mL
- Del segundo al sexto mes: 5-15 ng/mL
- Del séptimo mes en adelante: 5-10 ng/mL.

Es importante mencionar que el principal efecto colateral de los inhibidores de calcineurina es la
nefrotoxicidad. De esta forma, los pacientes que muestran disfunciéon renal en los cuales se ha
descartado otras causas condicionantes de disfuncion mediante biopsia del injerto, podrdn recibir dosis
mas bajas del medicamento.

En virtud de la mayor potencia inmunosupresora del tracolimus, este inhibidor de calcineurina se utiliza
como primera opcién en todos los receptores, pero particularmente en aquellos de donador cadavérico,
segundos trasplantes, o que no compartan haplotipos.

- Antiproliferativos. (FArmacos que interfieren con la divisidn celular)
AZATIOPRINA. (AZA)

Este profarmaco es un andlogo de purina sintética derivado del 6-mercaptopurina (6-MP), es utilizada
como agente ahorrador de corticoides y también como monoterapia, su uso es variad pero
principalmente es para prevenir el rechazo renal en pacientes trasplantados.

El mecanismo de accion mas aceptado es la interrupcion de la sintesis de 4cidos nucleicos (DNA y RNA) y
ciertas coenzimas, ya que AZA es considerada un antagonista de las purinas enddgenas, siendo
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clasicamente descrito como un farmaco que interfiere de manera especifica en el ciclo celular en la fase
S.

Especificamente, estd bien demostrado que AZA altera la funcién de los linfocitos T, como algunos
componentes esenciales de su activacion (IL-2), siendo mas selectiva para los linfocitos T que para los B,
determinando la apoptosis de los linfocitos T.

Presentacién: Tabletas 50 mg.
Inicio: Un dia antes del trasplante con una dosis de 2 mg/Kg/dia. Debe administrarse a las 20
horas revisando previamente la cifra de leucocitos.

o Dosis de mantenimiento: Cuando el mantenimiento incluye Ciclosporina deberd ser de 1.5 a 2
mg/kg/dia. Por otro lado si el tratamiento incluye Tracolimus deberd ser: 1 mg/Kg/dia.

MICOFENOLATO DE MOFETILO (MFF).

El MFM es una profarmaco producido por varias especies de hongos del género Penicillium.
Dicho farmaco tiene diversos efectos celulares:

- Disminucion de la sintesis de citoquinas: Chang y Cols; demostraron que a las 48 hrs post-
estimulacion MFF es capaz de inhibir la produccién de IL-2, 3, 4, 5, 6,10, INF-y y TNF- a.

- Deplecién de monocitos y macrofagos: Si bien el principal efecto de MFF es a nivel de linfocitos,
también se evidencia una significativa deplecién de los niveles de GTP en monocitos, lo que
acelera la diferenciaciéon de los pro-monocitos y aumenta la expresion del IL-1

- Alteracion en la formacion de anticuerpos: In vivo se ha demostrado que este farmaco inhibe
eficazmente la respuesta humoral primaria, sin afectar la secundaria.

- Actividad antimicrobiana: MFM no sélo es capaz de inhibir la IMPDH de eucariontes, sino
también de procariontes; de ahi su capacidad de inhibir débilmente la replicacion bacteriana,
teniendo una mayor actividad contra hongos y protozoos

- Presentacion: Tabletas de 500 mg.

- Inicio: Un dia antes del trasplante administrar 1 gramo a las 20 horas, revisando cuenta de
leucocitos.

La dosis establecida de MFF en estudios multicéntricos es de 1 gramo cada 12 horas cuando se combina
con Ciclosporina, cuando se prescribe MFF con un tratamiento que incluye Tracolimus la dosis los
primeros 14 dias serd de 1g/12 horas. A ese momento la dosis debera reducirse a 1g/24 horas o 500
mg/12 horas.

Efectos adversos: Uno de los mas frecuentes, y muchas veces limitantes, son las alteraciones
gastrointestinales (diarrea y dispepsia). Otros efectos secundarios son: mielosupresién (principalmente
neutropenia, anemia leve), aumento de las infecciones virales y por Candida albicans.
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- Inhibidores del blanco de rapamicina.
SIROLIMUS Y EVEROLIMUS.
Son macrélidos de estructura similar a Tracolimus, sin embargo con mecanismo de accién diferente.

Estos farmacos no interaccionan con la calcineurina si no con una proteina nuclear mTOR (mammalian
target of rapamaycin) , encargada de la regulacion del ciclo celular.

Interfieren en las fases tardias de la estimulacién linfocitaria, bloqueando la proliferacion de linfocitos T
y la sintesis de anticuerpos.

Los principales efectos adversos de los mTOR son: hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, leucopenia,
anemia, trombocitopenia y proteinuria.

La administracién de novo se ha asociado también con mucositis, retardo en la cicatrizacion, formacién
de linfoceles, neumonitis y prolongar el periodo recuperacidon de funcién retardada del injerto. Para
evitarlos, se han propuesto induccidon con timoglobulina e inicio del mTOR después de la semana
postrasplante.

- Esteroides.

PREDNISONA.

Su actividad inmunosupresora es el resultado de la alteracién de la funcion de los macréfagos vy
linfocitos sobre:

- La capacidad quimiotactica.

- El procesamiento y la presentacién del antigeno.

- Lasintesis y liberacidon de IL-1 y otras citoquinas que activan a los linfocitos.
- Capacidad del linfocito Ty activado para IL-2

- Tienen poco efecto sobre la produccién de anticuerpos.

La tendencia actual es la reduccidn de a dosis hasta llegar incluso a la suspensién, lo cual es posible
gracias a la asociacion de otros farmacos inmunosupresores. Los mas usados son prednisona o
prednisolona.

En el rechazo agudo se utiliza metilprednisona por via intravenosa y en elevadas dosis.
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- FARMACOS DE INDUCCION.
Farmacos anti-receptor de IL-2.
BASILIXIMAB

Es un anticuerpo monoclonal quimérico murino/humano, producido por tecnologia de ADN-
recombinante, que actla como inmunosupresor que al fijarse especificamente a la cadena alfa del
receptor para la IL-2 (también conocido como antigeno CD25).

El basiliximab estd dirigido especificamente contra el receptor a IL-2, que se expresa en la superficie de
los linfocitos T activados. Esta unidn inhibe la activacion de los linfocitos mediada por la interleucina, un
mecanismo critico en la respuesta inmune que tiene lugar en el rechazo de los trasplantes. Al ser
inyectado, el basiliximab impide la respuesta del sistema inmunoldgico a los estimulos antigénicos.

Se evitara su uso en los receptores que comparten 2 haplotipos con su donador o los que se encuentran
en algun protocolo especifico que no incluye su empleo.

TIMOGLOBULINA.

Es una solucion inyectable de inmunoglobulinas de conejo antitimocitos humanos purificados que
presentan actividad linfocitaria, obtenida luego de hiperinmunizacion de conejos con timocitos
humanos.

La inmunoglobulina de conejo antitimocitos humanos es un inmunosupresor selectivo (actua sobre los
linfocitos T).

El mecanismo de accidn es el siguiente:

La deplecidn linfocitaria constituye el mecanismo principal de la inmunosupresién inducida por la
inmunoglobulina.

Dicho farmaco reconoce a la mayoria de las moléculas involucradas en la cascada de activacién de
linfocitos T durante el rechazo del injerto, tales como CD2, CD3, CD4, CD8, HLA DR y HLA clase I.

Los linfocitos T son eliminados de la circulacién mediante la lisis dependiente de complemento, y mas
aun, por el mecanismo de opsonizacion a través del sistema de células monocito-fagocitarias.

o Dosis: en induccidn se utilizaran 3 dosis de 1.5mg/Kg/dosis.
La primera dosis debe administrarse antes de la reperfusion del injerto renal. Las dosis
subsecuentes deben administrarse cada 24 h los dias 1y 2.

Con la timoglobulina se produce una linfopenia prolongada en la subpoblacion de linfocitos CD4, que
comienza desde el primer dia de su aplicacion y puede persistir suprimida por afios.
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JUSTIFICACION.

En nuestro pais ciertas enfermedades crdnico-degenerativas como la diabetes mellitus y la
hipertensién arterial han aumentado su incidencia en los Ultimos afos, una de las complicaciones
mas frecuentes de ambas enfermedades es la ERC la cual, cuando alcanza un estado terminal
(ERCT) y no es tratada de manera efectiva conduce a la muerte en poco tiempo.

En el afio 2012 la ERCT fue la onceava causa de muerte a nivel nacional, dando lugar a 11 mil
fallecimientos, si las condiciones actuales persisten, se espera que para el afio 2025 haya cerca de
212 mil casos y se registren alrededor de 160 mil muertes relacionadas a dicha enfermedad.

La terapia de sustitucién renal incluye la dialisis peritoneal, la hemodialisis y el trasplante renal, en
México histéricamente se ha usado la didlisis peritoneal aunque actualmente se le ha dado un
impulso a la hemodialisis, a pesar de que el trasplante renal resulta la mejor opcidn de tratamiento
para la ERC.

Los costos que implica una sesidn de hemodialisis en México varia entre las unidades del sector
publico oscilando entre los $746.03 MN y los $1,164.04 MN, mientras que en instituciones privadas
los precios van desde los $1,007.03 MN a los $1,077.57MN. Se estima que cada paciente le cuesta
a una institucion de salud publica alrededor de 180 mil pesos anuales.

Con el propdsito de reducir los costos del tratamiento, el IMSS ha impulsado un programa de
trasplantes el cual representarda un ahorro de 600 millones de pesos, a demds de ofrecer una
mayor calidad de vida, dandole la oportunidad al paciente de reincorporarse a la vida laboral.

Con base en distintos estudios, no basta contar con una prueba cruzada linfocitaria negativa para
descartar un rechazo, sino que ademas es necesario verificar la ausencia de anticuerpos anti-HLA
donador especifico pues se han presentado casos en los que la presencia de estos anticuerpos ha
causado la pérdida del injerto.

Es por eso que surge la necesidad de establecer a la prueba del antigeno unico (single antigen)
como biomarcador de rechazo agudo al trasplante renal.

OBJETIVOS.

- GENERAL.
Establecer a la prueba del antigeno Unico como un biomarcador de rechazo del érgano sélido
(rindn).

- -PARTICULARES.

Recopilar y analizar datos de una poblacién de pacientes en protocolo de trasplante renal para
establecer un valor minimo de Intensidad Media de fluorescencia como biomarcador de rechazo
del 6rgano solido, obtenido a partir de la prueba del antigeno Unico.

Relacionar el valor de Intensidad Media de fluorescencia de los anticuerpos donador especifico
(clase 1y clase Il) con el rechazo humoral, empleando los resultados de la biopsia.

52



Asociar la presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico con eventos de aloinmunizacion
(trasplante previo, transfusiones sanguineas, y embarazos).

Evaluar la relacidon que existe entre los resultados obtenidos en la prueba cruzada linfocitaria pre-
trasplante y la prueba del antigeno unico.

HIPOTESIS DEL TRABAJO.

Los pacientes que cuenten con anticuerpos anti-HLA donador especifico con una Intensidad Media
de fluorescencia (MFI) mayor a 1000, detectados por la prueba del antigeno Unico, tendran una
mayor susceptibilidad de presentar un rechazo mediado por anticuerpos.

MATERIALES Y METODOS.

- Material

Para este estudio se utilizaron 550 expedientes de pacientes, de los cuales se seleccionaron todos
aquellos que presentaron anticuerpos anti HLA donador especifico, determinado a partir de la
prueba del antigeno Unico, y cuya prueba cruzada pre-trasplante reportara un resultado negativo;
resultando 87 pacientes los seleccionados.

- Lugar de desarrollo de estudio.
Banco Central de Sangre, Laboratorio de HLA. CMN SXXI, IMSS.
- Descripcién general del estudio.

La presente investigacion se enfoca en un estudio retrospectivo en la que se recopilaron y
analizaron datos de pacientes que presentaron rechazo al trasplante renal, con el fin de establecer
la implicacion de anticuerpos anti-HLA donador especifico en la pérdida del injerto, detectados por
la prueba del antigeno Unico, abarcando un periodo desde Enero 2007 hasta Junio del 2014.
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- Variables a estudiar.

CUADRO 9. Variables Dependientes para la determinacion del biomarcador de rechazo
agudo del injerto

VARIABLES DEPENDIENTES
NOMBRE TIPO ESCALA DEF. CONCEPTUAL DEF. UNIDAD DE
DE OPERACIONAL MEDICION
MEDICION
Anticuerpo | Cuantitativa Razdén Anticuerpos Anticuerpo Intensidad de
Donador preformados contra analizado por Fluorescencia
Especifico el HLA del posible medio de la Media (MFI)
donador. prueba del
antigeno unico
(Single Antigen) a
través de
tecnologia
Luminex.
Tipo de Cualitativa Nominal Clase del HLA a la Anticuerpo
Anticuerpo que va dirigido el analizado por
Donador anticuerpo (Clase medio de la
Especifico I/Clase Il) prueba del
antigeno Unico
(Single Antigen) a
través de
tecnologia
Luminex.
Rechazo Cualitativa Ordinal Rechazo humoral, Caracteristica
Humoral es aquel que es evaluada por

mediado por
anticuerposy la
reaccion ocurre en
un promedio de 6
meses después del
trasplante.

medio de una
biopsia del tejido
solido.



CUADRO 10. Variables Independientes para la determinacién del biomarcador de rechazo
agudo del injerto.

VARIABLES INDEPENDIENTES

NOMBRE TIPO ESCALA DE DEF. CONCEPTUAL DEF. OPERACIONAL
MEDICION

Edad Cualitativa Ordinal Tiempo transcurrido desde el Informacién
nacimiento de un individuo obtenida de
expediente.
Sexo Cualitativa Nominal Caracteristicas bioldgicas y Informacién
fisioldgicas que definen a obtenida de
hombres y mujeres expediente.
Grupo Cualitativa Nominal Forma de agrupar ciertas Informacién
sanguineo caracteristicas de la sangre en obtenida de
base a la presencia o ausencia expediente.

de determinados antigenos en la
superficie de los glébulos rojos.
(sistema ABO y Rh)

Eventos de | Cualitativa Nominal Eventos de sensibilizacidn Informacién
aloinmuniz causantes de la apariciéon de obtenida de
acion anticuerpos anti-HLA especificos expediente.

contra alguno de los antigenos
del donante. (transfusiones
sanguineas, multiples
embarazos, trasplantes previos)

ANALISIS ESTADISTICO.

En este trabajo, al observar las variables involucradas, se decidié emplear un Andlisis de Varianza
(ANOVA) de 3 x 3 variables, con dicho andlisis se observd una mayor influencia por parte de ciertos
parametros, por lo que posteriormente se optd por realizar un ANOVA de 2 x 2 variables para cada uno
de estos.
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RESULTADOS.

Se empled un nimero de 550 expedientes de pacientes que llevaron a término su protocolo de
trasplante renal en la UMAE HE CMN SXXI, de los cuales se seleccionaron aquellos que presentaron
anticuerpos donador especifico, determinados por la prueba del antigeno uUnico, y cuya prueba
cruzada se encontraba negativa; 87 pacientes cumplieron con las caracteristicas antes
mencionadas y dentro de estos, 44 presentaron rechazo agudo mediado por anticuerpos.

En el grafico 5 se reportan las edades encontradas en los expedientes de los pacientes estudiados
pertenecientes a la UMAE HE CMN SXXI.

Edades de pacientes con ERC de la UMAE HE CMN SXXI

Frecuenciade edades
o))

(Z,IIIIII[[[

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 55 58 60
Edades

GRAFICO 5. Edades de los pacientes en protocolo de trasplante renal de la UMAE HE CMN SXXI

En el grafico (6), se observan las frecuencias del grupo sanguineo presentes en la poblacidn
estudiada, por otra parte, dicha informacidn permitié descartar la posibilidad de que el rechazo
renal fuese por incompatibilidad de grupo eritrocitario.

Sistema ABO y Rh de los pacientes de la UMAE
HE CMN SXXI

2%_1%

7% mEO+ mEA+

W B+ m[PAB+

B F0- GRrAFICO 6. SISTEMA ABO y Rh de los

pacientes de la UMAE HE CMN SXXI
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Haciendo referencia al marco tedrico, los pacientes con ERC presentan diversos eventos de
aloinmunizacién (E.A.):

1. Trasplantes previos (TX).

2. Transfusiones sanguineas (FUT).

3. Embarazos.

En este trabajo se evaluaron los tres eventos antes mencionados mas un grupo que no presenta
dichos eventos.

Los pacientes evaluados fueron divididos segun los eventos de aloinmunizacion reportados en su
expediente, posteriormente se seleccionaron aquellos que presentaron rechazo agudo mediado
por anticuerpos; dicha clasificacion se realizé6 con ayuda de los resultados de las biopsias del
injerto renal.

Los pacientes seleccionados tienen en comuln la presencia de anticuerpos anti-HLA donador
especifico de clase |, clase Il 0 ambos, con distintos titulos de fluorescencia (MFI). (Cuadros. 11(a,
b, c), 12(a, b, c), 13(a, b, c), 14(a, b, c), 15(a, b, ¢) ,16 (a, b, ¢,), 17 (a, b, ¢), y 18(a, b, c)).

Con los datos de fluorescencia se determind un valor minimo de MFI para cada tipo de
aloinmunizacién, el cual ayudara al Hospital de Especialidades de Centro Médico Nacional SXXI a
determinar que paciente puede ser mas susceptible a un rechazo humoral agudo, de acuerdo al
resultado obtenido en la prueba del antigeno Unico y los eventos de aloinmunizacidn, que presente
el paciente en protocolo de trasplante renal.

CUADRO. 11 PRIMER EVENTO DE ALOINMUNIZACION (E.A.) (TRASPLANTE PREVIO: TX): PACIENTES QUE PRESENTAN UN TRASPLANTE RENAL PREVIO cON RECHAZO AGUDO

MEDIADO POR ANTICUERPOS.

Cuadro. 11a Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase I.

GENERO EDAD Gpo. E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase |
sanguineo
H 55 O+ X 9,854.62 7,951.00 3,046.33 2,524.01
H 50 A+ X 6,165.18
H 22 O+ X 6,160.00

Cuadro. 11b Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase Il.

GENERO EDAD Gpo EA MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase Il
sanguineo
M 26 O+ X 2,199.00 8,063.00 11,428.00 8,700.00
M 26 O+ X 13,211.37 6,561.81
H 29 O+ X 5,158.00
H 44 A+ ™ 11,510.07

Cuadro. 11c Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase | y clase Il.

GENERO EDAD Gpo. E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA Clase | MFI de Anticuerpos anti-HLA Clase I
Sanguineo
H 27 O+ X 9,908.07 6,826.02 2,752.98 13,555.97
H 22 O+ X 5,415.89 831.82 4,860.22 3,253.79
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H 34 O+ X 549.00 935.00 346.00
M 38 A+ X 4,350.70 3,139.93
H 25 A+ X 301.59 11,116.00
23 B+ X 13 267.48 17 744.84
19 B+ X 1,643.88 9,135.97
H 21 O+ X 2,370.58 7,442.39
22 O+ X 2,166.10 3,942.33
23 O+ X 542.84 14,119.13

CUADRO. 12 PRIMER EVENTO DE ALOINMUNIZACION (TRASPLANTE PREVIO: TX): PACIENTES QUE PRESENTAN UN TRASPLANTE RENAL PREVIO sIN RECHAZO AGUDO MEDIADO POR

ANTICUERPOS.

Cuadro. 12a Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase I.

GENERO EDAD Gpo. Sanguineo EA MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase |
M 22 A+ L0 631.30
H 43 A+ @ 917.00
M 40 A+ L0 735.76
M 42 O+ @ 329.61
M 23 A+ L0 604.00

Cuadro. 12b Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase Il.

GENERO EDAD Gpo. Sanguineo E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase Il
M 33 O+ ™ 1,215.67
M 28 O+ LD, 961.27
H 50 O+ 1D, 510.00
M 52 A+ LD, 3,111.55

Cuadro. 12c Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase | y clase II.

GENERO EDAD Gpo. EA MFI de Anticuerpos anti-HLA Clase | | MFI de Anticuerpos anti-HLA Clase Il
Sanguineo
M 37 O+ X 119.65 14,179.00

En los cuadros 11 y 12, se observa los datos de pacientes que han recibido un trasplante renal previo (con y sin rechazo humoral agudo mediado por

anticuerpos anti-HLA donador especifico). En las tablas (11 y 12 a) se observan los datos que indican la presencia de anticuerpos anti-HLA de clase |, en

la tabla (11 y 12 b) se observa a los pacientes que presentan solo anticuerpos anti-HLA de clase Il (11 y 12 b), y en las tablas (11 y 12 c) los que

presentan ambas clase de anticuerpos (11 y 12 c). Con estos datos se puede observar la diferencia de los valores de MFI entre los pacientes que

presentaron un rechazo de los que no, pudiendo observar que los pacientes que no han presentado rechazo humoral el valor de MFI es menor al de los

pacientes que ya presentaron un rechazo humoral agudo, este valor de MFI indica la relacién de saturacidn del anticuerpo y el antigeno HLA presente
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en la perla. Por Ultimo se observa que en los pacientes que presentan ambas clases de anticuerpos, los valores de MFI disminuyen, esto debido a que la

respuesta inmune se potencia teniendo una mayor susceptibilidad de presentar rechazo humoral mediado por dichos anticuerpos.

CUADRO. 13 SEGUNDO EVENTO DE ALOINMUNIZACION (TRANSFUSIONES SANGUINEAS: FUT): PACIENTES QUE PRESENTAN UN TRASPLANTE RENAL PREVIO CON RECHAZO AGUDO

MEDIADO POR ANTICUERPOS.

Cuadro. 13a Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase I.

GENERO EDAD Gpo. E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase |
sanguineo
M 21 O+ FUT 2,605.00 3,725.22 1,320.53
M 53 O+ FUT 6,242.68
M 38 A+ FUT 15,507.00
M 40 O+ FUT 1,322.11

Cuadro. 13b Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase Il.

GENERO EDAD Gpo. E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase Il
sanguineo

H 42 B+ FUT 6,684.93 5,974.20 1,949.24
H 48 O+ FUT 2,434.48 1,208.73

H 29 A+ FUT 4,129.00 1,513.00

M 24 O+ FUT 2,584.55

H 33 O+ FUT 1,815.36

H 19 O+ FUT 3,554.72

H 23 O+ FUT 1,246.46

H 31 A+ FUT 3,383.61

M 45 O+ FUT 4,532.00

M 38 O+ FUT 9,255.68

Cuadro. 13c Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase | y clase II.

GENERO EDAD Gpo. EA MFI de Anticuerpos anti-HLA MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase Il
Sanguineo de Clase |
M 33 O+ FUT 1,060.69 12,691.37 6,444.81 2,869.59
H 25 O+ FUT 3,092.08 5,340.01

CUADRO. 14 SEGUNDO EVENTO DE ALOINMUNIZACION (TRANSFUSIONES SANGUINEAS: FUT): PACIENTES QUE PRESENTAN UN TRASPLANTE RENAL PREVIO SIN RECHAZO AGUDO

MEDIADO POR ANTICUERPOS.

Cuadro. 14a Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase I.

GENERO EDAD Gpo. sanguineo E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase |
H 27 O+ FUT 571.00
M 19 O+ FUT 313.80
M 25 A+ FUT 603.01
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H 23 A+ FUT 796.19
H 45 A+ FUT 777.21
M 16 O+ FUT 338.45
M 26 O+ FUT 697.00
H 20 A+ FUT 181.78

Cuadro. 14b Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase Il.

GENERO EDAD Gpo. E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase
sanguineo

H 21 O+ FUT 1,344.87 784.82
H 21 B+ FUT 835.00

H 21 O+ FUT 511.01

H 22 O+ FUT 300.00

M 19 O+ FUT 745.00

M 45 O+ FUT 851.02

H 28 O+ FUT 277.87

H 23 O+ FUT 559.15

M 26 O+ FUT 1,326.00

H 57 O- FUT 561.27

H 37 O+ FUT 987.20

H 25 O+ FUT 1,294.00

Cuadro. 14c Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase | y clase II.

GENERO | EDAD Gpo. EA MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase | | MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase Il
sanguineo
M 19 O+ FUT 234.01 439.46 180.87
M 25 B+ FUT 477.19 1,494.59

En los cuadros 13 y 14 se hace presente la comparacidn de los pacientes que estuvieron en protocolo de trasplante renal y se vieron expuestos a varias

transfusiones sanguineas.

Se observa que los valores de MFI de los pacientes que presentaron dicho evento de aloinmunizacion y rechazo agudo mediado por anticuerpos anti-

HLA donador especifico (cuadro 13 a,b,c) presentan valores mas elevados que los pacientes que no cuentan con dichos anticuerpos.

De igual manera se observa que los primeros pacientes presentan un mayor nimero de anticuerpos que los que no han cursado con rechazo agudo.
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CUADRO. 15 TERCER EVENTO DE ALOINMUNIZACION (EMBARAZOS): PACIENTES QUE PRESENTAN UN TRASPLANTE RENAL PREVIO cON RECHAZO AGUDO MEDIADO POR

ANTICUERPOS.

Cuadro. 15a Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase I.

GENERO EDAD Gpo. Sanguineo E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase |
M 52 A+ G:4 2,662.00 2,039.00
M 26 O+ A:1l 11,556.66 5,099.45

Cuadro. 15c¢ Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase | y clase Il.

GENERO | EDAD Gpo. E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase | MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase Il
sanguineo
M 51 O+ G:3 5,696.00 1,205.00 2,816.00
M 58 O+ G:3A:1 2,400.43

G: GESTAS, A: ABORTOS.
CUADRO. 16 TERCER EVENTO DE ALOINMUNIZACION (EMBARAZOS): PACIENTES QUE PRESENTAN UN TRASPLANTE RENAL PREVIO SIN RECHAZO AGUDO MEDIADO POR

ANTICUERPOS.

Cuadro. 16a Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase I.

GENERO EDAD Gpo. Sanguineo E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase |

M 48 O+ G4 A:1 148.00

Cuadro. 16b Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase Il.

GENERO EDAD Gpo. Sanguineo E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase Il

M 29 AB+ G:2 241.39

G: GESTAS, A: ABORTOS.

En las pacientes embarazadas no se puede hacer una relacién directamente entre la presencia de anticuerpos y el numero de embarazos o abortos ya
que en dicho estudio no se contd con un numero suficiente de pacientes que presentaran este tipo de aloinmunizacién. Aun asi, con estos datos se

observa que a MFI’s a partir de 2,000 y con caracteristica de ser mujer multipara aumenta la susceptibilidad para que dicha paciente presente rechazo

renal agudo mediado por los anticuerpos en estudio.
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CUADRO. 17 SIN EVENTOS DE ALOINMUNIZACION: PACIENTES QUE PRESENTAN UN TRASPLANTE RENAL PREVIO cON RECHAZO AGUDO MEDIADO POR ANTICUERPOS.

Cuadro. 17a Presencia de anticuer,

pos anti-HLA donador especifico de clase I.

GENERO EDAD Gpo. Sanguineo E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase |
H 37 A+ - 4,367.45 3,349.93
M 23 O+ - 1,733.97

Cuadro. 17b Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase Il.

GENERO EDAD Gpo. sanguineo E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase Il
H 40 O+ - 12,140.66 3,919.99
H 18 B+ - 13,874.05
M 22 O+ - 2,852.00

Cuadro. 17c Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase | y clase Il.

GENERO EDAD Gpo. E.A MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase | MFI de Anticuerpos anti-HLA de Clase I
Sanguineo
H 33 B+ - 5,829.00 3,520.00
H 32 O+ - 5,438.00 8,765.00

CUADRO. 18 SIN EVENTOS DE ALOINMUNIZACION: PACIENTES QUE PRESENTAN UN TRASPLANTE RENAL PREVIO SIN RECHAZO AGUDO MEDIADO POR ANTICUERPOS.

Cuadro. 18a Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase I.

GENERO EDAD Gpo. sanguineo E.A Anticuerpos Clase |
H 20 O+ - 419.00 165.00
H 55 O+ - 369.25
H 25 O+ - 533.74
M 21 A+ - 481.00

Cuadro. 18b Presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico de clase II.

GENERO EDAD Gpo. sanguineo E.A Anticuerpos Clase Il
H 28 O+ - 1,183.72 1,060.25
H 20 O+ - 271.00 178.00
H 60 O+ - 372.00 793.00
M 23 A+ - 450.53
H 38 A+ - 250.00

En estos datos se observa que pacientes que no han sufrido ningin evento de aloinmunizacidn, los que presentaron rechazo renal agudo, presentan las

dos clases de anticuerpos y en ocasiones ambos, con MFI mayores a 1,000 llegando a valores de 12,000. En comparacion con los pacientes que no

presentaron rechazo los valores de MFI con bajos comparados con los datos anteriores y estos pacientes solo presentan anticue rpos anti-HLA de clase |

o declase Il.
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RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA.

CUADRO. 19 VARIABLES A ESTUDIAR.

N N
AC 1 26 SANG 1 43
2 38 2 3
RECH 0 38 3 18
1 26 EA 1 16
GEN 0 26 2 34
1 38 3 14
EDAD 1 43
2 3
3 18

AC: Presencia de anticuerpos anti HLA donador especifico de: (1)= clase I, (2)= clase Il

RECH: Rechazo del injerto renal: (0)= Sin rechazo, (1)= Rechazo renal mediado por la presencia de

anticuerpos.

GEN: Genero (0)= Femenino, (1)= Masculino.

EDAD: (1)= Hasta 30 afios, (2)= De 30 a 42 afios, (3)= de 42 en adelante.

SANG: Grupo Sanguineo: (1)= O+, (2)= A+, (3)= B+.

EA: Eventos de Aloinmunizacion: (1)= Trasplante renal previo, (2)= Transfusiones

Sin eventos.

CUADRO. 20 RESULTADO DE ANOVA DE 3X3 VARIABLES.

sanguineas, (3)=

Fuente Suma de df Cuadrado Medio. F Sig.
Cuadrados
Modelo 6,943E8 31 22396393,961 10,377 .000
corregido.
Intercepto. 5,613E8 1 5,613E8 260,098 .000
AC 22312075,693 1 22312075,693 10,338 0.003
RECH 1,593E8 1 1,593E8 73,815 0.000
GEN 2581989,678 1 2581989,678 1,196 .282
EDAD .000 0 - - -
SANG .000 0 - - -
63509403,330 2 31754701,665 14,714
Error 69061733,532 32 2158179,173
Total 1,232E9 64
Total corregido. 7,633E8 63

R’= 0.910 (R? Ajustada =0,822)
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CUADRO. 21 VARIABLES A ESTUDIAR PARa ANOVA DE 2X2 VARIABLES. EVALUANDO A PACIENTES CON TRASPLANTE

RENAL PREVIO
N
AC 1,00 8
2,00 8
RECH .00 9
1.00 7

AC: Presencia de anticuerpos anti HLA donador especifico de: (1)= clase I, (2)= clase Il

RECH: Rechazo del injerto renal: (0)= Sin rechazo, (1)= Rechazo renal mediado por la presencia de

anticuerpos.

CUADRO. 22 RESULTADO DE ANOVA de 2x2 variables. Evaluando a pacientes con Trasplante Renal Previo.

Fuente Suma de df Cuadrado Medio. F Sig.
Cuadrados
Modelo 1,945E8 3 64834625,387 29,702 .000
corregido.
Intercepto. 2,842E8 1 2,842E8 130,207 .000
AC 13519117,428 1 13519117,428 6,193 .029
RECH 1,623E8 1 1,623E8 74,363 0.000
AC*RECH 4371755,144 1 4371755,144 2,003 .182
Error 26193831,668 12 2182819,306
Total 4,698E8 16
Total corregido. 2,207E8 15

R*= 0,881 (R Ajustada =0,852)
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CUADRO. 23 VARIABLES A ESTUDIAR PARA ANOVA de 2x2 variables. Evaluando a pacientes con Transfusiones
sanguineas.

N
AC | 1,00 12
2,00 22

RECH | .00 20
1.00 14

AC: Presencia de anticuerpos anti HLA donador especifico de: (1)= clase I, (2)= clase Il

RECH: Rechazo del injerto renal: (0)= Sin rechazo, (1)= Rechazo renal mediado por la presencia de
anticuerpos.

CUADRO. 24 RESULTADO DE Anova de 2x2 variables. Evaluando a pacientes con Transfusiones sanguineas.

Fuente Suma de df Cuadrado Medio. F Sig.
Cuadrados
Modelo 1,357E8 3 45245852,552 7,821 .001
corregido.
Intercepto. 2,298E8 1 2,298E8 39,728 .000
AC 11669153,769 1 11669153,769 2,017 .166
RECH 1,343E8 1 1,343E8 23,216 0.000
AC*RECH 17008509,451 1 17008509,451 2,940 .097
Error 1,736E8 30 5785292,288
Total 4,764E8 34
Total corregido. 3,093E8 33

R’*= 0,439 (R? Ajustada =0,383)
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CUADRO. 25 VARIABLES A ESTUDIAR PARA ANOVA de 2x2 variables. Evaluando a pacientes sin eventos de

aloinmunizacion.

N

AC 1,00 6
2,00 8

RECH .00 9
1.00 5

AC: Presencia de anticuerpos anti HLA donador especifico de: (1)= clase |, (2)= clase Il

RECH: Rechazo del injerto renal: (0)= Sin rechazo, (1)= Rechazo renal mediado por la presencia de

anticuerpos.

CUADRO. 26 RESULTADO DE Anova de 2x2 variables.

aloinmunizacién.

Fuente Suma de df Cuadrado Medio. F Sig.
Cuadrados
Modelo 1,363E8 3 45423402,133 7,138 .008
corregido.
Intercepto. 1,121E8 1 1,121E8 17,615 .002
AC 24120617,865 1 24120617,865 3,790 .080
RECH 79560027,363 1 79560027,363 12,502 .005
AC*RECH 22302331,009 1 22302331,009 3,504 .091
Error 63639260,087 10 6363926,009
Total 2,857E8 14
Total corregido. 1,999E8 13

R’= 0,682(R* Ajustada =0,586)

Evaluando a pacientes sin eventos de
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RESULTADOS DE VALORES MINIMOS DE MFI.

CUADRO. 27. VALORES MINIMOS DE MFI, PARA LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS DONADOR ESPECIFICOS ANTI-HLA
EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL PREVIO.

Presencia de: Valores minimos de MFI
Anticuerpo donador especifico de Clase | 2,524.01
Anticuerpo donador especifico de Clase Il 2,199.00

Ambas clases 301.59

CUADRO. 28. VALORES MINIMOS DE MFI, PARA LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS DONADOR ESPECIFICOS ANTI-HLA
EN PACIENTES CON TRANSFUSIONES SANGUINEAS.

Presencia de: Valores minimos de MFI
Anticuerpo donador especifico de Clase | | 1,320.53
Anticuerpo donador especifico de Clase Il | 1,208.73

Ambas clases | 1,060.69

CUADRO. 29. VALORES MINIMOS DE MFI, PARA LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS DONADOR ESPECIFICOS ANTI-HLA
EN PACIENTES CON EMBARAZOS.

Presencia de: Valores minimos de MFI
Anticuerpo donador especifico de Clase | 2,039.00
Anticuerpo donador especifico de Clase Il NO DETERMINADO
Ambas clases 1,205.00

CUADRO. 30. VALORES MINIMOS DE MFI, PARA LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS DONADOR ESPECIFICOS ANTI-HLA
EN PACIENTES SIN EVENTOS DE ALOINMUNIZACION.

Presencia de: Valores minimos de MFI
Anticuerpo donador especifico de Clase | 1,733.97
Anticuerpo donador especifico de Clase Il 2,852.00

Ambas clases 3,520.00
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DISCUSION.

En el presente trabajo, para la determinacidn del antigeno Unico como biomarcador de rechazo agudo
del 6rgano solido (rifién), se observan de primera instancia las diferentes edades de los pacientes
estudiados (Grafico 5), pudiéndose diferenciar tres rangos de edad, el primero es de 18 a 30 afios, el
segundo de 30 a 50 y el ultimo de 50 afios en adelante. En dicho grafico se observa que la mayoria de los
pacientes se encuentran dentro de los primeros dos rangos mencionados, y el resto de la poblacidon
sobrepasando la edad de 50 afios, en todos los estudios en los que hacen referencia a la prevalencia de
la ERC, mencionan que dicha enfermedad es mds frecuente en pacientes mayores de 60 y la
susceptibilidad de la enfermedad aumenta conforme avanza la edad, debido al deterioro del organismo
o por presencia de enfermedades crénico degenerativas (diabetes mellitus e hipertensidn arterial). Sin
embargo en dicho estudio se observa que la poblacidn joven adulta cada vez se ha hecho mais
susceptible a presentar dicha enfermedad, se han realizado varios estudios donde se han determinado
variables que propician la aparicidn de la enfermedad en personas jovenes, las causas incluyen: factores
ocupacionales (uso de pesticidas y exposicion al sol), habitos (reducida ingesta de agua, consumo de
AINES, analgésicos y uso reducido de farmacos renoprotectores), y lesiones de pigmento de mioglobina
o hemoglobina que pueden bloquear los vasos sanguineos del rifion. “°

Por otra parte Valerie Luyckx de la universidad de Alberta, en Canada resalta la importancia de la salud
materna fetal y la nutricién de primera instancia en la prevencidn de la ERC. << El bajo peso al nacery la
prematuridad es un factor que se asocia con una reduccidon congénita del nimero de nefronas,
aumentando el riesgo para presentar hipertension, proteinuria y ERC en la edad adulta>>.

Al comparar las frecuencias de grupos sanguineos ABO y Rh en la poblacién de pacientes estudiados, se
observa que el grupo O+ representa el (70 %) de las personas, seguidos por el grupo A+ (20 %) , B+ (7 %),
AB+ ( 2 %) y por ultimo el grupo O-. Aparte de obtener las frecuencias de los grupos sanguineos de la
poblaciéon estudiada, dicha informacidn fue de utilidad para descartar que el rechazo renal presentado
en los pacientes estudiados fuese mediado por la incompatibilidad de grupo ABO. Ya que dicha
incompatibilidad, es capaz de inducir un rechazo hiperagudo del injerto renal, el cual se puede prevenir
mediante la eliminacién de las hemaglutininas anti-ABO en el receptor antes de llevar a cabo el
trasplante, y asi no descartar a un potencial donador. La formacién de aglutininas, que reaccionan
frente a los antigenos de grupo sanguineo incompatible, induce el depdsito y la activacion de los
factores del complemento. El C4d es un factor de degradacién de C4b, sin actividad bioldgica
identificada hasta el momento, y que se deposita en los capilares peritubulares tras la activacion cldsica
del complemento. En consecuencia, su presencia en las biopsias renales de un aloinjerto normal (ABO
compatible) se asocia a la formacién de aloanticuerpos y rechazo humoral de muy mal pronéstico.

Actualmente con el arsenal de opciones terapéuticas (plasmaféresis, inmunoadsorcién, protocolos de
infusiones de inmunoglobulinas intravenosas) es posible llevar a cabo un trasplante renal y que la ONT
(Organizacion Nacional de Trasplantes) ha apostado ultimamente por el programa de donacién cruzada
en el que pacientes que no pueden recibir un rifién de un donante, por incompatibilidad de grupo
sanguineo o por haber dado una prueba cruzada linfocitaria positiva, puedan intercambiar los donantes,
de manera que cada uno de los receptores reciba un rifidn compatible y los donantes puedan realizar su
deseo de donacién. "

Con respecto a los analisis estadisticos, en la primer ANOVA de 3x3 se analizaron las variables que
probablemente estan involucradas con el rechazo renal mediado por anticuerpos anti-HLA, se encontré
gue solo tres de ellas tienen diferencia estadisticamente significativa.

68



Para hacer posible dicho andlisis estadistico, se determinaron dos tipos de variables: variables
cuantitativas y variables cualitativas, la primera de ellas se encuentran los valores de MFI de los
anticuerpos anti-HLA de clase | y clase Il determinados con la prueba del “Single Antigen o antigeno
Unico”, y por otro lado se evaluaron variables cualitativas como: edad, genero, grupo sanguineo,
eventos de aloinmunizacién y la presencia de rechazo renal mediado por anticuerpos anti-HLA
(determinados por los resultados de biopsias renales), dicha informacién fue recabada de los
expedientes de cada paciente de UMAE HE CMN SXXI.

En este estudio encontramos variables con diferencia estadisticamente significativas: la diferencia de
clase entre los anticuerpos anti-HLA, los valores de MFI que presentan dichos anticuerpos que pueden
resultar en un rechazo humoral, y por ultimo los eventos de aloinmunizacion (trasplantes previos,
transfusiones sanguineas y pacientes que no presentan dichos eventos). Se dice que estas variables son
estadisticamente significativas al tener un valor de significancia menor a 0.05, (AC. Significancia= 0.003,
RECH. Significancia=0.000, EA: Significancia=0.000), mientras que las otras variables cualitativas
analizadas poseen un valor mayor a 0.05, lo cual estadisticamente nos indica que el comportamiento de
los datos de MFI no se ve influenciado por dichas variables.

Debido a estos resultados se optd por realizar una estratificacion de la poblacién estudiada segun los
eventos de aloinmunizacion que presentaban y realizar ANOVA’S 2X2 para cada grupo, con excepcién de
los embarazos, ya que no se contd con un numero de datos suficiente. Aunque no se haya realizado un
analisis con datos experimentales, en estudios anteriores se ha descrito que la formacién de los
anticuerpos anti-HLA en general son el resultado de una respuesta inmune completamente desarrollada
y dirigida frente a un nimero limitado de antigenos extrafios (antigenos fetales heredados del padre)
por lo tanto son de alta afinidad y de especificidad limitada, que puede persistir durante un largo
periodo de tiempo, Aproximadamente, los anticuerpos anti-HLA se producen en un 25% de
embarazadas. ¥

En el primer ANOVA de 2x2 (Cuadro 22) se analizaron pacientes que han tenido un trasplante previo,
gue presentan anticuerpos anti-HLA de clase | o Il (evaluando valores de MFI), y si dichos pacientes
presentaron o no rechazo humoral en el injerto renal. En dicho evento de aloinmunizacién se observa
gue hay diferencia estadisticamente significativa entre las distintas clases de anticuerpos anti-HLA (I y 1),
al tener un valor de significancia de 0.029 y la presencia del rechazo humoral al tener un valor de 0.000.
Esto nos indica que al presentar este evento de aloinmunizacién, el paciente tiende a presentar
anticuerpos anti-HLA de clase Il con mayor frecuencia y que la presencia de dichos anticuerpos a una
MFI determinada es relevante para la sobrevida del injerto, lo cual es importante considerar para todos
aquellos pacientes que sean candidatos a un segundo trasplante y posterior.

La presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico en dichos pacientes, los hard mas susceptibles
a presentar un rechazo humoral. Como ya se menciond la diferencia de clase entre los anticuerpos juega
un papel importante en estos pacientes, ya que en estudios se ha observado que la presencia de
anticuerpos anti-HLA de clase | post-trasplante precede al desarrollo de glomerulopatia, mientras que la
presencia de anticuerpos anti-HLA de clase Il se asocia fuertemente a rechazo crénico del injerto, pero
se ha observado que el peor prondstico se asocia con la deteccidn simultanea de anticuerpos anti-HLA
de clase | y anti-HLA de clase II, donde la sobrevida del injerto puede descender a mas del 70%. “% %%
5233 Este comportamiento se explica mediante la restriccion inmune y el reconocimiento alogénico en el
MHC, pues se sabe que los linfocitos T reconocen un antigeno sélo cuando éste es expuesto en union
con una molécula del MHC por medio de una CPA. En general, las moléculas de clase | estan presentes
en todas las células nucleadas, mientras las de clase Il estan expresadas en linfocitos B, macréfagos,

69



células dendriticas y endoteliales. La restriccidn de clase | o clase Il del MHC por parte de los linfocitos T
se correlaciona mas con la presencia de moléculas correceptoras en la membrana celular (CD4, CD8).

Las moléculas del MHC son los principales blancos de la respuesta inmune en contra de aloinjertos y
este reconocimiento de aloantigenos del MHC por parte de las células T es el evento central que inicia el
rechazo al trasplante. Los péptidos HLA y otros antigenos del donador se procesan y presentan a las
células T del hospedero mediante las moléculas HLA expresadas por las CPA del receptor y el repertorio
de células T del receptor es moldeado por el proceso de seleccidn positiva y negativa determinada por el
fenotipo HLA del receptor. Dichas moléculas en conjunto con células (linfocitos T, B, macrdfagos, y
células NK) regulan el rechazo agudo debido a que los antigenos de MHC clase | se expresan
constitutivamente en la mayoria de las células e interactian con linfocitos CD8+, mientras que los de
clase Il activan selectivamente linfocitos CD4+ estan presentes sobre células del sistema inmune y lo
mas importante en lo que se refiere al rechazo del injerto, estan presentes también sobre el endotelio
vascular.

El rechazo agudo es un evento mediado fundamentalmente por células T. En la actualidad se considera a
las células T CD4+ cooperadoras como el componente fundamental que inicia y organiza la alorespuesta
del huésped principalmente a través de la induccidon de IL-2 y que las células CD8+ son reclutadas
secundariamente para completar el proceso de rechazo agudo. Probablemente, los efectos citotdxicos
de las células CD8+, asi como la actividad de macréfagos aloagresivos y sus respectivos productos son
importantes en la destrucciéon del injerto. En contraste con un segundo trasplante ambas
subpoblaciones de células T parecen ser igualmente importantes. Como se observa el reconocimiento
de las células T CD4+ son las principales mediadoras en el rechazo agudo en el injerto renal, estas se
dividen en dos subclases (Thl y Th2), cada una con caracteristicas y actividades propias y con
elaboracidon de determinadas citocinas. Las células Thl producen citocinas efectoras; y las de Th2
producen inhibidores. La mas importante de estas citocinas es IL-2 derivada de Thl, produce la
diferenciacién y proliferacién de linfocitos T activados. El IFNy derivado de Th1l tiene varios papeles en la
sensibilidad del huésped, amplificando el proceso en su totalidad, porque induce e intensifica la
expresion antigénica MHC de clase | y Il sobre el injerto. ®” Con lo anterior se puede explicar la
asignacién de valores minimos de MFI en los anticuerpos anti-HLA (clase | y Il), la cual ayudara al UMAE
HE CMN SXXI en la evaluacidon y toma de decisiones en los pacientes que cursen con ERC y sean
candidatos a un segundo trasplante.

Tomando en cuenta que existe una influencia del valor de MFI de los anticuerpos, encontrados en el
suero del paciente, en el resultado del trasplante, se determind el valor minimo de MFI para el grupo de
pacientes con trasplantes previos. (Cuadro 27) Siendo asi que, para los pacientes que tengan
anticuerpos anti-HLA de clase | donador especifico con un valor minimo de MFI de 2,524.01, se tendra
gue evaluar con mayor cuidado para tener una garantia de sobrevida del injerto, igualmente para
pacientes que cuenten con anticuerpos donador especifico de clase Il con un valor minimo de MFI de
2,199.00 v si presenta ambos el valor de MFI disminuye considerablemente a 301.59, pues ya se explicd
qgue el conjunto de los anticuerpos disminuye potencialmente la sobrevida del injerto renal. Por otro
lado se observa que el valor de MFI en los anticuerpos anti-HLA donador especifico en clase Il es menor
aclase |, debido a que la respuesta inmune es mas exacerbada en clase Il en comparacién con clase I.

Para evaluar el segundo evento de aloinmunizacion (transfusiones sanguineas), se puede observar el
ANOVA de 2X2 (Cuadro 24), donde la Unica variable que tiene diferencia estadisticamente significativa
es la presencia de rechazo mediado por anticuerpos anti-HLA donador especifico segun el valor de MFlI,
teniendo un valor de significancia= 0.000. La otra variable, la diferencia entre las clases de anticuerpos,
no resulta tener diferencia estadisticamente significativa (valor de significancia= 0.166).
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El significado clinico de este analisis implica que aquellos pacientes que han recibido transfusiones
sanguineas previas desarrollan anticuerpos anti-HLA, que a una MFI determinada, pueden llevar a una
pérdida del injerto, sin embargo no existe una tendencia en la clase de HLA (I o Il) a la que van dirigidos
estos anticuerpos.

A pesar de que la dosis de antigeno recibida en una unica transfusién es relativamente pequefia, si el
tratamiento se repite periddicamente, las dosis antigénicas pueden ser adecuadas para desencadenar la
respuesta. Si las transfusiones se realizan a partir de individuos diferentes, la respuesta se produce
generalmente frente epitopos compartidos por antigenos del mismo grupo de reaccidon o frente a
epitopos privados pertenecientes a los antigenos mas frecuentes en la poblacidén. Aproximadamente, los
anticuerpos anti-HLA se producen en un 25% de los pacientes transfundidos

Tomando en cuenta este evento de aloinmunizacidn, el cual es muy frecuente en pacientes que cursan
con ERC, se observa en el (Cuadro 28) valores minimos de MFI en este tipo de pacientes. Dichos valores
de MFI ayudaran al médico a tomar una decision mds acertada y a su vez determinar la susceptibilidad
de los pacientes a presentar un rechazo humoral agudo, es por ello que en este estudio se determiné
gue pacientes que cuenten con anticuerpos anti-HLA de clase |, el valor de MFI es de 1,320.53, y
pacientes con presencia de anticuerpos anti-HLA clase Il de MFI de 1,208.73, y por ultimo si estos
pacientes presentan anticuerpos de ambas clases el valor de MFI se reducira a 1,060.69 ya que la
presencia de ambos potencia la respuesta inmune en contra del injerto.

Por dltimo, en el caso de los pacientes que no presentan ningun evento de aloinmunizacion, la ANOVA
(Cuadro 26) nos indica que la Unica variable que tiene diferencia estadisticamente significativa es la
presencia de rechazo mediado por anticuerpos anti-HLA donador especifico segun el valor de MFI de los
mismos, teniendo un valor de significancia= 0.005. La otra variable, la diferencia entre las clases de
anticuerpos, no resulta tener diferencia estadisticamente significativa (valor de significancia= 0.080).

El resultado de este analisis implica que aquellos pacientes que no presentan eventos de
aloinmunizacién desarrollan anticuerpos anti-HLA, a una MFI determinada, pueden llevar a una pérdida
del injerto, sin embargo no existe una tendencia en la clase de HLA (I o Il) a la que van dirigidos estos
anticuerpos. Lo anterior hace referencia a que puede existir otra razén por la que se produzcan
anticuerpos anti-HLA, a demds de las convencionales, estos anticuerpos llamados “anticuerpos
naturales” se pudieron detectar debido a la alta sensibilidad y especificidad que ofrece la prueba del
antigeno Unico, la explicacion mas probable a dicho fendmeno es que estos anticuerpos anti-HLA son
producidos gracias a la reaccién cruzada con epitopos encontrados en microorganismos, proteinas
encontradas en la dieta y alérgenos, es decir antigenos del ambiente, que al ser presentados ante los
linfocitos, generan anticuerpos que son capaces de reconocer antigenos HLA. 3]

Tomando en cuenta que existe la posibilidad de que estos anticuerpos naturales se comporten de la
misma manera que los aloanticuerpos, se observa en el (Cuadro 30) valores minimos de MFI en este tipo
de pacientes con el fin de que el médico pueda tomar una decisidn correcta con base en el estado de
cada paciente. Se determind que pacientes que cuenten con anticuerpos anti-HLA de clase |, el valor de
MFI es de 1,733.97, los pacientes que tengan la presencia de anticuerpos anti-HLA clase Il la MFI que
indicaria precaucién es de 2,852.00 y por ultimo si estos pacientes presentan anticuerpos de ambas
clases el valor de MFI seria de 3,520.00.
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CONCLUSIONES.

1. El uso de la prueba del antigeno Unico para estudio de los anticuerpos anti-HLA nos permite
monitorearlos de una manera mas especifica y sensible, con el propdsito dar un mejor
seguimiento al paciente, lo que lo hace un buen biomarcador para detectar un posible rechazo
humoral.

2. Llas variables que estan involucradas en la sobrevida del injerto que resultaron estadisticamente
significativas en este estudid fueron la diferencia de clase entre los anticuerpos anti-HLA, los
valores de MFI que presentan dichos anticuerpos que pueden resultar en un rechazo humoral, y
por ultimo los eventos de aloinmunizacién.

3. La susceptibilidad a presentar un rechazo humoral agudo, en pacientes con trasplantes previos,
depende de los valores de MFI que presenten los anticuerpos anti-HLA en la prueba del
antigeno Unico y de la clase a la que vayan dirigidos estos.

4. Los pacientes que hayan experimentado transfusiones sanguineas o presenten anticuerpos
naturales, desarrollaran anticuerpos anti-HLA, a una MFI determinada y esto puede llevar a una
pérdida del injerto, sin embargo no existe una tendencia en la clase de HLA (I o ll) a la que van
dirigidos dichos anticuerpos.

5. Debido a la implicacién de los valores de MFI de los anticuerpos anti-HLA en la sobrevida del
injerto, los valores minimos para predecir un posible rechazo humoral dentro de la UMAE HE
CMN SXXI son los siguientes:

a. Para pacientes con trasplante previo: valor minimo de MFI para anticuerpos anti-HLA de
clase | 2,524.01, valor minimo de MFI para anticuerpos anti-HLA de clase Il 2,199.00 y
valor minimo de MFI para ambas clases 301.59.

b. Para pacientes con transfusiones sanguineas: valor minimo de MFI para anticuerpos
anti-HLA de clase | 1,320.53, valor minimo de MFI para anticuerpos anti-HLA de clase Il
1,208.73 y valor minimo de MFI para ambas clases 1,060.69.

c. Para pacientes sin eventos de aloinmunizacién (anticuerpos naturales): valor minimo de
MFI para anticuerpos anti-HLA de clase | 1,733.97, valor minimo de MFI para
anticuerpos anti-HLA de clase Il 2,852.00 y valor minimo de MFI para ambas clases
3,520.00.

72



PERSPECTIVA DEL ESTUDIO. °¢°7)

La prueba “Single Antigen”, sirve como un biomarcador para predecir un posible rechazo al aloinjerto,
gracias a la capacidad que tiene para detectar anticuerpos anti-HLA donador especifico, presentes en
pacientes que son candidatos a un trasplante renal o ya fueron trasplantados y que han presentado
diferentes eventos de aloinmunizacién a lo largo de su vida.

En comparacion con otras técnicas (CDC, AHG, ELISA, Citometria de Flujo), capaces de detectar
anticuerpos circulantes en el suero de los receptores, la prueba del “Single Antigen” sobresale por tener
una mayor especificidad y sensibilidad en la deteccién de estos.

La deteccidn de anticuerpos, indica una mayor susceptibilidad a perder el injerto renal conforme el paso
del tiempo, se habla de susceptibilidad ya que el SA no indica si dichos anticuerpos son deletéreos o no
para el injerto.

Para esto se propone aprovechar la sensibilidad y especificidad de la prueba complementandola con un
reactivo llamado C1gScreen, la cual es una prueba segura capaz de detectar anticuerpos anti-HLA con la
diferencia de que es capaz de distinguir si éstos son fijadores de complemento por la via clasica.

La prueba de C1q ayudara a construir un mejor perfil para el paciente candidato a un trasplante renal, el
fundamento de esta prueba consta en combinar la sensibilidad que proporcionan los ensayos en fase
solida utilizando tecnologia Luminex®, con la especificidad de la prueba de “Single Antigen” para la
deteccion de anticuerpos anti-HLA, con la finalidad de detectar anticuerpos anti-HLA fijadores de
complemento.

El componente del complemento (Clq), se une al complejo antigeno- anticuerpo el cual es detectado
con R-ficoeritrina unido con un anticuerpo anti-Clq, utilizando tecnologia Luminex®, esta unién
especifica se puede medir mediante una MFI, la cual indicara la saturacién que existe en la perla entre
el antigeno y anticuerpo.

A continuacion se muestra de manera grafica el fundamento de la prueba de Clq.

Principle

| X AN ‘

o |l |E

Fig. 9 Fundamento de la prueba para la deteccion de anticuerpos anti-HLA fijadores de
complemento de los no fijadores. (C1q) . Fuente: http://www.onelambda.com/
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