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Resumen.

El proceso de trasplante inicia cuando el médico diagnostica un padecimiento que
ha afectado gravemente un organo o tejido especifico de un paciente, quien es
enviado al especialista que corresponda para determinar si existen razones
meédicas para que el problema pudiera ser tratado mediante un trasplante. Los
casos mas frecuentes son la insuficiencia renal cronica, algunos tipos de
insuficiencia cardiaca, padecimientos que afectan la forma y transparencia de las

cérneas en los 0jos, y en otros casos insuficiencia en el higado o pulmédn, etc. M,

El trasplante de rifidn se volvié una realidad en 1960 gracias a inmunosupresores
como lo es la azatioprina y prednisona. Diversos factores han contribuido a que
exista una mayor sobrevida del injerto entre ellos es la creacidn de nuevos
inmunosupresores y tratamientos antirechazo. Otros puntos importantes son el
manejo del paciente; mejor conservacion de los o6rganos; y el uso de

procedimientos de prueba cruzada mas sensibles y especificos.

Para asignar un 6rgano o tejido de donador fallecido, el comité interno de
trasplante se rige por lo establecido en la ley general de salud:

“‘Art. 336: se toma en cuenta la gravedad del receptor, la oportunidad del
trasplante, beneficios esperados, compatibilidad y demas criterios médicos, asi
como la ubicacién hospitalaria.”

En el trasplante son tres las estrategias principales para maximizar el éxito del
trasplante: la tipificacion de HLA, la deteccion de anticuerpos anti-HLA vy la prueba
cruzada son usadas para detectar y minimizar la posible incompatibilidad del

receptor con el donador, y asi disminuir la respuesta de rechazo total.

El tiempo con el que se cuenta desde que se confirma la muerte cerebral hasta
que empieza el trasplante renal suele ser poco, de 24 a 36 horas. Este es el

tiempo en el que se solicitan los permisos requeridos y las pruebas de laboratorio.



Para el ingreso de los pacientes en el Registro Nacional de Trasplantes es
necesario realizar diversos estudios, entre ellos la tipificacion del HLA, por lo que
durante una alarma de donador fallecido quedan por realizarse, entre otros
estudios necesarios para la cirugia, la deteccion de anticuerpos anti-HLA y la
prueba cruzada, ésta ultima considerada el estandar para proceder o descartar la

realizacion del trasplante renal.

Para el trasplante renal, la seroteca es una coleccidon de sueros de los pacientes
en espera de un rindn que se archivan y resguardan bajo condiciones de
bioseguridad y temperatura adecuadas para conservar sus caracteristicas
bioquimicas e inmunoldgicas, en un espacio que cuenta con congeladores, para
realizar las determinaciones necesarias previas al trasplante, o para repetir
valoraciones sobre el estado inmunoldgico de los pacientes que ayuden a guiar el
tratamiento a recibir. Entre los paises que cuentan con una seroteca se pueden
mencionar Espafa, Estados Unidos, ademas de Chile, Uruguay y Argentina, entre
otros. Estos paises son reconocidos por tener altos indices de trasplantes renales

con injertos provenientes de donadores fallecidos.
Es por esto, que en esta tesis se propone la implementacion de una seroteca, con

la finalidad de optimizar o reducir los tiempos de respuesta por parte del

laboratorio.
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Marco Tedrico.

Enfermedad Renal Croénica

La enfermedad renal cronica (ERC) es un proceso fisiopatolégico con multiples
causas, definida como una disminucion de la funcion renal, expresada por una
velocidad de filtrado glomerular (VFG) o filtrado glomerular (FG) < 60 mL/min/1.73
m?, o como presencia de dafio renal persistente durante al menos 3 meses @,
tiene como consecuencia la pérdida inexorable del numero y funcionamiento de
nefronas, y a menudo ésta desemboca en la insuficiencia renal terminal (IRT). A
su vez, la IRT es un estado clinico en el que se ha producido la pérdida
irreversible de la funcién renal enddgena, de una magnitud suficiente como para
que el paciente dependa de forma permanente del tratamiento sustitutivo renal
(dialisis o trasplante) con el fin de evitar la uremia, que pone en peligro la vida. En
México, como en la mayor parte del mundo, se muestra un incremento importante
en la prevalencia e incidencia de la enfermedad renal cronica, que afecta
aproximadamente al 10% de la poblacion adulta a nivel mundial. Se estima una
incidencia de pacientes con ERC de 377 casos por millén de habitantes, y una

prevalencia de 1,142 ©.

Muchos pacientes se presentan en una fase avanzada de la ERC, que impide
determinar de forma concluyente su causa. Algunos factores de susceptibilidad a
dafio renal son la mayoria de edad, la historia familiar de enfermedad renal, bajo
peso de nacimiento y reduccibn de masa renal, entre otros. Aunque la
glomerulonefritis era la primera causa de ERC, en la actualidad son causas mucho
mas frecuentes la nefropatia diabética y la hipertension ®). Otros factores que
pueden iniciar el dafio son las enfermedades autoinmunes, las infecciones
sistémicas, infeccion del tracto urinario, calculos urinarios, obstruccion del tracto

urinario y la toxicidad a drogas.
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Entre los factores que empeoran el dafio renal y declinan rapidamente la funcion
renal se encuentran la proteinuria, la hipertensién arterial, un control pobre de la
glicemia en la diabetes, anemia, dislipidemia, enfermedad cardiovascular asociada

y tabaquismo @,

La fisiopatologia de la ERC implica mecanismos iniciadores especificos a la
causa, y mecanismos progresivos consecuencia de la disminucion de masa renal,
con independencia de la etiologia. La fase mas temprana comun en todas las
formas de ERC es una pérdida de reserva renal. Durante esta fase, el filtrado
glomerular puede ser normal o elevado (90-120 mL/min/1.73 m?). Los Unicos
indicios en esta fase pueden ser mediciones de laboratorio que determinan el
filtrado glomerular (FG); los mas empleados son las concentraciones de urea y
creatinina séricas. Cuando la urea y la creatinina séricas estan incluso

ligeramente elevados, ya se ha producido una lesion nefronal cronica importante.

Cuando el FG disminuye a niveles tan bajos como 30% del normal, los pacientes
pueden permanecer asintomaticos, con solamente aumento de urea y creatinina
séricas. Por otra parte, un analisis cuidadoso suele revelar manifestaciones
clinicas y analiticas adicionales de IRC como nicturia, ligera anemia y pérdida de
energia, inapetencia y alteraciones precoces de la nutricion, asi como anomalias
en el metabolismo del calcio y el fésforo.

Cuando el FG disminuye por debajo del 30% del normal, sobrevienen
manifestaciones clinicas y bioquimicas de uremia en numero e intensidad
crecientes. Procesos a los que los pacientes con ERC pueden ser especialmente
sensibles son las infecciones (urinarias, respiratorias o digestivas), la hipertension
mal controlada, la hipervolemia o hipovolemia y la nefrotoxicidad debida a
contrastes radiologicos, entre otros.

Cuando el FG desciende por debajo del 5 — 10 % del normal (IRT), resulta

imposible la supervivencia sin tratamiento sustitutivo renal .
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Diagnéstico y clasificacion

El diagndstico precoz de la ERC en estadios 1 y 2 resulta fundamental para la
posible prevencion de la pérdida de funcion renal y de las complicaciones
cardiovasculares. Se basa en la realizacion de las pruebas complementarias
basicas para establecer el diagndstico y el estadio de la ERC independientemente
de la causa. Las exploraciones complementarias basicas son tres: 1)
determinacion de la creatinina sérica y la correspondiente estimacion del FG o del
aclaramiento de creatinina mediante una formula, 2) determinacién del indice
albumina/creatinina en una muestra aislada de orina, y 3) analisis del sedimento
urinario mediante una tira reactiva o la técnica clasica de microscopia optica. Estas
exploraciones complementarias deben realizarse en todos los casos en que exista

un riesgo aumentado de ERC .

Una VFG <60 ml/min/1,73 m2 por si sola define ERC, porque implica la pérdida de
al menos la mitad de la funcién renal, lo que ya se asocia a complicaciones.
Si VFG es mayor o igual a 60 ml/min/1,73 m2, el diagnéstico de ERC se establece

mediante evidencias de dafno renal, que puede ser definido por:

— Alteraciones urinarias (albuminuria, microhematuria)
— Anormalidades estructurales (por e€j: imagenes renales anormales)
— Enfermedad renal genética (rifiones poliquisticos)

— Enfermedad renal probada histolégicamente
El requerimiento de un periodo minimo de 3 meses en la definicion de ERC

implica que las alteraciones deben ser persistentes y habitualmente seran

progresivas.
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En el afo 2002, la National Kidney Fundation estadounidense publicé a través del
proyecto K/DOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) una serie de guias
de practica clinica sobre la evaluacion, clasificacion y estratificacion de la ERC.

Esta clasificacion, simple y facil de usar, divide la ERC en 5 etapas, de acuerdo a
la VFG estimada con ecuaciones de prediccion (Cockcroft-Gault 6 MDRD
[Modification of Diet in Renal Disease]) © ©. Basandose en datos del estudio
MDRD se han desarrollado varias ecuaciones que predicen el FG a partir de una
combinacion de variables demograficas (edad, sexo, raza) y bioquimicas
(creatinina, albumina, nitrégeno ureico en sangre y orina) verificadas en un gran
numero de pacientes, con caracteristicas diversas y diversos grados de
insuficiencia renal, aunque no en pacientes sin enfermedad renal. De este estudio,
Levey et al. desarrollaron una formula abreviada para estimar el FG que precisa la

edad, la raza, el sexo y la creatinina plasmatica ©

FG (ml/min/1,73m2) = 186 x [Creatinina plasmatica (mg/dl)]""* x (Edad)***x
(0,742 si mujer) x (1,212 si raza negra)

Tabla 1. Clasificacion de Enfermedad Renal Crénica.

Etapa de ERC Descripcién VFG (mL/2min/1 73
m°)

- Riesgo aumentado de ERC > 60

1 Dafio renal con FG normal =90

2 Dano renal con FG ligeramente disminuido | 60-89

3 FG moderadamente disminuido 30-59

4 FG gravemente disminuido 15-29

5 Fallo renal <15 (o dialisis)

14



Alternativas de Tratamiento

Si la ERC y sus factores de riesgo no son detectados, se pierden oportunidades
unicas de prevencion y tratamiento. La histérica carencia de una definicién y
clasificacion universal de ERC explica en parte esta negligencia preventiva. Una
nueva definicidon y sistema de clasificacion de ERC, basada en la evaluacion del
dafo y la funcidén renal, propuesta desde el afio 2002, ha tenido amplia
aceptacion en la comunidad nefrolégica mundial. El resultado ha sido la
simplificacion en la identificacion de pacientes con ERC, posibilitando un mejor

manejo con el fin de aminorar el riesgo cardiovascular y la progresion renal.

Tabla 2. Plan de accidn clinica en los distintos estadios de Enfermedad Renal Crénica.
Etapa VFG (ml/min/1,73 m2) Plan de accion

- >60 (sin dafo renal) Manejo adecuado de cada
situacion de riesgo para
prevenir la enfermedad renal
(Diabetes, HA)

1 >90 (con dafio renal) Diagnostico y tratamiento
adecuado a cada causa;
tratamiento de las condiciones
comorbidas; tratamiento para
frenar la progresion de la
enfermedad renal. Prevencion
cardiovascular

2 60-89 (con dafio renal) Igual que el anterior y
estimacion de la progresion de
la enfermedad renal.

3 30-59 Igual que el anterior.
Evaluacién y tratamiento de
las complicaciones de la
enfermedad renal crénica.
Prevencion cardiovascular

4 15-29 Igual que el anterior.
Preparacion, si procede, del
tratamiento renal sustitutivo

5 <15 (o didlisis) Tratamiento renal sustitutivo si
procede y prevencién
cardiovascular
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A todos los enfermos con indicaciones de trasplante se les debe buscar un
donador vivo relacionado o no relacionado, o si no hay contraindicaciones
inscribirlo a la lista de espera nacional de donacién cadavérica. Mientras no se
efectué el trasplante, los enfermos tendran que estar en programa de dialisis

peritoneal o hemodialisis ":

a) Hemodialisis: tres sesiones a la semana, de tres a cuatro horas de duracién.
b) Dialisis peritoneal continua ambulatoria: 8 litros diarios, siete dias a la semana.
c) Dialisis continua ciclica o automatica, con el esquema prescrito por el nefrélogo

respecto a litros, ciclos y numero de dias de tratamiento.

A lo largo de los ultimos 40 anos el tratamiento sustitutivo renal con la dialisis y el
trasplante ha prolongado la vida de cientos de miles de pacientes con IRT. El
tratamiento sustitutivo renal no debe iniciar cuando el paciente esta totalmente
asintomatico; sin embargo, la dialisis o el trasplante deben iniciar de forma lo
suficientemente pronto para evitar las complicaciones graves del estado urémico.
Son indicaciones claras para iniciar el tratamiento la pericarditis, la neuropatia
progresiva atribuible a uremia, la encefalopatia, la irritabilidad muscular, la
anorexia y las nduseas que no mejoran con una restriccion proteica razonable, y
los trastornos hidroelectroliticos resistentes a medidas conservadoras. Entre estos
ultimos se cuenta la sobrecarga de volumen que no responde a diuréticos, la
hiperpotasemia resistente a restriccion de potasio en la dieta, hipercalcemia,
anemia cronica por debajo de 8 g de hemoglobina por decilitro y la acidosis
metabdlica progresiva que no puede tratarse con alcalis, una o dos de estas
complicaciones o ante edema pulmonar agudo. Son indicios clinicos de desarrollo
inminente de complicaciones urémicas los antecedentes de hipo, prurito intratable,
nauseas y vomitos matutinos, las contracciones y los calambres musculares, y la
presencia de asterixis en la exploracion fisica. Se estima que existen alrededor de
52, 000 de pacientes en terapia sustitutiva, de los cuales el 80% se atiende en el
IMSS @),
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Trasplante en México

La demanda de una creciente poblacién de profesionales involucrados al respecto,
en instituciones y organizaciones publicas, privadas y no gubernamentales, dio
como resultado que en 1999 quedara conformado el Consejo Nacional de
Trasplantes, y un afio después, el Centro Nacional de Trasplantes (CENATRA). El
Centro Nacional de Trasplantes es el 6rgano responsable de impulsar y coordinar
los procesos desde la donacidn hasta el trasplante de 6rganos, tejidos y células,
desarrollando el marco regulatorio para favorecer el desempeno de los integrantes
del Subsistema Nacional de Donacién y Trasplantes, otorgando a los pacientes
que asi lo requieran una mayor oportunidad, con legalidad y seguridad. Una de
sus areas, la Direccion del Registro Nacional de Trasplantes, se encarga de
administrar el sistema informatico que concentra los datos de la actividad de los
hospitales de todo el pais en materia de trasplantes y donaciones, actualiza las
estadisticas nacionales, y analiza la informacién para estructurar propuestas y
estrategias de mejora en el Sistema Nacional de Trasplantes. En cumplimiento
con lo que establece la Ley, el CENATRA, vinculado con los Centros Estatales de
Trasplantes (CEETRAS), los Consejos Estatales de Trasplantes (COETRAS) y las
Coordinaciones Institucionales, conforman un Sistema que favorece los

mecanismos de donacion.

Las instituciones hospitalarias, publicas y privadas han mostrado gran interés en
compartir los avances técnicos y médicos en el proceso de donacion y trasplantes,
por lo que se han desarrollado organizaciones institucionales que agrupan a los
coordinadores de donacion de cada una de las instituciones mas importantes en el
sector. Asi por ejemplo, se tienen coordinaciones institucionales 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), Petroleos Mexicanos (PEMEX), Secretaria de Salud (SSA) y
hospitales privados.
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El CENATRA se ha comprometido a dar cumplimiento a la normatividad
establecida en la Ley General de Salud en particular con el articulo 338 de la
misma, donde se establece que “el CENATRA tendra a su cargo el Registro
Nacional de Trasplantes (RNT)”, el cual asume la tarea de compilar y actualizar:

1. Datos de los receptores, donadores, fechas de trasplante, su realizacién y
evolucion, 2. Establecimientos autorizados, 3. Profesionales que intervengan en

esta disciplina, 4. Listas de espera, y 5. Casos de muerte cerebral.

En México se hacen trasplantes desde 1963 y se han realizado alrededor de 40
mil. Existen mas de 400 hospitales distribuidos en todo el sector salud (sociales,
publicos y privados) que llevan a cabo diferentes tipos de trasplante ®,
Para que un hospital pueda realizar trasplantes se requiere que tenga un permiso
otorgado por la Secretaria de Salud para esa actividad, ademas de contar con el
personal médico capacitado e identificado. Los programas de trasplante de érgano
sélido que se presentan en mayor numero son el de rifidon, seguido por el de
cérnea, higado y corazon, respectivamente. Concerniente a los trasplantes de

rinon, estos se llevan a cabo en 24 estados de la Republica ©),

El trasplante de rifidn se volvié una realidad en 1960 gracias a inmunosupresores
como lo es la azatioprina y prednisona. La Ciclosporina A, que fue introducida
como inmunosupresor en los 80s, incremento la vida del injerto en un 15% vy
mostrd ser mas efectivo en pacientes que reciben trasplantes no renales.

Diversos factores han contribuido a que actualmente exista una mayor sobrevida
del injerto, entre ellos estan la mejora de la deteccion de anticuerpos mediante
antigenos HLA purificados, la creacidon de nuevos inmunosupresores Yy
tratamientos en caso de rechazo, ademas de la alternativa de plasmaféresis pre y
post trasplante. Otros puntos importantes son el manejo del paciente; mejor
conservacion; y el uso de procedimientos de prueba cruzada mas sensibles y

especificos.
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Tipo de donacioén:

Los 6rganos y tejidos para trasplante pueden tener dos origenes:

De un donador vivo se pueden obtener: un rifidn, un segmento o Iébulo del
higado, un segmento o lobulo de pulmodn, sangre o precursores de la

misma.

De un donador que ha perdido la vida, dependiendo de las circunstancias
de su muerte, se pueden obtener 6rganos y tejidos. En caso de paro
cardiaco se pueden obtener unicamente tejidos como las corneas y en
algunos casos hueso y valvulas del corazén. En caso de muerte encefalica
se pueden obtener ademas de los tejidos mencionados, los siguientes

organos: corazon, ambos pulmones, ambos rifiones e higado ®,

Donador vivo

El donador vivo se trata generalmente de un familiar genéticamente relacionado o

no relacionado, el cual se selecciona por su compatibilidad HLA. El seguimiento

que tiene el donador es riguroso y es sometido a estudios radiolégicos y de

serologia. Se excluyen como donadores a personas que tengan altas

probabilidades de desarrollar hipertension arterial o enfermedad renal en un futuro.

La existencia de donadores vivos otorgan los siguientes beneficios al receptor:

1.

Reduce el riesgo de insuficiencia renal aguda como consecuencia de una
disminucioén en el tiempo de isquemia.

Mayor probabilidad de compatibilidad HLA lo que se traduce en la
disminucién del tratamiento inmunosupresor y las consecuencias del
mismo.

Reduccion del tiempo que el paciente permanece en lista de espera.

Se ve incrementada la sobrevida del érgano, el cual puede superar incluso

los 20 anos.
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Donador fallecido

Tipos de muerte:

e Muerte paro cardio-respiratoria

e Muerte encefalica

Muerte por paro cardio-respiratorio. (DCD; Donation after Cardiac Death):

La donacion después de la muerte por paro cardiaco se refiere para los donantes
que no cumplen con los criterios de muerte cerebral, pero en los que se produjo un
cese de funcién cardiaca antes de que se adquirieran los 6rganos. Este cese pudo
ocurrir de forma espontanea o haberse iniciado deliberadamente. Pueden definirse
2 subgrupos, segun la manera en que se produjo el paro cardiaco, la DCD
controlada y no controlada.

Se define por la Red de Procuracion y Trasplante de Organos (Organ Procurement
and Transplantation Network, OPTN) un donador de DCD controlada como el
donante cuyo soporte de vida sera retrado y cuya familia ha dado su
consentimiento para la donacion de 6rganos en el ambiente de una sala de
operaciones. Describe entonces a un donador con funciones hemodinamicas y
respiratorias mantenidas de manera estable hasta que se desentuba en un
ambiente controlado. Por tanto, también podria definirse como un donador de
muerte cerebral.

Por otra parte, se define al donador de DCD no controlada al candidato que expira
en la sala de urgencias o en otro lugar del hospital antes de obtener el
consentimiento de donacion de érganos y al cual se le colocan catéteres en la
arteria femoral y en peritoneo para enfriar los 6rganos hasta obtener el
consentimiento. También define al candidato del que se obtuvo consentimiento de
donacion, pero sufre paro cardiaco que requiere reanimacién cardio-pulmonar

(RCP) durante la procuracion de 6rganos.
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La muerte comienza a partir del paro cardiaco; si el latido no se restaura, las
células y tejidos mueren. En México, los donadores de DCD no son recibidos para
realizar un trasplante renal. De ellos unicamente se pueden trasplantar corneas y

valvulas cardiacas.

Muerte encefalica (DBD; Donation after Brain Death):

La muerte cerebral es un proceso que inicia con la abolicion de toda funcién
cerebral. ElI buen mantenimiento hemodinamico del donante es fundamental para
el buen estado posterior del érgano extraido. Por lo tanto, un donador de muerte
encefalica o DBD describe al donador que tiene muerte cerebral primaria y que
mantiene intactas la circulacion cardiaca y la respiracion, o que se mantienen por
medidas médicas como ventilacidn mecanica, drogas, bomba intraadrtica o una
maquina de oxigenacion extracorporea. El diagnostico de muerte consiste en
verificar la ausencia de funcion cerebral mediante un electroencefalograma plano.
El diagnostico debe ser realizado por 2 meédicos, al menos uno de ellos, neurdlogo
o neurocirujano. Un donador de DBD puede ser un Donador de Criterios Estandar
(Standard Criteria Donor, SCD) o un Donador de Criterios Expandidos (Expanded
Criteria Donor, ECD) (Figura 1). El clasico donador de criterios estandar es aquel
de 35 afos de edad sin historial de hipertension o diabetes, y cuya causa de
muerte es un accidente automovilistico. EI donador de criterios expandidos es
aquel que al momento de la muerte tiene 260 afos de edad, o entre 50-59 anos y
tiene dos de los siguientes criterios: 1) la causa de la muerte es accidente
cerebrovascular; 2) historial preexistente de hipertension sistémica; y 3) Creatinina
sérica terminal >1.5 mg/dL. Los criterios de esta definicion se basan en la
presencia de variables que incrementan el riesgo de falla del injerto en un 70% en
comparacion con un riidn de donador SDC. En la practica, todos los pacientes
que no cumplen con criterios expandidos y cuya donacién ocurrio después de la

muerte cerebral son considerados SCD.
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Q Standard Criteria Donor (SCD)
ECD

D) Expanded Cnitena Donors (ECT)

e .

" ECD.DCD

Donors After Cardiae Death (DCD)

[ Non-ECD

Figura 1. Clasificacion de donadores fallecidos; segun se trate de donador de criterios estandar (SCD, Gris) o
de criterios expandidos (ECD, Blanco). Donador por muerte encefalica (Media luna gris-blanca) o por muerte

cardiopulmonar (Region punteada).

No todos los pacientes que mueren en un hospital en situacion de muerte cerebral

pueden llegar a ser donadores. Los donadores de o&rganos tienen unas
10, 11)

caracteristicas especiales como son :
e Edad

e Causa de muerte bien conocida

e Coma.

e Descartar diagnéstico diferencial de muerte cerebral.

e Ausencia de todos los reflejos de tallo y prueba de apnea positiva.

e Ausencia de enfermedades transmisibles asi como aquellas que afectan al

organo a trasplantar.

En el caso de donante cadavérico o de un donante no relacionado genéticamente
no es posible identificar haplotipos idénticos y se habla de match o compatibilidad
de determinantes antigénicas individuales. En trasplante clinico los mas
estudiados e importantes son los antigenos A, B y DR, pudiendo existir una
compatibilidad prefecta de seis match (rara), de diferentes grados o de nula

compatibilidad.
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Proceso de Trasplante:
Iniciando con los potenciales receptores, se siguen los siguientes pasos:

1. Cuando se diagnostica un padecimiento que ha afectado gravemente un
organo. Los casos mas frecuentes son: Insuficiencia Renal Croénica,
Insuficiencia Cardiaca, forma y trasparencia de las corneas, Insuficiencia
Hepatica o Insuficiencia Pulmonar.

2. Se hace un protocolo de evaluacion: un especialista solicita examenes
meédicos que determinan las condiciones especificas del paciente,
evaluando las razones por las que el problema deba ser tratado mediante
trasplante y la utilidad o no del trasplante.

3. Casos aceptados son llevados a comité.

4. Una vez aceptado en el programa, en el hospital deberan ingresar los datos
del paciente en la base de datos del CENATRA vy recibira de su médico un

comprobante del ingreso de sus datos.

Los pasos establecidos y fundamentales en cada proceso de donacién y

trasplante de donador fallecido son

1. Se recibe llamada telefénica en donde se informa la existencia de un
Potencial Donador (PD).

2. Captura de datos generales y médicos del PD en la cédula correspondiente
para realizar la busqueda de Potenciales Receptores (PR) inscritos en la
Lista Nacional de Espera, tomando en consideracion las caracteristicas y
datos del PD.

3. Se mantiene contacto entre el CENATRA y los COETRAS y/o responsables
de los programas de trasplantes, poniendo a disposicion los 6rganos y/ o

tejidos donados.
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4. El Mddulo coordina la logistica de traslado de equipos quirurgicos y érganos
a trasplantar y, a su vez, establece la hora tentativa de procuracion
conveniente a los diferentes grupos de trasplantes, dando asi tiempo para
que preparen de una manera efectiva a sus receptores y asegurar el éxito
del tratamiento.

5. De ser necesario, se solicita y brinda apoyo aéreo segun el convenio
establecido con las aerolineas.

6. Si el proceso comprende un caso médico-legal que pueda interferir en la
donacion y tiempos contemplados para la procuracion, se establece enlace
con el Ministerio Publico a cargo del caso para agilizar dicho tramite.

7. Cuando se realiza la asignacién de organos y/o tejidos, se coteja, entre
otros criterios establecidos en la Ley General de Salud, el orden en la Lista
Nacional de Espera.

8. Se da seguimiento clinico a los pacientes trasplantados.

Los Propdsitos del Registro Nacional de Trasplante:

e Conocer el numero de pacientes que requieren trasplante
e Enfermedades que se resuelven mediante esta terapia.

e Cuales con mayor frecuencia.

¢ |Instituciones con mayor demanda.

e (Gestidon de recursos.
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Personas que requieren un trasplante en México

Al dia de hoy existen 20,320 pacientes, distribuidos de la siguiente manera:

Rifoén (12, 385) RiAdn-pancreas (9)
Cérnea (7, 456) Pancreas (11)
Higado (397) Corazon-pulmén (1)
Corazon (59) Higado-rifidn (2)

Trasplantes realizados durante 2015:

3, 475 Trasplantes de cornea 38 Trasplantes de corazon
2, 756 Trasplantes de riidn 1 Trasplante de pancreas

152 Trasplantes de higado
Fuente: Registro Nacional de Trasplantes, CENATRA, 2015.

El 6rgano que mas se requiere para trasplante es el rifidn, seguido de cérnea, mientras
que el numero de pacientes que requieren trasplantes de higado, corazén y pulmén es
mucho menor. En el caso del riidn y cérnea el tiempo promedio de la lista de espera es
entre 24 y 30 meses. En el caso de higado y corazén los tiempos de espera pueden ser

mucho mas largos ©.
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Criterios de ingreso de pacientes a la lista de espera de donador fallecido

Los pacientes que no cuentan con un donador vivo se podran considerar para

trasplante de donador cadavérico o fallecido. Los requisitos para ingreso a la lista de

espera son:
Evaluacion por Nefrologia Evaluacién por Psiquiatria
Evaluacion por Cardiologia Determinacion de %PRA

Una vez que se tenga las evaluaciones anteriores, un médico del Area de Nefrologia
evaluara el caso y determinara si existen evaluaciones complementarias necesarias o
contraindicaciones médicas. Previo al ingreso a lista de espera, el paciente debera
tener evaluacion por parte del Trabajo Social de Trasplantes, donde se determinara si
el paciente puede tener acceso al esquema de inmunosupresion y desensibilizacion
que se considere adecuado, con base en su riesgo inmunoldgico. En caso de pacientes
en segundo trasplante, podran ingresar a lista de espera cuando la VFG por MDRD o

férmula equivalente sea menor o igual a 15 ml/min.

El paciente tiene que reunir unos requisitos minimos previo al trasplante, que se

realzan durante la procuracién del 6rgano '

e No presentar ninguna contraindicacion para el trasplante renal (neoplasias,
infecciones).

e Tener un estudio quirurgico pretrasplante realizado en informado como “sin
contraindicaciones de técnica quirdrgica” (IMC>35 kg/m?).

e Seguimiento adecuado de anticuerpos citotéxicos, contando con al menos:
Durante la tipificacion; dos semanas después de cada transfusién; y por rutina: si
las determinaciones son negativas y no se trasfunde, se realizaran 1 o 2 al afio,
si existen anticuerpos preformados, se realizaran trimestrales.

e Estudios de anticuerpos contra VIH y CMV.

e Consentimiento del paciente.
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Pacientes inactivos:

Los pacientes en lista de espera y que desarrollen alguna condicién que contraindique
temporalmente el trasplante por un periodo mayor a 6 meses, se inactivaran,
agregando en el expediente una nota firmada por dos miembros del comité de
trasplante, donde se especifique el motivo de la inactividad y los requisitos para la
reactivacion. El paciente conservara su posicion en la lista de espera al resolverse el

problema responsable de la inactivacion ().

Distribucién y Asignacién de Organos y Tejidos. Criterios de asignacion de rifién

para pacientes en lista de espera de donador fallecido @ 12

Debido a que la demanda de 6rganos es mayor a los que hay disponibles, el objetivo
fundamental de la distribucion de érganos debe ser seleccionar dentro de la lista de

espera al paciente mas idoneo para recibir el érgano.

Para asignar un organo o tejido, el comité interno de trasplante se rige por lo
establecido en la Ley General de Salud:

Art. 336: Para la donacion de 6rganos y tejido de donador no vivo, se tomara en cuenta
la gravedad del receptor, la oportunidad del trasplante, los beneficios esperados, la
compatibilidad con el receptor y demas criterios médicos aceptados, asi como la
ubicacién hospitalaria. Cuando no exista urgencia o razdn médica para asignar
preferentemente un 6rgano o tejido, este se sujetara estrictamente a las listas que se
integraran con los datos de los mexicanos en espera, y que estaran a cargo del Centro

Nacional de Trasplantes.

De acuerdo al articulo 315 de la LGS, se pueden identificar 3 tipos de establecimientos

relacionados con el proceso de donacién y trasplante:

1. Hospitales donde se efectuan trasplantes y por tanto es de esperarse que también

lleven a cabo actividades de donacion u obtencién de 6rganos vy tejidos.
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2. Hospitales donde se efectuan actividades de donacidon pero no de trasplantes
(Proveedores de Organos y tejidos)

3. Bancos de Organos o Tejidos.

El articulo 316 de la LGS sefiala que estos establecimientos deben contar con un
Comité Interno de Trasplantes, un Responsable Sanitario y un Coordinador, y las

acciones estaran supervisadas por el Comité Institucional de bioética respectivo.

En el articulo 34 del reglamento de la LGS en materia de control sanitario de la
disposicion de érganos, tejidos y cadaveres de seres humanos, se establece que el
Comité Interno de Trasplante seleccionara a los receptores de 6rganos vy tejidos, y son
los responsables de aplicar los criterios de asignaciéon. De acuerdo con el mismo
articulo, la composicion del Comité Interno es interdisciplinaria, formado por personal
operativo experto en el programa de trasplante, por autoridades y personal del Servicio
para la Donacién y obtencién de Organos y Tejidos, entre otros. Un programa de
trasplante se refiere al grupo de médicos especialistas en un tipo de trasplante de
organo o tejido, que bajo un protocolo de atencion médica ofrecen la terapéutica del
trasplante. Normalmente existe un médico especialista responsable del programa. La
decision tomada por el Responsable del programa de trasplante o sus integrantes,
quienes conocen desde el punto de vista clinico a los receptores y seleccionan al
receptor adecuado, requiere el aval del comité. La autoridad que ejerce el Comité
Interno en el hospital esta bajo la responsabilidad y supervision de la Coordinacién

Institucional de Trasplantes.

Ademas de las coordinaciones institucionales de trasplantes de cada institucion, que
ejercen una supervision vertical en el ambito de la misma, los Centro Estatales de
Trasplantes (CEETRAS) ejercen también una supervision horizontal, en el ambito

geografico que les corresponde.
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Mientras los CEETRAS y el CENATRA tienen como funcion la supervision y vigilancia,
los Comités Internos y los integrantes del programa de trasplante junto con los

miembros de los servicios de obtencién de 6rganos tienen funciones operativas.

El proceso de asignaciéon comprende dos pasos. El primero consiste en el ofrecimiento
a un Programa de Trasplante (hospital). Es decir, no se busca de primera intencion al
paciente, sino al hospital donde se realizara el trasplante. El segundo paso es la
asignacion a un paciente especifico. Esta asignacion la efectuara el grupo médico que

conoce a los pacientes que previamente han estudiado.

Los hospitales que conforman el Subsistema Nacional de Trasplantes forman una red
para la obtenciéon de organos vy tejidos y para la realizacion de trasplantes. Esta red

tiene varios niveles de enlace:

El primero es el conjunto de hospitales pertenecientes a una misma institucion de salud
que a través de los comités internos definen la distribucion de los érganos y tejidos
hacia los hospitales a los que envian a sus pacientes para que reciban un trasplante

(sistema de referencia).

Asi se organiza con claridad la red de hospitales de cada institucién social, publica y
privada. Estas redes pueden interactuar también entre si para la distribucién de
organos, aunque en consideracion a que la aportacion de los recursos fisicos y
econdmicos para la obtencidn de organos y tejidos la hace cada institucion, se

privilegia antes que nada a los hospitales que pertenecen a la misma.

El segundo nivel inicia cuando no es posible identificar a un receptor en la red
institucional y se abren los canales hacia las otras redes. Para ello se consideran
primero las redes de otras instituciones similares. Por ejemplo si en la red de hospitales
del IMSS no hay un receptor adecuado, la distribucién se dirige hacia la red de
hospitales del ISSSTE o de la Secretaria de Salud, de acuerdo con los acuerdos

establecidos previamente por los comités internos.
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Las redes de hospitales procuradores del sector privado realizan el mismo
procedimiento: primero se distribuyen los 6érganos y tejidos en las unidades médicas de
la misma institucion. De no haber receptor adecuado se dirigen hacia otra red de
hospitales privados con los que se tenga un convenio. El proyecto de las redes de
hospitales procuradores forma parte del Programa de Accion Especifico del Centro
Nacional de Trasplantes (CENATRA).

Cuando un programa de trasplante u hospital recibe el ofrecimiento de un érgano o

tejido debera de aplicar los siguientes criterios '

COMPATIBILIDAD. Pacientes que segun criterios del programa, sean compatibles con
el injerto. Entendido como grado de semejanza de factores tales como el

inmunoldgico, el antropométrico, entre otros, dando prioridad a casos graves.

OPORTUNIDAD Y BENEFICIOS ESPERADOS. Se determinan considerando cual de
los pacientes compatibles con el injerto esta disponible para recibirlo, que se encuentre
localizable y en las condiciones médicas adecuadas para el procedimiento del

trasplante.

FACTIBILIDAD. Se establece considerando si en el hospital existen la condiciones
necesarias para llevar a cabo el procedimiento, esto incluye recursos humanos,

materiales, transporte, tiempo, etc.

ANTIGUEDAD EN LA LISTA DE ESPERA. Si existen dos o mas pacientes compatibles
disponibles y en todos los casos hay factibilidad para el trasplante, la asignacién
correspondera al que tenga mayor antigiedad en la Lista de Espera del programa de
trasplante u hospital.

Mediante la aplicacién de estos criterios se define al receptor adecuado y en caso de
no tener todas las condiciones se notifica al Servicio para la Donacién para que haga el
ofrecimiento al siguiente programa que corresponda, de acuerdo al orden establecido

en el manual de procedimientos de dicho servicio.
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Manejo de las Listas de espera en el CMN SXXI

El ingreso y seguimiento de los pacientes en listas de espera se guia mediante
protocolos sustentados tanto en guias internacionales como en la experiencia de cada
hospital.

En el caso de la Unidad de Trasplante Renal de CMN SXXI, el protocolo maneja los

siguientes datos para el receptor:

» Datos generales: Nombre del receptor, edad, sexo, No. de afiliacion, Grupo
sanguineo, Rh, Domicilio, Inicio de |.R.C., Etiologia, Tratamiento. Fecha de

nacimiento, HLA, Prueba Cruzada, transfusiones, peso, talla, IMC.

» Laboratorio: Hemoglobina, Glucosa, Tiempo de Protrombina, Albumina, ALT,
Hematocrito, Creatinina, Tiempo de Protrombina Total, Calcio, Fosforo, AST,
Leucocitos, Plaquetas, Colesterol, Sodio, Potasio, Acido urico.

» Cultivos: Orina, BAAR orina, BARR expectoracion, HIV, Hepatitis B y C, CMV,

Antigeno prostatico, Papanicolau, Prueba serolégica para la sifilis (VDLR).

» Gabinete: Rx Torax, Electrocardiograma (EKG), Fraccién de Eyeccion ventricular
(FEV), Histograma, PRM, Ecocardiograma, Endoscopia, Ultrasonido abdominal
(para detectar nefropatias), Serie Osea Metabdlica (SOM), Biopsia renal,

Cistouretrografia, Espirometria.

» Diabético: Ultrasonidos lliacos, Urodinamia, Vaciamiento gastrico, Prueba de

Atropina, Electromiografia, Talio dipiridamol.

> Interconsultas: Psiquiatria, Maxilofacial, Cardiologia, Oftalmologia,

Otorrinolaringologia (ORT), Colon y Recto, Urologia.

» Medicamentos: Simulect; Micofenolato de mofetilo (MMF), Ciclosporina (CsA),
RAPA, Timoglobulina, PDN, FK, AZA, Ciclaje.

31



Después del diagnostico de Enfermedad Renal Crénica, los pacientes que esperan un
trasplante se encuentran en hemodialisis, dialisis peritoneal, o pueden encontrarse en

tratamiento médico, éstos ultimos se consideran como trasplante anticipado.

Una vez que se diagnostica la ERC en estadio 4, se evalua la situacion clinica del
paciente para determinar si se considera como candidato a Trasplante renal. Una vez
aceptado, pueden darse de alta sus datos en la lista de espera y se le realizan los

estudios completos del protocolo.

Segun la compatibilidad de grupo sanguineo, se busca en la lista de espera
correspondiente, y se toma inicialmente a los 5 candidatos con mayor tiempo en la lista
de espera. Se revisa el expediente de los pacientes para detectar que no existan
condiciones médicas que contraindiquen el trasplante. Se consideran entonces la
compatibilidad de HLA entre receptor y donador, incluyendo %PRA y las Pruebas

cruzadas, y las caracteristicas que puedan compartir, como las edades.

A los pacientes se les solicita se realicen pruebas seroldgicas periddicamente, de
manera que se mantengan estudios actualizados. Segun cada caso, es necesario
realizar evaluaciones médicas periddicas para conocer si no se contraindica el
trasplante.

Mientras existen condiciones que pueden dar de baja temporalmente al paciente de la
lista, como un IMC>35 kg/m?, existen otros aspectos que dan de baja definitiva a los
pacientes. Ademas de la muerte del paciente, estos aspectos son la decisiéon del
paciente a no recibir el trasplante y condiciones médicas que no permitan el trasplante,
como son la complicacion de enfermedades crénico-degenerativas como diabetes
mellitus, alteraciones cardiacas, etc. En este caso se le informa al paciente las razones

por las que no debe realizarse el trasplante.
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Para la induccion de la inmunosupresion, se administra Basiliximab a los pacientes de
donador vivo, mientras que se administra Timoglobulina a los receptores de donador
fallecido; las condiciones en las que se presente el injerto pueden ser variables, y
representan un riesgo a la supervivencia del injerto. Esta induccion no se administra a
receptores mayores de 60 afos.

Posterior al trasplante, se sigue un esquema estandar de Esteroides (Prednisona),
Micofenolato de mofetilo (MMF) y un inhibidor de la calcineurina. Este ultimo

generalmente es Tracolimus, y en pacientes diabéticos se cambia por Ciclosporina.

A pesar de que un posible donador puede adquirir su tarjeta de donador ante el
CENATRA, la decision final es la de los familiares inmediatos, que son responsables

legales del cuerpo. Puede tratarse de la esposa del fallecido o de los padres del mismo.

Tabla 3. Cifras de pacientes en lista de espera por grupo sanguineo ABO, en el CMN SXXI. Enero
2016:

Grupo Sanguineo | Pacientes
0 412
A 125
B 49
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Estadisticas del Trasplante renal en nuestro pais ©:
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Fuente: Informacion al 31 de diciembre de 2015, consultada en el SIRN

Figura 2. Grafica de numero de trasplantes renales realizados de 1963-2015 por tipo de donante.
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Fuente: Informacion al 31 de diciembre de 2015, consultada en el SIRNT. Estados con actividad reportada
Figura 3. Grafica de numero de trasplantes renales de donador fallecido realizados por entidad. 2015.
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Estadisticas mundiales del Trasplante renal (2013) (4 ')

Segun los datos recabados por el Observatorio Global de Donacion y Trasplante
(GODT, Global Observatory on Donation and Transplantation) en 2013, México se
encuentra entre los 50 paises con mayor actividad de trasplante de érganos, en cuanto

al tamano su poblacion, ocupando el lugar 45 (Figura 4).

World Health

Donation & Transplantation Organization
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trasplantados, en relacién con millén de habitantes por pais. 2013. (14)
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Trasplante renal

Puede observarse en las estadisticas provenientes del GODT de 2013, que México
ocupa un lugar intermedio en tema de trasplante renal entre los paises con indice de
desarrollo humano alto (Figura 5). En cuanto al trasplante renal proveniente de donador
fallecido, en proporcién a la poblacion, México se colocé en una posicion baja a
comparacion de otros paises de la regién Latinoamericana (Figura 6).

Para esto también debe considerarse que la unidad utilizada es de donadores por
millén de habitantes, y no reflejan la cantidad total de trasplantes realizados. (Figura 7 y
8).

Kidney transplantation activities, 2013*

a
o
o @ o

Number of kidney transplants
per million population

0-4.9
5.0-14.9
15.0-24.9
[ ]250-349
I 35.0-449 Data not available
- 245 | | Not applicable * data from the Global Observatory on Donation and Transplantation
The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data Source: Global Observatory on Donation World Health
on the part of the World Health Crganization conceming the legal status of any country, termtory, city or area or of its authorities, & Transpl ion, Map Production: Health Stat: 4 Drganizaﬁon
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines and Information Systems (H3I),
for which there may not yet be full agreement, World Health Organization BWHO 2015 All rights resarvad.

Figura 5. Actividad global de Trasplantes renales, en relacién a millones de habitantes. 2013. (14). La escala de
colores indica el numero de trasplantes renales realizados por cada millén de habitantes en ese afo.
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Figura 6. Actividad de Trasplantes renales provenientes de donador fallecido en Latinoamérica, en relacion a
millones de habitantes. 2014. (15). Se muestra para cada pais el numero de trasplantes realizados con donadores

fallecidos por cada millén de habitantes en ese afo.
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Kidney Transplants per Country and Per million population (pmp)
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Figura 7. Relacion aditiva de Trasplantes renales provenientes de donador vivo (anaranjado) y donador fallecido
(verde) de los paises con mayor actividad, en relacion a millones de habitantes. 2013. Se sefiala con flechas rojas a
la relacion que representa a México. (14)
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Figura 8. Relacién de Trasplantes renales provenientes de donador vivo (rojo) y donador fallecido (verde) de los
paises con mayor actividad, en relacion a millones de habitantes. 2013. Se sefiala con flechas rojas a la relacién que

representa a México. (14)
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Inmunologia del Trasplante y el Rechazo

Antigenos del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC).

También conocidos como antigenos HLA (por sus siglas en inglés Human Leukocyte
Antigens), son aquellos productos de los genes MHC en el humano 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. Cada variante de un gen
polimorfico se denomina alelo, el cual puede estar en ambos cromosomas
(homocigocidad) o ser diferente para cada cromosoma (heterocigocidad). El grupo total
de alelos del MHC detectados en un cromosoma se denomina haplotipo. Los dos
haplotipos de cada individuo constituyen el genotipo. EI complejo del sistema HLA se
localiza en el cromosoma 6 en su brazo corto. Los loci se encuentran divididos en tres
regiones llamados clase |, clase Il y clase lll. Los loci de clase | codifica genes para la
cadena pesada de las moléculas clasicas HLA-A, -B 'y —C, los genes no clasicos -E, -
F, -G, MICA, MICB, un amplio numero de pseudogenes clase | y otros genes con
funciones conocidas y desconocidas. Los genes asociados a la cadena ligera de B-

microglobulina se encuentran en el cromosoma 15.

La region clase |l codifica genes para la cadena alfa y beta para 5 tipos de moléculas
clase II: HLA-DR, -DQ, -DP, -DO y —-DM. Ademas se localizan 4 genes que codifican
proteinas involucradas en la generacion de péptidos (LMP2, LMP7) o el transporte de
péptidos en el reticulo endoplasmatico. La region del MHC clase Ill codifica para
diferentes moléculas como: moléculas del complemento C2, C4, factor B, 21-
hidroxilasa, factor de necrosis tumoral, y la proteina de choque térmico Hsp70.

El sistema MHC es el sistema genético mas polimérfico que se conoce.

Las moléculas de clase | y clase Il estan compuestas por dos cadenas similares a las
inmunoglobulinas, teniendo semejanza en la estructura de los dominios globulares de

estas ultimas.
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Las moléculas HLA clase | contiene una cadena a (pesada) polimérfica asociada no
covalentemente a una cadena 3-microglobulina no polimoérfica. La cadena alfa consta
de tres regiones llamados dominios a1, a2 y a3. Todos los polimorfismos relevantes
encontrados por técnicas serologicas y celulares se encuentran en los dominios a1y
a2, siendo aqui el sitio de unidn al antigeno.

Las moléculas de clase Il consiste en dos distintas cadenas polimérficas de
glicoproteinas, las cadenas a y 3, que se asocian no covalentemente. Es la excepcién
la cadena a del HLA-DR, con poco polimorfismo. Los aminoacidos de ambas cadenas
se encuentran organizados en dos dominios dentro de cada cadena. A diferencia de
moléculas de clase |, ambas cadenas son transmembranales. Como las moléculas de
clase |, las regiones aminoterminales son citoplasmatica, y son los dominios a1y 1 los

que forman el sitio de union al antigeno.

Grupos CREG

Los individuos inmunizados por una especificad de HLA (ejemplo B7), usualmente
produciran anticuerpos que reaccionan con diferentes especificidades de HLA (ejemplo;
anti- B7, B22, B27, B40). Las especificidades de clase | se agrupan en CREG’s: 1, 2, 5,
7,8, Y 12. Los productos de los genes de HLA clase | comparten epitopos publicos.
Por ejemplo, un anticuerpo especifico para el epitopo publico 9p, reaccionara con los
productos génicos A2, A9 Y A28, ya que estos contienen el epitopo publico 9p. De
hecho la correcta especificidad a nivel de epitopos es anti-9p, no anti-A2, anti-A9 ni
anti-A28.

Dos individuos comparten los mismos fenotipos CREG pero no el mismo perfil de
epitopos publicos dentro del CREG. Esto significa que un individuo ha hecho
anticuerpos contra un epitopo que no posee. Por esta razoén, la tipificacion de los
grupos CREG en trasplante es menos efectiva que la de los epitopos publicos si la
meta es reducir el rechazo. 90% de los pacientes aloinmunizados producen anti-HLA

contra epitopos publicos.
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Presentacion de aloantigenos

Cuando se efectua un trasplante se estan introduciendo en el receptor células del
donante con antigenos HLA distintos a los del receptor. La naturaleza sumamente

polimdrfica del HLA supone que moléculas alogénicas difieran de las propias.

La presentacion de alomoléculas de HLA a los linfocitos T del receptor del injerto tiene
lugar por dos vias distintas para que estos puedan reconocerla (Figura 9). La primera,
denominada presentacién directa, implica el reconocimiento de una molécula HLA
intacta ofrecida por las células presentadoras de antigenos (CPA) del donante,
existentes en el injerto, y se debe a la similitud entre la estructura de la molécula HLA
extrafia intacta y las moléculas HLA propias. Por tanto, la presentacién directa es
exclusiva de moléculas HLA extraias.

La segunda via, la presentacion indirecta, supone el procesamiento de las moléculas
HLA del donante por parte de las CPA del receptor y la presentacion de los péptidos
derivados de estas alomoléculas asociadas a moléculas HLA propias. En este caso, el
HLA ajeno recibe el mismo tratamiento que cualquier antigeno proteico extraio
mediante los mismos mecanismos que los de un antigeno microbiano. Otros antigenos
distintos al HLA también pueden presentarse por la via indirecta. Estas tres vias
difieren en la naturaleza y numero clonas de linfocitos T alorreactivos activados y en la
duracion de la fase de activacion ).

Recientemente se ha propuesto una tercera via, la presentacién semidirecta, que
combina la presentacion indirecta de los alopéptidos a las células CD4" y la
presentacion directa de alomoléculas integras a células CD8". Esta se realiza gracias a
una CPA del receptor que adquiere alomoléculas HLA probablemente por captacion de
exosomas con proteinas de superficie. Su importancia radica principalmente la manera

en que se facilita la respuesta citotoxica de las células CD8+ en una fase tardia "
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Presentacion directa de aloantigenos

El reconocimiento directo de las moléculas HLA extrafias es una reaccion entre un
receptor de células T (TCR) normal de un linfocito T, seleccionado para reconocer una
molécula HLA propia mas un péptido extrafio, y una molécula HLA extrafia mas un
péptido. Las células presentadoras de antigenos del o6rgano donado, muy
probablemente 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 (Figura 9a). Igualmente sucede con las moléculas de

*(7_ Se sabe que una molécula alogénica de HLA unida a un

clase | y linfocitos T CD8
péptido puede simular el determinante formado por una molécula de HLA propio mas
un péptido extrafio determinado. La similitud entre una molécula HLA alogénica y el
HLA propio mas un péptido extrano es suficiente para que los linfocitos T restringidos
por el HLA propio normal reconozcan también moléculas HLA alogénicas (6 8.
Muchos de los linfocitos T alorreactivos capaces de responder a la primera exposicion
a una molécula HLA alogénica son linfocitos T de memoria que se generaron durante

una exposicion previa a otros antigenos extrafios, como microbianos o virales (18),

Por otra parte, muchos de los péptidos asociados a moléculas HLA alogénicas y que
intervienen en la presentacion directa proceden de proteinas idénticas en el donador y

%) Los mecanismos de induccién de tolerancia sélo

el receptor (péptidos propios)
actuan para eliminar o desactivar linfocitos T que responden a complejos de péptidos
propios asociados a moléculas HLA propias. Los linfocitos T especificos para péptidos
propios mas HLA alogénicos no se eliminan y estan disponibles para responder a los
aloinjertos. Cualquier célula de un aloinjerto puede expresar numerosos complejos
HLA-péptido. La presentacion de multiples péptidos derivados de diversas proteinas
por una molécula HLA alogénica representa una gran variedad de determinantes
capaces de ser reconocidos por multiples clonas de linfocitos T, por lo que una misma
célula alogénica puede activar muchos clones distintos de linfocitos T. Hasta el 2% de
los linfocitos T de un individuo pueden reconocer de forma directa y responder a una

molécula aislada de un HLA extrafio ("®).
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Esta elevada frecuencia de linfocitos T reactivos frente a moléculas HLA alogénicas es
una de las causas por las que los aloinjertos desencadenan respuestas inmunitarias
intensas in vivo. Este reconocimiento directo es predominante en la fase aguda de la

respuesta inmune alorreactiva contra el injerto 2.
Presentacion indirecta de aloantigenos

Las moléculas HLA alogénicas pueden ser procesadas y presentadas por las CPA del
receptor que penetran en el injerto y las moléculas procesadas son reconocidas por los
linfocitos T como antigenos proteicos extrafios convencionales. Esto se debe a que las
estructuras de los HLA alogénicos son distintas a las del huésped, pueden procesarse
y presentarse al igual que cualquier otro antigeno proteico ajeno, con generacién de
péptidos que se asocian a las moléculas HLA propias en la superficie de las CPA del
receptor (Figura 9b). La presentacién indirecta provoca un alorreconocimiento por parte
de los linfocitos T CD4", pues las CPA adquieren los aloantigenos mediante fagocitosis,
expresando los péptidos en moléculas HLA clase Il. Los linfocitos T CD4" activados por
la via indirecta tienen mas influencia en el rechazo crénico al ayudar en la generacién
de linfocitos T CD8" y la respuesta humoral.

Existen otros antigenos polimorficos distintos de las moléculas HLA diferentes entre el
donador y el receptor (MICA, MICB), que pueden estar presentes en células
endoteliales " 2. Estos antigenos provocan reacciones de rechazo mas débiles o
graduales y se denominan antigenos de histocompatibilidad secundarios. Casi todos
son proteinas procesadas y presentadas por la via indirecta. ElI reconocimiento
indirecto se tiene como predominante causal en la fase crénica de la respuesta inmune

alorreactiva contra el injerto ('),
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(a) (b) Necrotic and apoptotic
cell material

Figura 9. Presentacion Directa (a) y presentacion Indirecta (b) de aloantigenos.

Desarrollo de la respuesta celular y humoral frente al trasplante

La mayoria de los organos contienen CPA residentes, tales como las células
dendriticas, que expresan moléculas HLA del donador, ademas de coestimuladores.
Estas células pueden migrar a los ganglios linfaticos regionales, siendo reconocidas por
linfocitos T del receptor (Figura 10). Las células dendriticas pueden también migrar
hacia el injerto, o los aloantigenos viajar a los ganglios linfaticos y ser procesados y
presentados. Dado la prontitud y robustez de la alorrespuesta citotoxica de las CD8", la
ayuda que proveen las CD4" en la generacion de esta respuesta temprana aguda es
sobre todo debida al reconocimiento directo que ocurre por parte de ambas clases de

células en las CPA del donador ')

El papel que juegan los linfocitos T en la respuesta cronica celular no es claro del todo.
Algunos pocos estudios muestran un aumento de la respuesta restringida por el HLA
propio, mientras que la via directa se mantiene sin cambio. Sin embargo poca
evidencia muestra el papel de la via directa en el rechazo crénico.

Por otra parte, el endotelio del injerto que se va remplazando constituye un objetivo
para la union de las células CD4+ de reconocimiento indirecto que adquieren capacidad
citolitica, que resulta en dafo causante de la reparacion fibroproliferativa caracteristica

de la hiperplasia de la intima en la vasculopatia del injerto (')
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Este podria ser el mecanismo de rechazo agudo presente en pacientes sin desarrollo
de anticuerpos. La destruccién del endotelio vascular mediada por linfocitos T
citotoxicos es parte importante de la patogénesis tanto en el rechazo agudo como en el
cronico. Estas células destruyen el endotelio principalmente por exocitosis de
perforinas y granzimas, con una menor contribucién de apoptosis inducida por la via
Fas/Fas ligando ®®. A pesar de esto, sélo se teorizan modelos en los que se presentan
aloantigenos HLA procesados e intactos para las células CD4+ y CD8+
respectivamente, pues no se ha demostrado de manera contundente como es que las
células CD4+ ayudan a las CD8+ en un periodo tardio, donde no deberian existir

células dendriticas restantes para este tipo de reconocimiento (an,

Por otra parte, las células Natural Killer (NK) han surgido como un tema de interés en el
tema de trasplantes, dada su capacidad para distinguir células alogénicas de las
propias y sus potentes mecanismos de accion citolitica. Estas células se infiltran y
activan en o6rganos sélidos. Las células NK se activan por la ausencia de los HLA
propios en la superficie celular de sus blancos, y expresan al menos un receptor
inhibitorio que tiene como ligando especifico las moléculas HLA clase |, previniendo
una autorreactividad. Ahora se cree que el que una célula NK ataque una célula blanco
depende de un equilibrio entre sefales estimuladoras e inhibitorias. Aunque se ha
observado que la deplecion de las células NK no altera la cinética del rechazo, podrian
participar en el rechazo, pues parecen proveer algun tipo de ayuda, distinta de la
coestimulacion CD28/CD80, a los linfocitos T del receptor, promoviendo el rechazo.

Esto explica por qué la vasculopatia del injerto cardiaco ocurre aun bajo una fuerte
inmunosupresién, pues tiene poco efecto sobre la funcion de las células NK ¥,
También es notable mencionar que las células NK activadas producen INF-y de
manera que se da una sobreexpresion de moléculas HLA clase | y Il en el endotelio del

injerto, contribuyendo a la alorrespuesta 4 2> 26:27),
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El grado de dafo al tejido causado por anticuerpos depende del isotipo, afinidad y titulo
de estos asi como de la expresion del antigeno blanco. El desarrollo tardio de
anticuerpos anti-HLA clase | y Il en pacientes de trasplante renal ocurre en un 20-30%
(29) E| desarrollo y progresion de la vasculopatia del injerto se debe a una prevalencia
de anticuerpos en circulacion en periodos prolongados. Los linfocitos T CD4" ayudan a
los linfocitos B en la generacion de anticuerpos, y solo los linfocitos T CD4" estimulados
por la via indirecta que son capaces de reconocer el alopéptido después de que los
linfocitos B ligan el aloantigeno a una molécula HLA clase Il propia participan en esta
funcion, en especifico los linfocitos T foliculares y los linfocitos CD4" de memoria
previamente estimulados ' ?®). Estos eventos requieren ademas de la secrecion de
citocinas por parte de los linfocitos T, la interaccion de moléculas coestimuladoras
expresadas en los linfocitos B y T, incluyendo CD40 y CD40 ligando (CD40L)
respectivamente. Posteriormente los linfocitos B migran a centros germinales de
foliculos linfoides en érganos linfoides secundarios, resultando en una mutacion de las
inmunoglobulinas de superficie, y la proliferacion de clonas de células productoras de
anticuerpos donador especifico. Por lo tanto, para el rechazo agudo probablemente el
papel mas importante de las CD4+ activadas por la via indirecta sea como ayudantes
en promover la aloinmunidad humoral (Figura 10), proveyendo ayuda a los linfocitos B

a diferenciarse a células plasmaticas de larga vida productoras de anticuerpos (LLPC)
(17)
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Linfocito B de borde
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Activacion semidirecta de CD8+ via directa

Figura 10. Respuesta celular y humoral frente al aloinjerto.

Cambio de isotipos IgM a I1gG

Plasma cell

Memory B cell

7

Médula 6sea

Vasculopatia crénica del injerto

Se tiene entonces poblaciones de clonas productoras de anticuerpos, provenientes de

células B naive que reconocen el antigeno y mediante la interaccién con linfocitos T se

convierten en células B de memoria y en células plasmaticas de vida corta. Es

entonces que la estimulacién constante mediante el reconocimiento del antigeno por

parte de las células B y la interaccion de CD40 y CD40L dentro de centros germinales

provoca que se diferencien a células plasmaticas de vida larga. Las clonas con poca

especificidad son eliminadas, mientras que las de alta especificidad son conservadas.
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Esta interaccidon coestimuladora también es esencial para el cambio de isotipo, donde
las células B inmaduras que expresan IgM e IgD se diferencian a células expresando

lgG, resultando en una reaccién inmune sostenida 9.

Fases del Rechazo
Rechazo hiperagudo

Se produce de minutos a horas después del trasplante. Este se debe principalmente a
la presencia de anticuerpos anti-HLA, probablemente a anticuerpos donador especifico
(ADE) que son aquellos dirigidos contra alguna especificidad antigénica presente en el
injerto, y su presencia se debe a eventos aloinmunizantes previos que condujeran al
desarrollo de la respuesta humoral. Intervienen también elementos inespecificos al
injerto, como el complemento, citocinas y mediadores de la inflamacion.

Cuando el revestimiento de células endoteliales de un érgano trasplantado se activa
por inflamacién, isquemia, manipulacién quirdrgica u otros factores, se puede producir
un gradiente de citocinas o una sobreexpresion de moléculas de adhesion %) Esto
provoca el reclutamiento de leucocitos en el lecho del injerto. Si existe una poblacion de
linfocitos aloreactivos especificos a las determinantes presentes en el injerto, puede

darse una respuesta citotoxica acelerada.
Rechazo agudo

El rechazo agudo resulta de la interaccion de los anticuerpos dirigidos a especificidades
del donador con el endotelio vascular del injerto, resultando en la activacién del
complemento y la infiltracion de células mononucleares. Esto causa la muerte celular y
pérdida de la integridad de vascular, y consecuentemente dafo isquémico. Debido a la
exposicidén de la matriz subendotelial al plasma, se da una activacion de factores de la
coagulacion y de plaquetas, que resulta en la trombosis vascular. Por otra parte, la
union de los anticuerpos a las moléculas HLA clase | provoca el reconocimiento por

parte de las células citotoxicas, que inducen la apoptosis por los mecanismos
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mencionados con anterioridad. Ademas se da el reconocimiento directo de moléculas
HLA clase | y Il y la atraccion e infiltracion de linfocitos T y B, macrofagos y células NK.
Los macréfagos actuan en etapas tempranas como células aloagresivas que
contribuyen a la posterior destruccién del injerto; liberan IL-1, activando linfocitos CD4+
para la produccién de sus propias citocinas: IL-2, IFN-y y TNFa. Las células CD8+ son
reclutadas secundariamente para completar el proceso de rechazo agudo. Este
fendbmeno ocurre en dias a un par de semanas posteriores al trasplante. Permanecen
como secuelas la remodelacion y duplicacion de la membrana basal en el glomérulo y
capilares peritubulares, por lo episodios de rechazo agudo se asocian a perdida

temprana del injerto 9.

Esta secuencia de eventos provee blancos terapéuticos en el tratamiento del rechazo
agudo. Entre las acciones a tomar se tiene la inhibicibn del complemento, la
disminucién de los titulos de anticuerpos donador especifico, disminuir la produccion de
estos ADE y evitar la presencia, diferenciacion y proliferacion de linfocitos T y B
alorreactivos. Por otra parte, se asocia la presencia de rechazos agudos tardios a la
pérdida del injerto en pacientes con poca adherencia al tratamiento inmunosupresor (30),
Igualmente, 28% de aquellos pacientes desensibilizados para lograr el trasplante

desarrollan rechazo agudo mediado por anticuerpos.
Rechazo crénico

Los mecanismos patogénicos subyacentes al rechazo crénico son parcialmente
comprendidos, dependiendo de la complejidad y origen multifactorial del proceso, que
incluye factores inmunolégicos como no inmunoldgicos. Actualmente se considera que
la mayoria de los casos de rechazo cronico y pérdida del injerto se debe a la
persistencia de ADE anti-HLA, reconociéndose principalmente aquellos dirigidos a
moléculas HLA clase Il. Las moléculas HLA clase Il estan fuertemente expresadas en
las células endoteliales de los capilares microvasculares peritubulares y glomerulares,
especificamente moléculas HLA-DR (26) Esto se asocia al desarrollo de glomerulopatia

progresiva en el injerto, que puede o no ser visible histolégicamente 7.
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Se manifiesta desde algunas semanas después del trasplante, hasta meses o anos
después. Se piensa que esto se puede dar debido a una exposicion continua a
anticuerpos anti-HLA donador especifico en bajas cantidades, que pueden permanecer
casi indetectables ®®. También se asocia su desarrollo a la mayor incidencia y
severidad de rechazos agudos con caracteristicas vasculares durante los primeros 6
meses después del trasplante y a mayores tiempos de isquemia durante el mismo ©2),
Se caracteriza por pérdida progresiva de la funcidon del injerto con presencia de
presencia de dafio glomerular, con o sin deposicion de C4d, y rechazo vascular con
biopsias donde se encuentra inflamacion intersticial y perivascular persistente,
aterosclerosis con proliferaciéon de células de musculo liso vascular y fibroblastos,
necrosis de las paredes arteriales, necrosis glomerular, adherencia de monocitos a
paredes vasculares y/o hemorragia intersticial ¢"?).

Generalmente, cuando se diagnostica un rechazo crénico, no hay muchos tratamientos

para alargar la vida del injerto, y el regreso a dialisis es inevitable.
Eventos aloinmunizantes

La respuesta humoral directa contra los HLA alogénicos puede establecerse por
exposiciones a estas moléculas durante embarazos, transfusiones sanguineas o
trasplantes previos. El incremento de la variedad de especificidades a las que los
anticuerpos anti-HLA pueden reconocer, los valores de MFI, relacionados al titulo y
persistencia de los anticuerpos en circulacion, ademas de un incremento en la
especificidad y fuerza de los anticuerpos producidos son consecuencias de estos
eventos aloinmunizantes. Todo esto lleva a un incremento de pacientes sensibilizados
en las listas de espera ®®, con una menor probabilidad de encontrar un donador
compatible contra el que no se esté aloinmunizado, incrementando el tiempo de espera
de los pacientes y la probabilidad de sufrir consecuencias de la enfermedad renal
cronica. También tienen como consecuencia que en caso de recibir un trasplante renal,

se vea incrementado el riesgo de pérdida del injerto %% 32),
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La sensibilizacion por un primer trasplante con demasiadas incompatibilidades HLA
puede llevar a que un paciente desarrolle una alorrespuesta sensibilizante, de manera
que entre mayor sea la diferencia entre las moléculas HLA del receptor y su donador,
mayor sera la sensibilizacion del receptor, presentando una respuesta frente a una
mayor variedad de moléculas HLA y a una mayor intensidad de la misma. Si bien es
cierto que en la poblacion pediatrica son relativamente pequefos los beneficios de un
mayor emparejamiento de HLA en la sobrevida del primer injerto comparando entre
diversos grados de diferencias ©®, resulta significativo respecto al segundo trasplante

en cuanto al tiempo en lista de espera, y por tanto en el tiempo en dialisis.

La transfusion sanguinea es otra fuente de sensibilizacién con gran importancia debido
a su extenso uso y con mas posibilidad de evitarse. Una de las complicaciones mas
importantes en la enfermedad renal cronica, y severa en los pacientes en dialisis, es la
anemia. Antes del desarrollo de la eritropoyetina, los pacientes en dialisis recibian de 6
a 8 unidades de sangre al afio. Debido a que en una transfusién de eritrocitos es
posible que ingresen suficientes leucocitos residuales, estos actuan como fuente de
aloantigenos HLA clase | y Il. Estos eventos llevan a un incremento del %PRA, es
decir, de la variedad de anticuerpos que responden a distintas especificidades
antigénicas del HLA, y a un incremento en los valores de MFIl a 21000 y a 23000 de

una variedad de estos anticuerpos 4.

Mientras la sensibilizacion por transfusiones es
menos probable en pacientes sin exposiciones previas, esta ocurre en pacientes
jévenes y en multitransfundidos. La prevalencia de anticuerpos anti-HLA clase | y Il no
muestra diferencia significativa segun la fecha de la ultima transfusion haya sido menos

(35)

de 10 anos hasta mas de 30 anos ™, por lo que la sensibilizacion alcanzada en las

transfusiones es persistente.

Los embarazos representan también una fuente de aloinmunizacién, pues los fetos
expresan antigenos heredados del padre que pueden ser alogénicos para la madre. En
esencia, el feto es un aloinjerto natural que no rechaza la madre. Durante esta etapa
pueden detectarse anticuerpos maternos frente a moléculas HLA del padre. Mientras

es mas probable la sensibilizacion por multiples embarazos, un embarazo es suficiente
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para algunas mujeres ©® y es probable que los 2 primeros embarazos sean los
eventos que causen una mayor aloinmunizaciéon, y que aquellos embarazos que no
llegan a término causan una aloinmunizacién poco significativa ©®, probablemente
debido a un menor tiempo de exposicidn a los aloantigenos. La sensibilizacion a los
aloantigenos paternos heredados tiene como consecuencia resultados desfavorables
en el injerto que lleva antigenos HLA paternos ®7) También se ha observado que entre
mayor sea el numero de embarazos, es mas probable la prevalencia de anticuerpos
anti-HLA en las pacientes, en caso de que en las pacientes se realice ademas una
transfusion, reportada como 1.7% (0 embarazos), 11.2% (1 embarazo), 22.5% (2

embarazos), 27.5% (3 embarazos) y 32.2% (4 o mas embarazos) °.

Finalmente, es necesario mencionar que se cree que existen otros eventos que
inducen la presencia de anticuerpos, como vacunas, eventos inflamatorios e
infecciones por microorganismos, ingesta de proteinas y alérgenos, que reaccionan de
manera cruzada con especificidades HLA. Incluso en pacientes sin historia de eventos
aloinmunizantes, se encuentra la presencia de anticuerpos anti-HLA, que se sugiere
son anticuerpos naturales, generalmente dirigidos a especificidades poco frecuentes
®8) Por otro lado, esto da lugar a que se tengan como factor de aumento de rechazo la

presencia de ciertas variantes HLA en los receptores ('®.
Pruebas inmunolégicas del binomio donador-receptor de trasplante renal

Inicialmente, deben confirmarse la compatibilidad de los grupos sanguineos de la

pareja donador receptor, para proceder con las pruebas inmunolégicas.

Tabla 4. Compatibilidad segun el grupo sanguineo.

Receptor Donador

0) 0)

A1 A1/0

A2 A2/0

B B/O

A1B AMB/A1/B/O
A2B A2B/A2/B/O
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Con el fin de valorar la compatibilidad antigénica entre el receptor y el donador de un
organo, y optimizar la supervivencia del injerto, las pruebas inmunoldgicas que deben

realizarse antes del trasplante son:

1) Tipificaciéon HLA 3) Determinacion de anticuerpos anti-
2) Prueba Cruzada HLA y anti-MICA.

Tipificacion HLA

La tipificacion de HLA empezd a principios de los 80°s, usando la técnica de Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP). Esta técnica presenté muchas dificultades,
pero tenia la ventaja de no requerir amplificacién del gen por clonacién o uso de PCR.
La PCR acelero el proceso para detectar las copias de un solo gen, lo que

anteriormente solo era posible por técnicas de clonacion.

Para la tipificacidon por métodos moleculares, lo principal es obtener DNA con cierta
pureza y concentracion, de acuerdo a cada método. Todas las tipificaciones actuales
de HLA se basan en la amplificacion de ciertas regiones alélicas, por PCR. Las
técnicas mas usadas para detectar estos alelos son tres: PCR-SSP (Iniciadores de
secuencia especifica), PCR-SSO (oligonucledtidos de secuencia especifica) Y PCR-
SBT (tipificacion basada en secuenciacion). Actualmente se pueden tipificar el HLA-A, -
B, -C, -DR, -DQ y -DP, asi como MICA (39). pero varia de laboratorio a laboratorio. Si
bien existe la técnica por serologia (baja resolucién), actualmente se utilizan técnicas
basadas en DNA (mediana resolucion). Estos antigenos son muy polimérficos, de tal
manera que se han identificado multiples alelos y siguen incrementandose con el paso
del tiempo. La capacidad para diferenciarlos depende de la resolucion del método,

siendo la secuenciacion la técnica de mayor resolucion.
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PCR-SSP: Cada iniciador amplifica uno o varios alelos. El numero total de iniciadores
debe contener el total de locus conocidos para cada alelo amplificado. Dependiendo de
la resolucion necesaria sera la cantidad de iniciadores a utilizar (alta o baja resolucion),
para baja resolucion se requiere de 95 a 100 iniciadores para tipificar —A, -B, -C, -DR y
-DQ.

Se necesitan diferentes controles para realizar la técnica PCR-SSP. Cada tubo
contiene ademas del par de iniciadores para los diferentes locus de HLA, otros
iniciadores que fungen como control al reaccionar con otra seccion del DNA. El
iniciador control siempre se coloca en una cantidad menor que el iniciador a estudiar.
Un segundo control es anadido como control negativo, este contiene todo menos el
DNA. Cuando este da positivo quiere decir que hubo contaminacién de DNA.

Los amplicones se determinan por sus pesos moleculares, segun la movilidad en geles
de agarosa por electroforesis. Aquellos de bajo peso molecular migran mas rapido que
los de alto peso molecular.

Si un producto amplificado no produce bandas, incluyendo el control de Ila
electroforesis, el proceso de amplificacion fallé.

PCR-SSP es un ensayo confiable y robusto tanto para clase | como para clase Il. Las
ambigledades ocurren en un 5-10% de las tipificaciones. Una de las mayores
desventajas es el gran numero de iniciadores requeridos para un solo paciente, por lo

que el ensayo o técnica no se recomienda para una cantidad alta de muestras.

PCR-SSO: Primero, la secuencia objetivo de DNA se amplifica por PCR. EI DNA
amplificado se desnaturaliza y se permite que vuelva a hibridar con sondas
oligoméricas de secuencia especifica complementaria, conjugadas a perlas marcadas
fluorescentes. Seguido de la hibridacion y una serie de lavados, el marcaje en el DNA
hibridado es dado por una reaccién de biotinizacion, que permite ser detectado usando
R- Ficoeritrina conjugada con estrepavidina (SAPE). Un analizador de flujo (LABScan
100, Luminex) identifica la intensidad de la fluorescencia de la ficoeritrina (PE) de cada
perla. La asignacion de la tipificacion HLA esta basada en el patron de la reaccion
comparado con patrones asociados a secuencias de genes HLA publicadas.
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Prueba Cruzada

Es la prueba mas importante en trasplante de 6rganos solidos. La prueba cruzada
pretende identificar anticuerpos presentes en el receptor, en concentracion
clinicamente relevante y con actividad citotdéxica (funcionales), que pudiera ocasionar
un rechazo hiperagudo o pérdida temprana del injerto debido a la presencia de

anticuerpos HLA V.

La prueba cruzada enfrenta el suero del receptor contra linfocitos del donador, y asi
determinar si existen anticuerpos donador-especificos. Tanto la técnica de citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC) y sus variantes donde se amplifica con
inmunoglobulina (CDC-AHG) como la Citometria de Flujo (CF) usan linfocitos, de tal
manera que de ser positiva habla de anticuerpos dirigidos contra antigenos de
membrana celular (HLA y no HLA, excepto MICA que no se expresan en linfocitos). Si
bien, la técnica por CDC es mucho menos sensible (requiere la existencia de niveles
muy altos de anticuerpos para ser positiva), es considerada el método estandar a nivel
mundial. Esta deberia ser de rutina en linfocitos B y T. Las células T expresan
moléculas HLA clase | pero no clase IlI; mientras que células B expresan ambos HLA
clase | y Il. La densidad de las moléculas de clase | es mayor en células B, haciéndolas
mas sensibles que células T para detectar bajos niveles de anti-HLA clase |. Dado que
los linfocitos B también expresan antigenos de clase Il del HLA en su superficie
ademas de antigenos de clase |, se considera que una prueba de compatibilidad de
linfocitos B es mas sensible que una realizada con linfocitos T. El bazo contiene mas
linfocitos B que la sangre periférica. Una prueba de compatibilidad con linfocitos no
separados procedentes del bazo es mas sensible que otra realizada con linfocitos no

separados procedentes de la sangre periférica 9.

La prueba cruzada serologica identifica la presencia de anticuerpos dirigidos a
antigenos de superficie celular, que pueden causar un rechazo humoral, pero no la
aloinmunizacién en células T que podrian causar un rechazo mediado por células

acelerado.
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En general, una prueba cruzada de linfocitos T positiva es una contraindicacion del
trasplante. Un resultado positivo en una prueba cruzada de linfocitos B puede
obtenerse por diversos motivos, como anticuerpos anticlase I/l del HLA o
aloanticuerpos, inmunocomplejos, tratamiento con medicamentos antilinfocitos B
(rituximab, alemtuzumab) y aloanticuerpos no HLA. En caso de una prueba cruzada de
linfocitos B positiva, las decisiones individuales deben basarse en el estado de

anticuerpos y los antecedentes inmunoldgicos del receptor.

No todos los anticuerpos linfocitotoxicos participan en la sobrevida del injerto. El suero
de ciertos pacientes frecuentemente contiene autoanticuerpos que reaccionan con
linfocitos, en caso de presentarse enfermedades autoinmunitarias. La mayoria de estos
anticuerpos son IgM y su reactividad puede ser eliminada tratando el suero con

quimicos que rompen enlaces disulfuro (dithiothreitol o DTT).

DATOS IMPORTANTES PARA LA INTERPRETACION DE PRUEBA CRUZADA.

1. Nombre, sexo, etnicidad o raza, y 4. Historia de embarazo en mujeres.
fenotipo HLA. 5. Trasplantes anteriores, con HLA del
2. Fenotipos de HLA del donador donador.
potencial. 6. Historial de trasfusion.
3. Diagnostico del paciente. 7. Historial de PRA.

Deteccidn de anticuerpos anti-HLA. %PRA

El screening de anticuerpos anti-HLA en el suero es un trabajo importante en los
laboratorios clinicos de HLA. La informacion obtenida se usa para determinar el grado
de aloinmunizacion humoral, expresada en porcentaje de un panel reactivo de
anticuerpos (%PRA). El analisis también proveera informacién importante en cuestion
de la especificidad de los anticuerpos lo que puede ser usado para predecir la
incompatibilidad con el posible donador, y un posible desarrollo de rechazo agudo o
cronico del aloinjerto. Esto también ha logrado la identificacién del rechazo mediado por

anticuerpos después del trasplante renal.
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Cuando un paciente es considerado para el trasplante de un 6rgano, la tipificacion del
HLA se realiza, y en el suero se busca la presencia de anticuerpos anti-HLA. La primer
parte del screening o tamizaje se realiza conociendo la reactividad del suero contra un
panel de linfocitos (prueba serologica por Citotoxicidad Dependiente de Complemento)
o antigenos HLA purificados unidos artificialmente a placas de ELISA o a microperlas
para Citometria de flujo o para Luminex (prueba fluoroanalitica), expresado en %PRA.
La segunda parte y mas importante es determinar la especificidad de los anticuerpos
HLA en el suero del paciente. Mientras que la CDC solo puede darnos %PRA, el resto
de las pruebas tiene reactivos para hacer tamizaje, %PRA y “Single Antigen”, donde
solo varia el numero de antigenos fijados en dicha superficie. Cada pocillo de ELISA o
microesfera contiene: 18 antigenos (para tamizaje), 6 antigenos (para %PRA) y un
antigeno HLA (para “Single Antigen”. Con mucho, “Single Antigen” dara la mejor
informacion (especifica y exacta) para su uso antes o después del trasplante, de ahi
que en algunos algoritmos de manejo propuestos se propone solo “Single Antigen” y un
%PRA calculado a partir de esa prueba (eliminando el %PRA tradicional). Esto provee
informacion importante en la seleccibn de donadores vivos, o de los adecuados
receptores de los donadores fallecidos, especialmente en pacientes altamente
sensibilizados. La combinacion de pruebas puede mostrar varios escenarios a seguir

previos al trasplante “".

Tabla 5. Escenarios clinicos segun pruebas inmunolégicas.

Acs “Donador

PC x CDC PC x CF Especifico x Interpretacion y Sugerencias
LUMINEX”
POS POS POS Titulos ALTOS de anticuerpos presentes antes del

trasplante, CONTRAINDICACION ABSOLUTA.

NEG POS POS Titulos moderados. No contraindica el trasplante, pero

se sugiere Plasmaféresis preTx e induccion con

incremento en Rechazos Humorales (si es posible
buscar otro donador).

timoglobulina para mejorar el prondstico. Se espera un

NEG POS NEG Titulos moderados a bajos de Acs NO-HLA o diferentes

Se sugiere lo mismo que punto previo.

NEG NEG POS Titulos MUY BAJOS. Se sugiere solo Induccién con
Timoglobulina. El prondstico se espera BUENO.
NEG NEG NEG Sin anticuerpos o NO detectables. Se puede

dar induccion con Basiliximab
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Los anticuerpos anti-HLA casi siempre son adquiridos por aloinmunizacion activa. El
tamizaje de anticuerpos especificos del HLA ha de realizarse 2 y 4 semanas después
de todo episodio inmunizante, por ejemplo, transfusion de sangre, trasplante vy

embarazos “9).

Los pacientes presensibilizados con %PRA elevados tienen dos desventajas

principales:

* Debido a una prueba cruzada frecuentemente positiva, generalmente esperan mas un
organo que los pacientes no sensibilizados
* Los anticuerpos pasados por alto o una mayor alorreactividad en la prueba cruzada

puede influir negativamente en el resultado del injerto.

Ciertos esfuerzos especiales, como el programa de incompatibilidades aceptables (AM)
de Eurotransplant, han logrado trasplantes satisfactorios en pacientes muy
sensibilizados (PRA = 85 %) “2),

Seguimiento Postrasplante

Se sabe que entre mayor es la diferencia en el emparejamiento de moléculas HLA de
receptor y donador, menor es la sobrevida del injerto y del tiempo de su funcion.
Mientras existen terapias disponibles para tratar episodios de rechazo agudo al injerto
mediado por anticuerpos, éste permanece en riesgo de que se presente un rechazo
cronico mediado por anticuerpos y supervivencia disminuida. Los tratamientos para el

rechazo crénico mediado por anticuerpos estan aun por determinarse.

Respecto a los anticuerpos donador especifico detectados previo al trasplante,
mientras se asocian valores bajos de MFI a los anticuerpos contra moléculas HLA clase
Il en la incidencia de episodios de rechazo “*, los ADE contra moléculas HLA clase |,
de valores MFI elevados, se asocian a una mayor frecuencia a rechazos mediados por

anticuerpos 4.
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Existe una fuerte relacion entre la elevacion de anticuerpos postrasplantes, con una
mayor asociacion a los ADE, antes de que se presenten signos de rechazo del injerto
como el incremento de creatinina sérica, y pueden obtenerse resultados negativos en
su determinacion incluso 6 meses después del trasplante “®, por lo que es necesario
continuar monitoreando a los receptores de un trasplante renal para detectar la

elevacion de anticuerpos en circulacion.

Seroteca. Definiciéon y funcién

La NOM-253-SSA1-2012 define a la seroteca como un “espacio donde se almacenan
bajo estrictas condiciones de bioseguridad y a temperatura adecuada muestras de
suero o plasma, generalmente en alicuotas congeladas, provenientes de donantes,
receptores o pacientes, con el fin de efectuar futuras determinaciones analiticas que

pudiesen requerirse” 49

La seroteca posibilita el agregado de nuevas determinaciones en las muestras de los
pacientes, ya sea porque se hubiesen omitido en su momento, o porque los resultados
obtenidos y ya informados sugieren la realizacion de nuevas determinaciones.
Indudablemente, se obvian las inevitables molestias que causan para el paciente la
extraccién de la muestra, y para el laboratorio, el procesamiento preanalitico de las
mismas. Al disponer entonces de la muestra archivada, se hace mucho mas sencillo el

confirmar un resultado o solicitar sobre esa muestra una nueva determinacion.

Las serotecas tienen como propdsito proporcionar una gran cantidad de informacion
sobre la naturaleza y extension de los eventos inmunoldgicos de una poblacion. Al
reunir una cantidad de muestras representativas de una poblacién, se pueden hacer
comparaciones validas entre grupos que pueden presentar algun factor de riesgo,
permitiendo establecer prioridades al actuar y disefar programas cada vez mas

eficientes.
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La integracién de bancos a nivel nacional de los laboratorios con el mismo fin puede
observarse por ejemplo, en la creacién del Banco Nacional de Sueros en el Instituto
Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos, en México; no sucede lo mismo
para el caso de los trasplantes, aunque existen modelos a nivel de regional como el de
Argentina, donde se ha creado un Centro Unico Coordinador de Ablaciéon e Implante
de la Provincia de Buenos Aires, donde tienen sede las Serotecas Nacionales de
Receptores y Donadores. Esta ultima, creada en 2010 al contar con la infraestructura
necesaria, tiene como fin descartar la transmision de enfermedades, de manera que se
garanticen los estandares de calidad, seguridad y trazabilidad de los procedimientos de

trasplante “7).

Ademas, una sola muestra puede someterse a numerosos analisis en el laboratorio
para medir una amplia gama de elementos constituyentes del suero. Algunos estudios
relacionados al seguimiento postrasplante de los receptores de rifidn a través del
tiempo transcurrido necesitan la evaluacion de las concentraciones de los
inmunosupresores o la determinacidn de las caracteristicas de los anticuerpos, para

manejar posibles signos de rechazo y modificar los tratamientos inmunosupresores.

Por otra parte, el entendimiento de procesos patolégicos que comunmente pueden
presentarse en los pacientes trasplantados lleva al desarrollo de investigaciones
mediante la determinacién de los perfiles seroldgico e infeccioso. Todo esto se logra
con muestras que se almacenan en condiciones adecuadas de temperatura en las

serotecas de diversos centros y hospitales.
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Justificacion y planteamiento del problema:

El trasplante renal es una de las terapias de primera eleccion en cuestiéon de
enfermedades relacionadas a falla renal, siendo la mejor. Entre estas terapias se
encuentra la dialisis peritoneal y la hemodialisis, pero por el amplio costo y la
incomodidad de los procedimientos que implican estas a lo largo de la enfermedad, se
recomienda el trasplante.

Con el fin de reducir aun mas los recursos y el tiempo invertido tanto por el personal
como del paciente que se encuentra en lista de espera ante la presencia de un donador
fallecido, se pretende implementar una seroteca para asi mantener un monitoreo

constante y oportuno del estatus inmunoldgico del paciente.

Objetivo.

Objetivo general:
Elaborar el proyecto para implementar una seroteca para pacientes en lista de
espera de donador fallecido en la UMAE-HE CMN SXXI.

Objetivos particulares

1.-Establecer los tiempos para la toma de muestra peridédica de los pacientes en lista
de espera de donador fallecido en la UMAE-HE CMN SXXI.

2.-Optimizar los recursos para la realizacion de las pruebas cruzadas de donador
fallecido.

3. Proponer el uso de un carnet de identificacién para la seroteca para pacientes en
lista de espera de donador fallecido, con informacién util para evaluar su estado

inmunoldgico y llevar un control historico de las pruebas realizadas.
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Material y métodos.

Criterios de inclusion:

Que el paciente se encuentre inscrito en la lista de espera de donador fallecido.
No padecer obesidad (IMC>30Kg/m?)

El paciente debe haber sido estudiado en el servicio de infectologia, para
asegurar que se encuentra libre de infeccion activa.(VIH, Citomegalovirus, VHB,
VHC, toxoplasmosis)

No debe presentar infeccion por tuberculosis

Evaluacion por nefrologia

Evaluacién por cardiologia.

Evaluacién por psiquiatria.

Determinacion de PRA especifico(%PRA)

Criterios de No Inclusion:

Padecer obesidad(IMC>35 Kg/m2)

Paciente sin haber sido estudiado por infectologia, y presentar alguna prueba
reactiva en alguna infeccion(VIH, VHB, VHC, Citomegalovirus, toxoplasmosis)
Presentar infeccién por tuberculosis.

No haber sido evaluado por el servicio de nefrologia.

No haber sido evaluado por el servicio de cardiologia.

No haber sido evaluado por psiquiatria.
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Procedimiento

Procedencia del material biolégico:
Seran recibidas, registradas y almacenadas muestras que procedan de pacientes en

lista de espera de donador fallecido de trasplante renal.

Manejo de la muestra:

Una vez tomada la muestra del paciente, se le realizara %PRA para ver el estado
inmunologico del paciente.

Sera registrado, para su posterior uso.

En caso de que llegue un donador fallecido, se tomara el suero congelado archivado

del paciente para poder realizar la prueba cruzada.

Condiciones de almacenamiento:

El tiempo de almacenamiento sera 5 afios como maximo.

La temperatura de almacenamiento sera a -20°C, en viales de 2 mL.

Las muestras de material biolégico seran conservadas en cajas portaviales, las mismas
que cuentan con una descripcion de la distribucidon de las muestras, permitiendo la facil
ubicacién de las mismas en los casos que se requiera. Se propone un orden de las
cajas por orden alfabético del apellido paterno, y por ano.

Las cajas deberan estar enumeradas en orden correlativo teniendo cada una de ellas
un registro de su contenido y su fecha de procedencia.

Las muestras de material biolégico seran almacenadas segun el orden de llegada. Para
tal efecto cada congeladora contara con un mapa de ubicacién de las cajas portaviales
almacenadas en cada uno de los niveles.

El mapa estara colocado en un lugar donde sea visible, por ejemplo en la puerta del
congelador.

No seran almacenadas las muestras que hayan sido contaminadas durante la

manipulacion o en cualquier punto de su manejo.
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Descripcion general del estudio.

El uso de una cédula de identificacion para la seroteca tiene como uno de sus objetivos
conocer la cantidad de muestras de suero que se han tomado de un paciente en lapsos
de un ano (Figura 12). La lista de espera de los pacientes que requieren un trasplante
renal incorpora los datos de grupo sanguineo, Tipificacion HLA (ANEXO 2),
determinacién de anticuerpos anti HLA (ANEXO 4) y especificidad de estos anticuerpos
si el paciente esta sensibilizado, tiempo de espera en el programa, edad y prioridad
meédica.

La lista de espera para trasplante renal se ordena y prioriza cada vez que se tiene un
donante cadaver de acuerdo a los factores indicados anteriormente, por lo que va esta

lista va a ser diferente en cada seleccién.

Con la finalidad de disponer de muestras de suero actualizadas de cada uno de los
receptores para trasplante renal que forman esta lista, se solicita un suero cada seis
meses de cada paciente con %PRA=0 y cada 4 meses de pacientes con %PRA>0 y asi
cuando se estudia un donante, se dispone de un suero actualizado (el ultimo suero)

mas otros sueros mantenidos en el laboratorio (SEROTECA).

Los pacientes deben asistir al laboratorio dos o tres veces al afio para la obtencion del
suero, el cual debe ser almacenado a -20°C lo que constituye la seroteca. Estas
muestras seran utilizadas para la realizacion de las pruebas cruzadas con los donantes
cadavéricos y en la determinacion de anticuerpos anti-HLA de los receptores.

La toma de la muestra sera obtenida en el laboratorio de HLA del Banco de Sangre
Centro Médico Siglo XXI.

Si el paciente no asiste a la cita para la toma de su muestra en la fecha acordada o en
su defecto 45 dias después de esta en pacientes que presentan anticuerpos anti-HLA y
3 meses después en pacientes que no presentan anticuerpos anti-HLA, el paciente se
inactiva de la lista de espera y si esta situacion persiste por mas de un afio el paciente

sera dado de baja y su tiempo de reingreso sera a partir de esta fecha.
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Es importante el envio de los receptores a la toma de muestra 30 dias post transfusion
o post infeccién de importancia clinica ya que se recomienda realizar determinacién de
anticuerpos posterior a estos eventos. Estos sueros pueden enviarse fuera de la
calendarizaciéon programada anualmente, y de preferencia deben reprogramarse la
toma periodica. El tiempo de almacenamiento de la seroteca es por un maximo de 5
anos cada suero. Los sueros de pacientes trasplantados se mantienen por 3 meses

post trasplante y se utilizan en reevaluaciones de anticuerpos cuando sea necesario.

En el momento que se presenta una alarma de donador fallecido, se procede a realizar
las pruebas previas al trasplante tanto al receptor como al donador de tipificacion,
prueba cruzada e identificacidon de anticuerpos, y segun los resultados se guia el

tratamiento inmunosupresor pretrasplante, de acuerdo a la Figura 11:

1A‘I i_':res:_’“:h s Donador Fallecido
ipificar Y ‘
“Single Antigen” Prueba Cruzadel x CDC Negativa

(" Verificar iiltimo “Single Antigen” y/o PRA

pretrasplante. Si no tiene realizarloen
cuanto sea posible
Tipificar por serologia el dia del Tx y
Tipificar por DNA en cuanto sea posible

v
Con AcHLA Sin AcHLA-DE Sin AcHLA-DE
Donador Especifico ¥ PRA>30% ¥ PRA<30%

v L
PC x Citometria PC x Citometria
Positiva o NO realizada Negativa

A

Timoglobulina+ Timoglobulina

Plasmaféresis e IGIV
3 sesiones Post-Tx

Figura 11. Algoritmo para valorar el riesgo inmunoldgico en trasplante de donador fallecido.
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Propuesta de la Cédula de Identificacion para la Seroteca de la Lista de Espera de
Donador Fallecido.

Cédula de Identificacion para la Seroteca de la Lista de espera de Donador Fallecido
Banco Central de 5angre. Laboratorio de HLA
UMAE, HE, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS

IMSS

MNombre: Mo. de Seguro Social:
Grupo Sanguineo: Edad: Sexo:
Domicilio:

@Teléfono (s): Fecha de registro:
Unidad Meédica de origen: Fechade estudio HLA:
Fechadeingresoa Lista de Espera: Fechade inicio en Terapia Sustitutiva:
Transfusiones (# paguetes): Embarazos (incluyendo abortos):

Enfermedades (Autcinmunes, DM, HA):

Fecha @Estudio @Sewicio @ Motivo @Solicité istic'r
HPRA

Teléfonos:

Figura 12. Cedula de Identificacion para la Seroteca de la Lista de espera de Donador Fallecido.

1. Datos generales del paciente. También incluye la fecha de registro del carnet.

2. Datos médicos, sobre la historia inmunolégica de los eventos aloinmunizantes del
paciente. Indicar el numero de paquetes transfundidos, y la fecha de la ultima
transfusion. De ser posible, después de indicar el numero de embarazos totales, indicar
entre paréntesis aquellos que no llegaron a término. En caso de que el paciente haya
tenido trasplantes previos a su ingreso a la seroteca, indicar en el cuadro la fecha de
éste, parentesco del donador y en Motivo, 1er Trasplante, 2°. Trasplante, etc.

3. Fecha de la citas para la toma de muestra. Aqui las citas programadas para las
muestras periédicas para la seroteca se asignaran por el personal del laboratorio de
HLA y por el médico, contando 4 meses a partir de la fecha de expedicion del carnet, o

de la ultima toma de muestra.
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Entre las indicaciones, se debe tomar en cuenta que en caso de existir anticuerpos
preformados en el suero del paciente, con un valor de %PRA=0, se realizaran tomas de
muestra cuatrimestrales para la seroteca, y dos en caso de %PRA<0. De manera tal
que para los pacientes no sensibilizados se contara con un respaldo de 2 muestras
archivadas en la seroteca por afo, y 3 muestras archivadas por afio para los pacientes
sensibilizados.

4. Estudio solicitado, indicando con una marca aquel a realizar. Generalmente se pide
el %PRA y este puede estar acompafiado por SA, a su vez pudiendo acompafiarse con
la prueba de fijacion de C1q. En el caso de que la muestra sea aquella solicitada de
manera periodica para la seroteca, no se indicara ningun estudio.

5. Servicio del que proviene el paciente, ya sea Nefrologia o la Unidad de Trasplante
Renal, y el hospital del que proviene.

6. Motivo de la toma de muestra. Aqui es necesario sefalar que la muestra de suero
que se toma se almacenara y tiene como fin su disposicidon en cualquier momento para
realizar una determinacion futura, ya sea determinacion de anticuerpos, o para realizar
una prueba cruzada en caso de donador fallecido. Por tanto, los motivos que pueden
mencionarse de manera comun seran: 1) Muestra periddica, 2) Transfusion o
embarazo o infeccion grave, 3) Monitoreo postrasplante, 4) Sospecha de Rechazo
mediado por Anticuerpos (RMA) ya sea agudo o crénico.

Se agendara la cita para la Muestra peridédica contando 4 meses a la ultima toma de
muestra. En caso de que se realice una toma de muestra antes de la Muestra
periddica, 0 que se necesite agendar una cita préxima por un evento aloinmunizante,
se cancelara la cita de Muestra periddica y se reagendara sélo cuando se confirme la
siguiente toma de muestra.

7. Firma o rubrica del médico especialista que solicita la toma de muestra y/o estudio.

8. Firma o rubrica del responsable de la toma de la muestra.

67



Discusion

Actualmente, cada vez que se genera un donante renal, los pacientes en espera son
citados, deben ir a que se les tome una muestra de sangre al laboratorio para realizar
los examenes y luego dirigirse a ser evaluados al centro de implante. Esto alarga
considerablemente el tiempo al momento de asignar un rifidn, ademas de generar
numerosos desplazamientos de los pacientes implicando gastos y deterioro del estado

de salud.

La implementacion de una seroteca ayudara a mejorar la prontitud en la que se realizan
las pruebas de histocompatibilidad con el donador fallecido. En especial, la prueba
cruzada, que se considera el estandar de oro para proceder con el trasplante o
rechazarlo. También ayudara a mantener un control en el historial clinico de los
pacientes, pues se registraran los eventos aloinmunizantes posteriores al registro del

carnet, principalmente transfusiones.

Los datos generales del paciente serviran para tener en consideracion la ubicacion del
paciente, y la factibilidad del trasplante. Entre los datos inmunoldgicos, conocer los
eventos aloinmunizantes ayudara a mostrar una coherencia en los resultados de las
determinaciones de anticuerpos. Se sabe que estas respuestas humorales persisten
por afios y se mantienen constantes los titulos de anticuerpos y concentraciones de
células T citotoxicas capaces de responder a la estimulacion de moléculas HLA. Las
determinaciones en fase sodlida tienen la ventaja de permitir el analisis efectivo de
cantidades considerables de distintos sueros Por otro lado, existen estudios que

muestran las siguientes caracteristicas de estos ensayos:
« Existen fendmenos de prozona, que provocan falsos negativos en la deteccion de

anticuerpos, y donde los resultados, expresados en MFI, se incrementan al realizar

diluciones de los sueros.
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« Existe controversia en su uso en cuanto a que pueden exponer epitopos cripticos,
que son reconocidos por anticuerpos naturales y resultando en falsos positivos.
También se dice que algunos resultados no son confiables, como la deteccion de
anticuerpos anti-HLA-C, DQ y DP, debido a que a diferencia de las células, las

perlas utilizadas contienen una gran densidad de antigenos de estos alelos.

« El uso de terapias con anticuerpos como la Inmunoglobulina intravenosa (IVIG),

Rituximab y Basiliximab pueden interferir con las determinaciones en fase sélida.

« En cuanto la implementacién de ensayos mas certeros a la prediccién del rechazo,
se propone el uso de la determinacién de la fijacion de complemento, pues se
muestra una relacién en la fijacion de la molécula C1q de la cascada del
complemento, por parte de los ADE, y la sobrevida del injerto. Por otro lado, se dice
que sean o no ADE, los anticuerpos capaces de fijar C1q se relacionan al rechazo
cronico. Crespo et. al. contradicen esta propuesta, relacionando sélo los niveles

43)

MFI de los anticuerpos pretrasplante, sobre todo los de clase | “3)  Esto pudo

deberse posiblemente a que los valores MFI para las pruebas SA y C1q no siempre

correlacionan “®.

A pesar de todo esto, es innegable que los ensayos de fase sdlida han permitido la
determinacion precisa de los antigenos especificos contra los que se presentan
anticuerpos en los sueros de los pacientes, lo que lleva a aproximar sus resultados a
las pruebas cruzadas, a pronosticar de manera mas efectiva los desenlaces que
tendran los trasplantes y a guiar los tratamientos para prevenir o tratar los rechazos.

Es por esto que una determinacion de SA se realiza siempre antes de llevar a cabo un
trasplante, como ultima determinacion del laboratorio de HLA. También se realiza en

caso de evaluar el estado inmunolégico para segundo trasplante.
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En cuanto a los criterios de asignacion de érganos de donador fallecido, en otros
hospitales, como el INCMNSZ, y en hospitales de otros paises, como Chile o Espania,
han empezado a hacer uso de algoritmos donde se asigna un puntaje a diferentes
criterios como PRA y compatibilidad HLA, tiempos en lista de espera, o segun la
situacion de los pacientes (superurgentes, nifios, pacientes de gran antigiedad, edad)
(12.:49.50) 'Esto con la finalidad de usar un método objetivo y justo.

En Estados Unidos, se aplica ademas una evaluaciéon de la calidad de los rifiones
donados, calculando KDPI/KDRI, para estimar la posible sobrevida del injerto, con el fin
de asignar aquellos rifones con mas probabilidad de sobrevida a los pacientes que

requieren un injerto funcional por largo tiempo ®1),

El criterio de cero diferencias HLA sigue siendo el mas importante al momento de
asignar un rifidn de donador fallecido. Es decir, aquellos pacientes idénticos en fenotipo
HLA, de manera independiente a otros criterios, son los primeros candidatos en ser
considerados para el trasplante. Por otro lado, la infancia es un periodo critico, donde
los efectos adversos de la enfermedad renal terminal pueden afectar el desarrollo del
paciente. Los receptores jovenes tienen una mayor esperanza de vida, y requeriran un
injerto que funcione por muchos afos, por lo que en varios protocolos empiezan a
darseles prioridad al asignar un rifidn. La poblacion pediatrica y de adultos jévenes
tienen un mayor riesgo de muerte debida a fallo del injerto, localizandose los valores
mas altos entre los 17-24 afnos de edad, independiente de la edad en la que se recibe
el trasplante (62) Aunque no se han visto factores que modifiquen este riesgo, se ha
propuesto que estos pacientes deben ser monitoreados cuidadosamente para mejorar

la supervivencia del injerto.

Se sabe que la disparidad en los loci HLA-A, B y DR tiene un impacto aditivo en la
disminucién de sobrevida del injerto a largo plazo ). En cuanto a las determinaciones
de anticuerpos, la incidencia del rechazo agudo es mayor en los pacientes con ADE
qgue en aquellos pacientes ausentes de ADE, y la incidencia de rechazo agudo humoral
es marcadamente mayor en los pacientes con anticuerpos anti-HLA Clase | y I, que en

aquellos con una sola clase de anticuerpos 2.
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De manera general se asocia la presencia de anticuerpos de novo donador especifico
con el aumento en la prevalencia de pérdida del injerto. Es necesario entonces realizar
un monitoreo constante de los pacientes pre y postrasplante, pues la informacién
obtenida ayuda en la guia de las decisiones medicas a lo largo de todo el proceso del

tratamiento de la Enfermedad Renal Croénica.

Por tanto, para el carnet de la seroteca se tiene como visidon que sea una herramienta
util para todo momento en el proceso de asignacion de riflones de donador fallecido, al
contener datos que podrian servir en algun momento a guiar el criterio de las

asignaciones por parte de los integrantes del programa de Trasplante renal.

También podria proveer informacion necesaria para realizar futuras determinaciones
con fines estadisticos o de investigacion, o implementar de manera objetiva nuevas
determinaciones, como la fijacion del complemento, para la asignacién de rifiones de

un donador fallecido.

Conclusion

La implementacion de una seroteca para receptores de donador fallecido es necesaria
para realizar las determinaciones necesarias con el fin de conocer y dar seguimiento al
estado inmunoldgico del paciente con enfermedad renal crénica, por lo que debe
invertirse en ésta. Al contar con una seroteca para los pacientes en lista de espera de
donador fallecido, los tiempos de respuesta por parte del laboratorio asi como el
monitoreo inmunoldgico de estos pacientes, se vera fortalecida de la decision clinica
del médico en el manejo del paciente. Ademas, se optimizara el tiempo y por tanto los
recursos invertidos en la busqueda del receptor mas apropiado en cada caso.

Implementar periodos para la toma de muestra mediante el uso de un carnet
personalizado mejorara la atencion hacia los pacientes y el compromiso de estos de

llevar a término el posible proceso de trasplante.
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Perspectivas

Colocar a la Seroteca de la Lista de Espera de Donador Fallecido como una referencia
para realizar las pruebas inmunologicas certeras y confiables de %PRA, SA,
C1qScreen, y las Prueba cruzadas, utiles para guiar las decisiones de asignacién de
rinones.

Mejorar la sobrevida de los pacientes y de los injertos en el programa de trasplante
renal de donador fallecido, y disminuir los costos de los tratamientos requeridos, al
evitar complicaciones relacionadas al retraso de la realizacion del trasplante.

Impulsar el compromiso y animo de los pacientes en lista de espera, al sentirse
considerados durante su espera, cumpliendo con una asignacion justa e incluyente, y
hacerlos responsables de cumplir sus citas.

Utilizar los datos del paciente sobre su estado inmunoldgico y los resultados de las
determinaciones de anticuerpos anti-HLA, permitira considerar si existe un riesgo de

42 asi como guiar el

rechazo del injerto en base a observaciones anteriores ¢
tratamiento farmacoldgico que los médicos deben administrar.

La estandarizacion de las pruebas de fijacion de C1q permitira en un futuro realizar
observaciones que relacionen la capacidad fijadora de complemento de los anticuerpos
y la prevalencia del rechazo, o el riesgo en base al MF| de esta prueba. Permitira, junto
con la Seroteca de la Lista de Espera de Donador Fallecido, aclarar la relacién de los

ADE y su capacidad de fijar complemento en el rechazo.
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ANEXO 1
TOMA DE MUESTRA DONADOR CADAVERICO.

Para procesar las muestras de donador cadavérico favor de tomar la sangre en los
siguientes tubos:

e 4 tubos de anticoagulante ACD sol. A con capacidad de 8.5mL(tubo amarillo)
e 1 tubo sin anticoagulante con capacidad 6mL.(tubo tapa roja)

Para los ganglios linfaticos que deben ser obtenidos al momento de la procuracién de
los organos, transferirlos en el medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con
antibidticos enviar de 10 a 15 ganglios evitando tejido graso. Si no se cuenta con
medio de cultivo, utilizar aprox. 50mL de solucion de preservacion de érganos y poner
la solucion en un contenedor estéril.

Etiquetar cada muestra con nombre completo de donador, edad, fecha, grupo
sanguineo y hora de la toma.

La muestra que se debe tomar para los probables receptores consiste en:
e Un tubo de 6.0mL sin anticoagulante (tubo tapa roja)

e Un tubo de 8.5mL con anticoagulante ACD sol. A(tubo amarillo)

Etiquetar cada muestra con nombre completo de los receptores, edad, fecha,
grupo sanguineo, y hora de la toma.
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ANEXO 2
Técnica de Prueba Reactiva de Anticuerpos (%PRA)

Deteccion de anticuerpos anti-HLA

—

Poner una alicuota de suero de 180 yL en un tubo eppendorf de 1.5 mL.

2. Opcionalmente, incubar adicionando 20 yL de DTT, a 37 °c por 30 min.

+ Nota: Centrifugar el suero durante 7 min a 9300g para remover cualquier
rastro de fibrina.

3. Dispensar en una placa de 96 pozos una alicuota de 20 uL de suero para la
prueba de Tamizaje (Screening), 40 pL para la prueba de %PRA Clase | y Il, y
en caso de solicitarse, 20 yL de suero para cada prueba de Antigeno Unico
(Single Antigen), tanto para SA Clase | como Clase Il. Dispensar el suero de
cada paciente, segun corresponda las pruebas a realiza. Correr un control
negativo al correr cada kit.

4. Agregar a cada pozo de Screening 5 pL de perlas LABScreen ®
correspondiente, 10 yL de mezcla de perlas LABScreen ® correspondiente
para %PRA Clase | y Il, y 5 uL de perlas LABScreen ® correspondientes a SA,
ya sea Clase | o Clase Il.

% Agitar con vortex el reactivo al menos 20 segundos antes de su uso.
* Mezclar suavemente el reactivo con el suero usando una pipeta.

5. Incubar durante 30 minutos sin luz vigilando que la temperatura esté entre 20 —

25 °C con agitacion suave (opcional).

Lavar 3X usando 1ml del buffer de lavado. Centrifugar a 9,300g por 2 min.

Después del ultimo lavado, retirar cuidadosamente todo el buffer.

% Durante el tiempo de incubacion preparar la anti-lgG humana de cabra
conjugada con PE. Se encuentra a una concentracion de 100X,
combinar 1uL del anticuerpo con 99 uL de buffer de lavado. Preparar
también suficiente buffer de lavado (aproximadamente 5 mL por
muestra) El stock del buffer tiene una concentracion 10X, llevarlo a 1X.

N

Marcaje de la muestra

1. Anadir 100 uL de IgG-PE a cada muestra y agitar con vortex.
2. Incubar en ausencia de luz durante 30 minutos vigilando que la temperatura
esté entre 20 — 25 °C con agitacion suave (opcional).
3. Lavar 2X con 1mL de buffer de lavado. Centrifugar a 9,300g por 2 min.
4. Después del ultimo lavado, retirar cuidadosamente todo el buffer.
5. Anadir 70 pL de PBS 1X a cada muestra y mezclar.
+ Nota: El volumen final tiene que ser aproximadamente de 80 pL.
6. Guardar las muestras en ausencia de luz a 4°C hasta su lectura.

Lectura de la muestra — PARA SU USO CON LUMINEX 2.2 O POSTERIOR.
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1. Si no esta ocupando el sistema de suministro, llenar la botella del liquido de
revestimiento y cerrar la tapa.

2. Una vez que el equipo ha pasado por el calentamiento, seguir con el
revestimiento, enjuagar con alcohol y lavar con liquido de revestimiento.
Calibrar con esferas de control y calibracion, realizar 4 lavados obligatorios.
Prepara el sistema de suministro una vez terminado.

3. Seleccionar el icono de NUEVO LOTE o NUEVO MULTI-LOTE. Seleccionar la
mezcla correcta de perlas — verificar que el numero de lote sea el correcto.
Asignar un nombre a la sesion.

4. Introducir el ID de la muestra o importar el ID de una lista de pacientes.
Verificar la correcta posicion de las muestras en la placa. Seleccionar
GUARDAR.

5. Si se esta trabajando con un multi-lote, repetir los pasos 3 y 4 hasta completar
el lote.

6. Una vez terminado, seleccionar “paso unico” desde la barra del menu principal.
Esto permitira verificar si la eleccidon de la plantilla fue la correcta y asegura que
la muestra se estan leyendo correctamente.

7. Colocar el equipo en la orientacion apropiada y seleccionar INICIO — el tiempo
de lectura varia entre 10 seg y 1.5 min dependiendo del recuento de perlas
LABScreen®. Si la primera muestra fue leida correctamente quitar la seleccion
de configuracion unica.

8. Cuando el equipo termine de leer una muestra continuara con la siguiente
hasta leer todas.

9. Una vez terminado el proceso no es necesario guardar los datos (se realiza
automaticamente).

Apagado (obligatorio)

1. Lavar 2X con fluido de revestimiento, sanitizar 1X con lejia (cloro) al 20%, lavar
3X con agua desionizada y remojar 1X con agua desionizada.

2. El equipo se puede apagar y aflojar la tapa de la botella del fluido de
revestimiento.
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ANEXO 3

Técnica para la extraccion de sangre venosa

Material:

OCONDO R WN =

Torundas de algoddn en alcohol al 70%
Gradilla para tubos de 13X100

Vortex

Ligadura

Adaptador para tubos vacutainer

Agujas para tubo vacutainer

Venda elastica adeherible.

Tubo de 13x100 con anticoagulante ACD.
Tubo de 13x100 sin anticoagulante.

Eleccion de la vena para la veno puncion

Preferentemente se puncionan las venas: cubital o media cefalica, pero cualquier
vena accesible de buen calibre puede servir para la toma de muestra.

Procedimiento:

1.

Al

o

4
8.
9.
10.
11.
12.

Rotular los tubos: con ACD para obtener sangre venosa periférica para la
determinacion de HLA.

Asegurar la aguja en el adaptador del tubo con sistema de vacio.

Realizar la palpacién de venas adecuadas para la extraccion.

Ligar el brazo elegido para la puncidn.

Realizar la asepsia con el algadén impregnado de alcohol al 70% en forma
espiral.

Introducir la aguja en la piel para puncionar la vena de forma superficial, con un
angulo de 45° aproximadamente.

. Realizar la puncion.

Introducir el tubo de tapdén rojo en el adapator, hasta el llenado completo del
tubo.

Desligar el brazo.

Colocar el tubo sin anticoagulante de tapon rojo en la gradilla.

Sujetar el algoddn con el dedo indice

Colocar la venda elastica sobre el algodén y alrededor del brazo, y adherir.
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ANEXO 4
Tipificacion de HLA

Extraer el DNA, con la cantidad apropiada de pureza.

Preparar la mezcla de reaccién para cada par de iniciadores especificos de
locus que se va a llevar a cabo. En la PCR-SSO uno de los iniciadores puede
estar marcado con una molécula ligadora, como la biotina, por lo que la unién
del producto amplificado de DNA puede ser detectada por la adicion del
complejo estreptavidina-peroxidasa de rabano

Amplificar la mezcla de reaccion en el termociclador

Transferir el amplicon directamente a la membrana de nitrocelulosa que contiene

sondas de oligonucleétidos inmovilizados.

Hibridar el DNA de la muestra marcado con la sonda de oligonucledtidos. La
temperatura de hibridacion depende del tamafio y composicion de la sonda.
Lavar la membrana con amortiguador astringente para remover los amplicones
gue no se unieron a las sondas.

Desarrollar la reaccidén quimica de acuerdo a las sustancias quimicas unidas a
las hebras de DNA. Los dos sistemas de deteccion mas comunes son por
enzimas que producen color y componentes quimioluminiscentes. Asumiendo
que los iniciadores de amplificacién son marcados con biotina, el complejo
estretavidina-peroxidasa, y su sustrato apropiado producira una reaccion de
color visible.

Analizar e interpretar los resultados. Los resultados de PCR-SSO, como
cualquier otro ensayo de tipificacién de HLA, se basa en el patron de
diferenciacion. Debido al gran numero de sondas utilizadas en la tipificacion de
PCR-SSO, el analisis es asistido por un programa de computacion.
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SSP

1. Descongelar el buffer de PCR.

2. Retirar una placa de reaccion del congelador, y entibiar a temperatura ambiente,
cuidando de no dispersar el aceite de parafina mientras se corta o retira el sello
adhesivo de la placa de reaccién.

3. Retirar la Taq DNA polimerasa del congelador de -20°C y mantenerla fria.

4. Anadir al vial de buffer para PCR, 268 ul de agua y 9.3 ul de Tag DNA
polimerasa para la tipificacion de los loci A/B/DR/DQ (placa completa para una
sola prueba) o 120 ul de agua mas 4.8 ul de Taq DNA polimerasa (en caso de
determinar dos loci por placa, como DR/DQ) y mezclar con vortex.

5. Retirar 8 ul de esta mezcla y afadir al pozo de control de contaminacién de la
tipificacion individual. El pozo de control de contaminacién es el ultimo pozo de
cada grupo de mezcla de iniciadores de la placa de reaccion.

6. Anadir 80ml de muestra de DNA a la mezcla restante del tubo de de PCR y
mezclar con vortex.

7. Colocar 8 ul en cada uno de los pozos restantes. Evitar que la punta de la pipeta
entre en contacto con el contenido del pozo.

8. Sellar la placa y llevar al ciclado térmico para realizar la PCR.

9. En un gel de agarosa al 2% colocar el producto amplificado en cada pozo,
incluyendo el pozo del control negativo.

10.Realizar una electroforesis durante 24 minutos a 150 volts.

11.Leer bandas positivas en el gel con uso de un transiluminador UV, e interpretar a
través de tablas.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F. a de de

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto para la implementacion de la seroteca para fines
de trasplante de rifibn en donador cadavérico.

Numero de Registro ante la Comisién Local de Investigacion Cientifica:

El objetivo: Obtencion del suero de los pacientes en lista de espera de donador fallecido, para la realizacion
de un monitoreo de su estado inmunoldgico. Logrando asi una optimizacién de tiempo y recursos.

La justificacion del estudio es:
Se me ha explicado que mi participacion consistira en: una toma de muestra de sangre de 6 ml con el

propdsito de obtener suero, vy asi determinar anticuerpos anti sistema anti-HLA, asi como mantener el suero viable
en caso que se necesite realizar una prueba cruzada con el potencial donador cadavérico.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes: En el brazo se puede presentar dolor
de unos segundos al momento de introducir la aguja y/o durante el proceso de la toma de muestra y/o se puede
producir un pequefio moretén que desaparece por si solo.

Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento:_Se me informara el resultado de los estudios y
se _anexaran a mi_expediente. Los resultados de estas pruebas no afectaran al tratamiento. También se ha
comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera
cambiar mi parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del proyecto en cualguier momento en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto.

El Responsable del proyecto me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad serdn tratados en forma
confidencial.

Sl autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros
NO autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros

El Responsable del proyecto (EBC Julio César Martinez Alvarez) se han comprometido a responder
cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los
riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de Etica
de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Blogue “B” de la Unidad de Congresos,
Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electrénico:
comision.etica@imss.gob.mx

Se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del paciente.

Nombre y firma del paciente Investigador Responsable
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, firma, direccion y relacion con el paciente Nombre, firma, direccion y relacién con el paciente

82


mailto:comision.etica@imss.gob.mx

	Portada

	Índice
	Marco Teórico
	Justificación y Planteamiento del Problema   Objetivos
 
	Material y Métodos

	Procedimiento
	Descripción General del Estudio

	Propuesta de la Cédula de Identificación para la Seroteca de la Lista de Espera de Donador Fallecido
	Discusión
	Conclusión
	Perspectivas
	Referencias Bibliográficas

	Anexos


