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1. Resumen

La Insuficiencia Renal Crénica (IRC) es un problema de salud publica a nivel
mundial; en México se considera la quinta causa de muerte, siendo el
trasplante renal la mejor opcién para los pacientes en estado terminal. A pesar
del éxito terapéutico del trasplante y de la mejoria en la calidad de vida del
paciente, el mayor problema al que ahora se enfrenta es el rechazo del injerto.
El mecanismo que lleva a la pérdida del injerto renal incluye la presencia de
anticuerpos contra antigenos del donador expresado en el rifidn trasplantado
denominados “anticuerpos donador especifico anti-HLA” (ADES). El objetivo de
este estudio fue detectar la presencia de anticuerpos donador especifico anti-
HLA utilizando la tecnologia Luminex® en pacientes con rechazo de trasplante

del injerto renal y asociarlos con rechazo clinico e histopatolégico.

Este es un estudio clinico retrolectivo y prospectivo realizado en el laboratorio
de histocompatibilidad del departamento de trasplantes en el Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. Se incluyeron 73 pacientes
sometidos a trasplante renal del 2015 al 2017, de los cuales 24 pacientes
presentaron rechazo del injerto en el primer afio pos-trasplante; la recolecciéon
de datos se realiz6 en la base de datos del hospital mediante el sistema
“online Labsis”.

Resultados. Se observé que los ADES anti-HLA se presentaron principalmente
en aquellos pacientes con rechazo del injerto renal (15/24) y fueron menos
frecuentes en los que no presentaron rechazo (13/49), esta diferencia fue
estadisticamente significativa (p=0.006). Ademas se encontré6 que los
anticuerpos anti-HLA de clase Il se asocian con rechazo renal agudo en el 60%
de los casos (p=0.00004).

Conclusion: Este estudio demostr6 que el rechazo del injerto renal esta
asociado principalmente con la presencia de anticuerpos anti-HLA donador
especifico (ADES); ademas, mostrd que los anticuerpos anti-HLA de clase Il los

gue con mayor frecuencia (60%) muestran rechazo p=0.00004



2. Abreviaturas

Ac Anticuerpo

ADES Anticuerpos donador especifico
CPA célula presentadora de antigeno
CS Creatinina en suero

DC Donador cadavérico

DVR Donador vivo relacionado

DVNR Donador vivo no relacionado
HLA Antigeno leucocitario humano
IgG Inmunoglobulina tipo G

IRC Insuficiencia renal cronica

MHC complejo principal de histocompatibilidad
RH Rechazo humoral

RC Rechazo celular

TGF Tasa de filtracion glomerular



3. Introduccioén

La insuficiencia Renal Crénica (IRC) se define como la presencia de dafio renal
con duracién igual o mayor a tres meses, se caracteriza por anormalidades
estructurales o funcionales del rifion y por una tasa de filtraciébn glomerular
(TFG) < 60ml/min (K/DOQI 2002) [1]. La IRC es un proceso fisiopatoldgico
multifactorial, progresivo e irreversible que frecuentemente lleva a un estado
terminal lo que obliga al paciente a la terapia de reemplazo renal, ya sea

mediante dialisis (peritoneal o hemodialisis) o mediante trasplante renal [2].

En México la insuficiencia renal crénica constituye un problema de salud
publica, asociado con elevada morbilidad, mortalidad, con grandes costos de
manejo y en consecuencia con disminucion de la calidad de vida [3]. De
acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en México
cada afio mueren mas de 12 mil mexicanos a causa de insuficiencia renal y
constituye la quinta causa de muerte a nivel nacional; siendo la nefropatia
diabética la principal causa de IRC, seguida de la nefropatia hipertensiva segun

se muestra en la figura 1.

M Diabetes mellitus W Hipertension artarial
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Mefropatia tubulcintersticial

Figura 1. Causas primarias de insuficiencia renal cronica.
Imagen tomada de Rev. Salud Jal. Ocegueda-Silva.



A nivel mundial el nimero de trasplantes de rifidbn continda en aumento y de
acuerdo con datos del Registro Mundial de Trasplantes, en 2017 se realizaron
89,823 trasplantes de rifidn, 40.2% de ellos provenientes de donante vivo,
siendo el trasplante renal el més frecuente (66.2%) [4]. En México, la cifra de
trasplantes también va en aumento, segun datos del Centro Nacional de
Trasplantes (CENATRA) en 2018 se realizaron 3,048 trasplantes de rifidn en
todo el pais, la cifra que ha ido en aumento en los dltimos 10 afios [5], ver

figura 2.
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Figura 2. Trasplante de rifidn en México en 2018 fuente: Centro Nacional de
Trasplantes (CENATRA).

A pesar del éxito terapéutico y de la mejoria en la calidad de vida, el mayor
problema al que se enfrentan los pacientes trasplantados es el rechazo del
injerto [6]. Este fendmeno es un proceso inmunolégico que dafa el injerto y

puede ocurrir en cualquier momento a partir del trasplante.



Existen tres formas de rechazo, la que ocurre minutos después de realizar la
anastomosis de la arteria renal se llama rechazo hiperagudo y se debe a la
existencia de anticuerpos preformados que no se detectaron mediante la
prueba cruzada y que al activar el sistema del complemento inducen rechazo;
existe ademas otro tipo de rechazo mas comun que ocurre dentro del primer
afio posterior al trasplante el cual lleva a la pérdida del injerto y que se le
conoce como rechazo agudo; por otro lado, existen también episodios de
rechazo con un curso de afios o décadas caracterizado por fibrosis del injerto y

pérdida paulatina de la funcion y que se denomina rechazo croénico.

En los tres tipos de rechazo el sistema inmune tiene un papel preponderante
debido a que es un sistema biolégico cuya funcion es presentar antigenos a los
linfocitos T y B con el objeto de diferenciar lo propio de lo extrafio [7]. Al
identificar lo extrafio, se activa la respuesta inmune a través de mecanismos

celulares y humorales.

Uno de los pioneros en la inmunologia del trasplante, el Dr. Paul Terasaki
propuso en el afio 2003 que la mayoria de los trasplantes son rechazados por
la accion de anticuerpos “teoria humoral del trasplante” y en menor grado por
células, concluy6 que los anticuerpos inducen rechazo del aloinjerto con las
siguientes caracteristicas:

1) Causan rechazo hiperagudo renal.

2) Activan el Sistema del complemento y conducen a depdsitos del
fragmento C4d en el érgano trasplantado induciendo falla temprana del
injerto.

3) Son utiles como indicadores de presensibilizacion lo que anticipa el
desarrollo de rechazos agudos.

4) Estan presentes en el 96% de los casos (826 pacientes en estudio) de
rechazo de injerto renal.

5) Se asocian con rechazo cronico injertos de riiién, corazén, pulmon e
higado (33 estudios).

6) Pueden ser detectado en la circulacion (tres estudios) [8].



3.1 Inmunologia de trasplante
3.1.1 Antigenos leucocitarios humano (HLA)

El complejo principal de histocompatibilidad es un conjunto de genes altamente
polimoérficos [9], en el humano los antigenos del MHC son conocidos como HLA
(Human leukocyte antigen, por sus siglas en inglés). Los antigenos del MHC
juegan un papel importante en el control inmunolégico esto se debe a que su
funcién principal es el reconocimiento de lo propio de lo extrafio. Con el paso
del tiempo se han descubierto multiples funciones biolégicas, entre las mas
importantes esté la presentacion antigénica, su papel en la inmunobiologia del
trasplante, la formacion del repertorio de células T y la autoinmunidad [10]. El
HLA se localiza en el brazo corto del cromosoma seis, ocupando un segmento
de 3,500 kilobases. Esta dividido en tres regiones diferentes (Figura 3). Los
genes de clase Il estan localizados mas cerca del centromero. Esta region
contiene los loci: HLA-DRA, DRB, DQA, DQB, DPA, DPB, DNA, DMA, DMB,
DOB y algunos pseudogenes involucrados en el procesamiento y transporte
intracelular de antigenos como LMP1, LMP, TAP1 y TAP2. En la region mas
telomérica se ubican los genes clase |: HLA-A, B, C y otros recientemente en
vias de caracterizacion: HLA E, F, G, H, J. Entre las regiones de clase | y Il se
encuentra un grupo heterogéneo de genes que codifican algunas de las
proteinas del sistema del complemento, el gen de la enzima 21-hidroxilasa,
genes de las proteinas de choque térmico y genes de la familia del factor de
necrosis tumoral, entre otros. A todo el conjunto se le denomina region de clase
[l del HLA.

Dos propiedades separadas del MHC dificultan que los patdgenos evadan las
respuestas inmunitarias de esta manera. En primer lugar, el MHC es
poligénico: contiene varios genes MHC de clase | y MHC de clase Il diferentes,
de modo que cada individuo posee un conjunto de moléculas de MHC con
diferentes intervalos de especificidades de unién a péptidos. En segundo lugar,
el MHC es altamente polimorfico; es decir, hay multiples variantes de cada gen
dentro de la poblacién como un todo. Los genes MHC son, de hecho, los genes

mas polimérficos conocidos [11].
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Figura 3. Regiones del HLA. El HLA se localiza en el brazo corto del
cromosoma seis. Imagen tomada de expert reviews in molecular 2003



3.1.2 Moléculas de Clase |

Las moléculas clase | del MHC estan constituidas por una cadena polipeptidica
codificada en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21) llamada cadena alfa (a)
cuyo peso es de 44 kilodaltones (kD), a ésta se acopla otra cadena llamada [32-
microglobulina codificada en el cromosoma 15 cuyo peso es de 12 kD [12]. Se
requiere la asociacion de la cadena a con la cadena 2 para lograr la expresion
de moléculas de clase | en la membrana celular. La cadena 8 se une mediante
enlaces no covalentes con la porcion externa de la cadena a y carece de
contacto directo con la membrana celular. La region extracelular de la cadena a
se divide en dos partes: una region amino terminal de union al péptido y otra
region similar a las inmunoglobulinas (Igs) [13]. La cadena a se fija en la
membrana plasmatica mediante el segmento transmembranal hidrofébico y una
cola citoplasmética hidréfila. La cadena alfa estd organizada en tres dominios
(a1, a2, a3) cada uno contiene 90 aminoacidos (aa), el dominio transmembrana
contiene 40 aa, y 30 aa en la porcién intracitoplasmica. Los dominios a1 y a2
interactuan para formar una plataforma de ocho cadenas [ antiparalelas
enlazadas por dos largas regiones a-helicoidales. Esta estructura forma un
surco profundo o hendidura y es el sitio de union del péptido y puede unir
fragmentos de 8-10 aa. El dominio a3 esta altamente conservado entre las
moléculas de clase | y contiene una secuencia que es reconocida por la

molécula CD8+ en la superficie de las células T [9].
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Figura 4. Estructura de las moléculas HLA de clase | y clase Il que muestran
los dominios externos, el segmento transmembranal y la cola citoplasmatica.
Imagen tomada de Kuby Inmunologia, 7edicion, 2014.



3.1.3 Moléculas de Clase Il

La molécula de clase Il esta formada por dos cadenas polipeptidicas diferentes
asociadas en forma no covalente [9]. La estructura es de una cadena a de 32
kilodaltones y otra llamada beta () de 29 kilodaltones. Ambas se codifican
dentro del del MHC, existen varias subregiones (HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ)
cada una de ellas con una cadena alfa y otra beta, todas ellas
extraordinariamente polimorficas con excepcion de la cadena a de la region
HLA-DR. Cada uno de los loci tiene dos dominios a1y a2, 1y 2 siendo a2 y
B2 los dominios proximales de la membrana. Ambos tienen un segmento
transmembranal y una porcién intracitoplasmica. Los dominios a1 y 1 forman
la hendidura de union de Ag, la hendidura de union Ag puede contener un
péptido de 13-18 aa (Figura 4). La unién de péptidos por las moléculas de
clase | y Il no muestra la fina especificidad de la unién a Ag como se ve con los
receptores de células Ig o T. Se piensa que la relacion de las células CD4+ con
las moléculas de clase Il involucra los residuos no polimorficos del segmento
B2. La regién intracelular también incluye una zona intramembranal y otra
intracitoplasmética. Se piensa que la relacidon estructural es semejante a la

descrita para las moléculas clase | [10], [13].

3.1.4 Reconocimiento antigénico.

Las células T reconocen antigenos solo si éstos se acoplan a las moléculas del
MHC sobre la superficie de las células presentadoras de antigenos (APC).
Existen dos formas en que puede ocurrir la presentacion del antigeno, una de
ellas esta destinada a la identificacion de infecciones intracelulares (virus o
proteinas tumorales) [14], el cual es procesado dentro del proteosoma y
posteriormente transportado al reticulo endoplasméatico mediante el
transportador y procesador de antigenos (TAP). Las aminopeptidasas del
reticulo endoplasmico recortan péptidos de 8 a 10 aa para acoplarlos a las
moléculas clase | del MHC antes de transferirlos a la superficie, para ser

presentados a células T CD8 [15].
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La segunda estrategia en la que también participan las células presentadoras
de antigenos profesionales (incluyen células dendriticas, células B y
macrofagos) esta destinada a identificar antigenos derivados de infecciones
extracelulares (bacterias). Estas proteinas se endocitan y se procesan en los
lisosomas para después ser transportadas al endosoma donde son acopladas
a las moléculas clase Il del MHC, posteriormente se conducen desde el reticulo
endoplasmico hacia el aparato de Golgi formando un complejo en el que
participa la cadena formando un fragmento conocido como CLIP, finalmente, la
molécula HLA-DM remueve el CLIP facilitando asi el acoplamiento del péptido
inductor de alta afinidad, antes de la transferencia a la célula superficie para ser
reconocido por el receptor de antigeno de los linfocitos T CD4 segun se

muestra en la figura 5 [15].
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Figura 5. Vias de procesamiento y presentacion de antigenos. En la Via de
presentacion de clase | (enddgena), los antigenos de las proteinas citosélicas
son procesados mediante proteosomas y los péptidos se trasportan hacia el
reticulo endoplasmico, donde se une a las moléculas del MHC de clase | para
ser presentados a linfocitos T CD8. En la via de presentacion de clase Il
(exdgena), los antigenos extracelulares se endocitan en vesiculas en las que
se procesan los antigenos y los péptidos se unen a las moléculas del MHC de
clase Il los cuales son presentados a linfocitos T CDA4.
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3.1.5 Reconocimiento antigénico implicado en el trasplante.

La respuesta inmune generada contra antigenos en general y contra antigenos
del donador en particular esta influida por el cédigo genético HLA del receptor;
de esta manera, las moléculas del HLA se identifican como los blancos
principales de la respuesta inmune en contra de aloinjertos, el reconocimiento
de aloantigenos por parte de las células T marca el inicio del rechazo al
trasplante. Se conoce que el grado de compatibilidad en los antigenos HLA
representa un efecto positivo en el trasplante renal y en la disminucion del
namero de episodios de rechazo. Los péptidos HLA y otros antigenos del
donador se procesan y presentan a las células T del receptor mediante las
moléculas HLA expresadas en la superficie de las CPA (incluyendo macréfagos
y células dendriticas) del receptor, a partir de ahi, el repertorio del receptor de
las células T moldea el proceso de seleccion positiva y negativa determinado
por el fenotipo HLA del paciente [10].

En el trasplante renal el reconocimiento de aloantigenos ocurre a través de dos
vias distintas: la via directa y la via indirecta (figura 6). La directa describe la
capacidad de las células T para reconocer moléculas MHC intactas no propias
presentes en la superficie de las células del donante; en tanto que la via
indirecta describe la capacidad de las células T para reconocer el MHC del
donante y en consecuencia las moléculas son procesadas por las CPA y
posteriormente presentadas como péptidos unidos a las moléculas MHC del

receptor [16].

La via directa se considera la principal fuerza de accion en el mecanismo de
rechazo agudo. En esta via la respuesta de las células T al aloantigeno
depende de las diferencias o similitudes de las moléculas del MHC entre
donador y receptor. Si las moléculas son similares, la respuesta se adscribe al
reconocimiento de péptidos nunca antes encontrados por las células del
receptor en tanto estén unidos a las moléculas del donador. Es posible que en
el entorno donde el MHC donante es estructuralmente muy diferente al MHC

receptor, el reconocimiento pueda ocurrir independientemente de la unién del

17



péptido por lo que el reconocimiento del péptido no necesariamente inicia el
mecanismo de rechazo. La evidencia sostiene la necesidad de unién del

péptido al MHC para que ocurra el reconocimiento alogénico [10], [16].

Multiples estudios indican que la via indirecta de aloreconocimiento ocurre
durante el rechazo de injertos. Para la via indirecta es necesario el
procesamiento de aloantigenos del donador por parte de células presentadoras
del receptor. Para esto, es necesario que los aloantigenos del donador sean
captados por las CPA y presentados a las células T del receptor. Existen tres
mecanismos de reconocimiento del antigeno que pueden postularse a través
de esta via de reconocimiento. Primero, los antigenos del injerto pueden
ingresar a la circulacion y captados por las células dendriticas del receptor
dentro del tejido linfoide secundario. Segundo, las células del donante pueden
migrar a un tejido linfoide secundario donde son captados por las CPA del
receptor. Tercero, las CPA pueden migrar al injerto, recoger antigenos y luego
migrar a un tejido linfoide secundario. Esta Ultima via puede ser importante en

el fendbmeno de rechazo crénico.
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Figura 6. Vias de reconocimiento de la molécula HLA implicadas en el
trasplante. En la via directa las células T reconocen moléculas MHC intactas
no propias presentes en la superficie de las células del donante; en tanto que la
via indirecta las células T reconocen el MHC del donante, las moléculas son
procesadas por las células presentadoras de antigenos (CPA) y posteriormente
presentadas como péptidos unidos a las moléculas MHC del receptor.
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3.2 Tipos de rechazo de tejido.

El rechazo de aloinjertos de 6rganos sélidos es el resultado de una serie de
interacciones que implican la coordinacion entre el sistema inmune innato y el
adaptativo [16]. Se han descrito tres tipos de rechazo segun el curso temporal:

hiperagudo, agudo y croénico.

El rechazo hiperagudo, ocurre minutos u horas después del trasplante y es
causado por la preexistencia en el receptor de anticuerpos de isotipo IgG los
cuales coinciden con los antigenos del donante, con ello se desencadena una
respuesta inmune contra el trasplante. Estos anticuerpos pudieron surgir como
resultado de transfusiones previas de sangre, trasplantes previos o embarazos
multiples. Los anticuerpos reaccionan con las células de los vasos sanguineos
del injerto formando codgulos y trombosis lo que provoca el rechazo inmediato

del trasplante, ver figura 7.
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Figura 7. Mecanismo de rechazo hiperagudo.
Imagen modificada de Abbas inmunologia celular y molecular 62 edicion.
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El rechazo agudo ocurre dentro de los primeros 6 meses después del
trasplante. Algun grado de rechazo agudo ocurrird en todos los trasplantes,
excepto entre gemelos idénticos. Se corre mayor riesgo en los primeros 3
meses, pero el peligro de rechazo continda latente ain en etapas posteriores.
El mecanismo es causado por la formacién de anticuerpos después de la
deteccidn de antigenos extrafios presentes en el injerto donado (figura 8). El
diagnéstico temprano permite tratarse mediante la supresion del sistema

inmune y con ello evitar el dafio permanente al injerto [17].

Reclutamiento de
células inflamatorias

A) ﬁ;t:ch\ y. "‘ Macrofago
(] s g

Neutrofilo

Anticuerpos
donador
especificos

........
........

Activacion de complemento

B)

Figura 8. Rechazo agudo: A) mediado por células y B) mediado por
anticuerpos. En la biopsia renal se observan; a) Rechazo celular (RC) con
tubulitis (flechas) y filtrado intersticial mononuclear, b) RC con endarteritis
superpuesta a la fibroelastosis intimal crénica, ¢) Rechazo mediado por
anticuerpos con neutréfilos prominentes en los capilares peritubulares (flechas)
y d) Depdsitos de C4d (tincion marrdn) la cual suele estar muy extendida en
los capilares peritubulares (flecha). Imagen de biopsia tomada de Williams et al.
2012 [18]
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Los episodios repetidos de rechazo agudo pueden conducir finalmente al

rechazo crénico del injerto y al fracaso del trasplante.

Finalmente, el dafio cronico del injerto ocurre en todos los trasplantes de
organos solidos y el mecanismo involucra causas inmunes y también causas
no inmunes. Las respuestas inmunoldgicas cronicas de bajo nivel se combinan
con la hipertension, la toxicidad derivada de la terapia inmunosupresora, la
hipercolesterolemia, la comorbilidad en el donador e incluso enfermedad
subyacente del donante no detectadas durante el protocolo de seleccidon del
donante ademéas cambios estructurales (fibrosis) relacionados con la edad del
donador y del receptor, todo lo cual causa disfuncion del injerto lenta y
progresiva. Las caracteristicas histoldgicas en los trasplantes de rifidn incluyen
fibrosis intersticial, atrofia tubular y engrosamiento de vasos sanguineos
pequefios (hiperplasia fibrointimal) figura 9. Por otro lado, cada vez se sustenta

mejor el rechazo crénico mediado por anticuerpos [6].

Membranas Basales §

Figura 9. Mecanismo de rechazo cronico. Imagen modificada
https://image.slidesharecdn.com/fnmecanismoderechazo2014-140624113854-
phpapp02/95/fn-mecanismo-de-rechazo-2014-32-638.ipg
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Recientemente se ha reconocido que la pérdida del injerto renal esta mediada
principalmente por la presencia de anticuerpos donador especifico (ADES)
dirigidos tanto en contra de antigenos HLA como también contra antigenos no
HLA [19]. Se sabe que los anticuerpos HLA donador especifico preformados
que no fueron detectados en las pruebas de histocompatibilidad, llevan al
paciente al rechazo hiperagudo; por otro lado, también se sabe que la
presencia de anticuerpos HLA DE generados de novo pos-trasplante se
asocian a su vez con rechazo agudo y que ademas pueden llevar al rechazo

crénico si no son detectados a tiempo.

3.2.1. Diagnoéstico de rechazo: clasificacion de Banff

El diagndstico de rechazo de acuerdo se basa en la clinica y en criterios
histopatologicos utilizando los criterios de Banff. [20]. Se reconocen 2
categorias histolégicas: el rechazo mediado por células y el rechazo mediado

por anticuerpos, agregando el término rechazo mixto cuando coexisten ambos.

El rechazo mediado por células T se caracteriza por infiltracion
fundamentalmente de macréfagos y linfocitos en el tdbulo-intersticio. De
acuerdo con la clasificacién de Banff, las principales lesiones de rechazo agudo
mediado por células T incluyen la inflamacion intersticial (i), la tubulitis (t) y la
arteritis de la intima (v), cuya definicién se realizé de forma arbitraria y por
consenso en 1997, segun se observa en la tabla 1. Dentro de la categoria de
rechazo mediado por células T estan el rechazo agudo y el rechazo crénico
[21], [22].
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Tabla 1 — Principales lesiones diagnosticas de rechazo agudo celular y
categorias de la clasificacion de rechazo mediado por células T [22]

Principales lesiones diagnoésticas de rechazo agudo celular

Inflamacién intersticial (i): % de 0:<10

inflamacion en regiones no 1:10-25

escleroticas 2: 26-50
3:>50

Tubulitis (t): células mononucleadas | 0: 0

por tubulo 1. 14
2:5-10
3:>10

Arteritis de la intima (v): % delaluz | 0:0

con inflamacién 1:<25
2:225
3: Transmural 0 necrosis

Categorias de la clasificacion de rechazo mediado por células T

Categorias de 1A
rechazo IB
mediado por A
células T agudo | IIB

Inflamacién intersticial (> 25% en areas no
escleroticas i2 o i3) con tubulitis moderada (t2)
Inflamacién intersticial (> 25% en areas no
esclerdticas i2 o i3) con tubulitis severa (t3)

Leve a moderada arteritis intimal (v1) con o sin
inflamacion intersticial y tubulitis

Arteritis severa intimal > 25% del area luminal con o
sin inflamacioén intersticial y tubulitis

Arteritis transmural y/o necrosis de la media con
infiltrado linfoplasmaocitario

Cambios Cualquier nivel de tubulitis con infiltrado entre 10 a 25% o

borderline cualquier infiltrado con tubulitis de una a 4 células que no
llegan al diagnéstico de rechazo

Rechazo Arteriopatia cronica del injerto (fibrosis intimal arterial con

mediado por infiltracion mononuclear y formacién de neointima) estas

Células T lesiones se pueden observar en el rechazo mediado por

crénico células T y anticuerpos (Banff 2007 y 2015)

Consignar: Se recomienda valorar no solo la inflamacién intersticial en

inflamacion en | las &reas no escleréticas. Se debe cuantificar la inflamacion

areas de en las areas escleréticas (Banff 2015)

esclerosis: i-

IFTA
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En el rechazo mediado por anticuerpos, existen 3 categorias de cambios: la
presencia de depositos de C4d sin rechazo, el rechazo mediado por

anticuerpos agudo y el rechazo mediado por anticuerpos cronico [22].

Dentro del rechazo agudo/activo mediado por anticuerpos, se requiere la
presencia de 2 de 3 puntos de clasificacidon que se mencionan a continuacion
[22]:

Lesiones histologicas (agudas o activas). La lesion histolégica fundamental es
la inflamacion de la microcirculacion manifestada por glomerulitis (g), capilaritis
peritubular (ptc) y microangiopatia trombdtica. También puede observarse
frecuentemente necrosis tubular aguda y méas raramente arteritis intimal. La
glomerulitis es la oclusion completa o parcial de al menos un capilar glomerular
por infiltracion de leucocitos y/o tumefaccion de las células endoteliales, y se
representa como g y se gradda de 0 a 3 (tabla 2). La capilaritis peritubular se
define por la presencia de células inflamatorias en mas del 10% de los
capilares peritubulares corticales, se representa como ptg y se gradua de 0 a 3,
como se ve en la tabla 2. La microangiopatia trombética se manifiesta como
trombos intracapilares, edema endotelial, ensanchamiento subendotelial,

glomérulos isquémicos y mesangiolisis.

Interaccion actual o reciente de los anticuerpos con el endotelio. Es el segundo
pilar diagnéstico e incluye la presencia de depdsitos de C4d en capilares
peritubulares, la inflamacion microvascular moderada dada por la suma de
glomerulitis y capilaritis con una puntuacion mayor a 2 (g + cpt = 2) ademas de
la expresion aumentada de transcritos de activacion endotelial u otro marcador
de acti-vacion endotelial. El deposito de C4d es caracteristico del rechazo
mediado por anticuerpos, es producto de la activacion de la fracciéon C4 del
sistema del complemento el cual requiere inhibirse una vez concluida su
funcién, esta inhibicion requiere la intervencion de dos proteinas reguladoras
llamadas factor H y Factor | las cuales convierten al fragmento C4b en C4c y
C4d, éste ultimo no tiene accidn bioldgica conocida. Puede ser activado por la
via clasica y también por la via de las lectinas, sirve como evidencia de la

reaccion antigeno-anticuerpo en la superficie del endotelio. En la interpretacion
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de los criterios de la clasificacion de Banff del 2013 se establece como
equivalente al C4d la presencia de inflamacion de la microcirculacion moderada
(g + ptg > 2) y se afladié una nueva categoria que es el rechazo mediado por
anticuerpos C4d negativo, permitiendo aumentar el diagnéstico positivo de
rechazo mediado por anticuerpos y disminuir la sospecha del mismo [21].

Anticuerpos donante especifico. Los anticuerpos donante especifico (ADE)
pueden estar dirigidos contra moléculas HLA o también contra moléculas no
HLA del endotelio. Los anticuerpos HLA donante especifico constituyen el 90%
de los ADE responsables de los rechazos mediados por anticuerpos [19]. Estos
deben determinarse al momento del diagndéstico. Los ADE pueden estar
dirigidos contra moléculas de HLA clase | (A, By C) o HLA de clase Il (DP, DQ
y DR). La tecnologia para la deteccion de anticuerpos anti-HLA es el ensayo
en fase sdlida que utiliza la plataforma Luminex® [22]. La determinacion de
anticuerpos no HLA no ha sido validada en la clinica, como lo son los
anticuerpos MICA, los MICA (cadena A relacionada a MHC clase I) son un
grupo de genes MHC no clasicos, ubicados dentro de la region MHC clase 1
del cromosoma 6 y también contra el receptor de angiotensina tipo I. La
presencia de ADE se asocia con mal prondstico de los injertos, también con el
desarrollo de rechazo mediado por anticuerpos subclinico tanto agudo como
cronico [23]. Sin embargo, no todos los ADE producen dafio directo al injerto
[19].

Para mejorar la capacidad de prediccion de dafio al injerto de los ADE se utiliza
la medida del mean fluorescent intensity (MFI) o intensidad de fluorescencia
media por el Luminex se ha postulado como medida de fuerza o titulos de los
anticuerpos. Sin embargo no es lineal la relacion entre el titulo de anticuerpos y
la intensidad de fluorescencia, por lo que dicho ensayo no se considera
cuantitativo, sino que es un ensayo cualitativo y a lo sumo semicuantitativo.
Existen pacientes con niveles elevados de MFI que no desarrollan rechazo
agudo mediado por anticuerpos y viceversa. La tecnologia Luminex® nos

permite identificar los pacientes en riesgo.
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El rechazo agudo/activo subclinico. Este rechazo hace referencia al hallazgo en
las biopsias de seguimiento de la histologia caracteristica de rechazo agudo,
en ausencia de disfuncidn del injerto. El conocimiento de los mecanismos y el

posible tratamiento es aun objeto de estudio.

Rechazo mediado por anticuerpos crénico activo. Este rechazo constituye una
de las causas principales de pérdida de los injertos y se asocia con mal
prondstico [24]. La caracteristica que permite el diagnostico es el hallazgo
histolégico de la glomerulopatia del trasplante (GT) [25]. La GT se diagnostica
en etapas avanzadas por microscopia Optica por la aparicion de dobles
contornos y expansion de la matriz mesangial. Los cambios leves en la
microscopia de luz estan asociados con cambios avanzados en microscopia
electronica (ME) y mal pronéstico. Los cambios preceden a cualquier
manifestacion clinica. En la microscopia electronica se aprecia la
multilaminacion de la membrana basal capilar y/o engrosamiento y duplicacion

de la membrana basal glomerular.
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Tabla 2- Graduacion de las principales lesiones histolégicas asociadas al
rechazo mediado por anticuerpos [26]

Clasificacion de la glomerulitis: oclusion completa o parcial de uno o mas
capilares glomerulares por infiltracién de leucocitos y tumefaccion de las células
endoteliales

go Sin glomerulitis

g1l Glomerulitis menos del 25% de los glomérulos
g2 Glomerulitis en el 25% a 75% de los glomérulos
g3 Glomerulitis en mas del 75% de los glomérulos

Clasificacion de la arteritis intimal: % de la luz con inflamacién

vo Sin arteritis intimal

vl Leve a moderada arteritis intimal al menos en un area de secciéon de una
arteria

v2 Severa arteritis intimal, con al menos 25% del area perdida, en al menos un
area de seccion transversal de la arteria

v3 Arteritis transmural y/o cambios fibrinoides arteriales y necrosis de la muscular
media, con infiltrado linfocitico en el vaso

Clasificacion de la capilaritis peritubular: células inflamatorias en méas del 10% de
los capilares peritubulares

ptc 0 Menos del 10% de los capilares peritubulares (CPT) con inflamacién con 1
a 3 leucocitos

ptc 1 Mas 10% de los capilares peritubulares (CPT) con capilaritis, con 30 4
células inflamatorias luminales

ptc 2 Mas 10% de los capilares peritubulares (CPT) con capilaritis, con 5 a 10
células inflamatorias luminales

ptc 3 Mas 10% de los capilares peritubulares (CPT) con capilaritis, con mas de
10 células inflamatorias luminales

Clasificacion de la glomerulopatia del trasplante

cg 0 No dobles contornos ni en la microscopia electronica, ni en la 6ptica cg 1
cgla: no dobles contornos en la microscopia 6ptica Microscopia electrénica con
dobles contornos (incompletos o circunferenciales) en al menos 3 capilares
glomerulares con edema endotelial y/o aumento del espacio electrén Itucido
subendotelial

cglb: uno o mas capilares glomerulares con doble contorno en la MBG en uno o
mas glomérulos no esclerdticos por microscopia 6ptica (que implica menos del
25% de bucles capilares periféricos)

cg 2 Dobles contornos que afectan entre el 26% y el 50% de la asas capilares en
los glomérulos mas afectados no escleréticos

cg 3 Dobles contornos que afectan a mas del 50% de las asas capilares en los
glomérulos mas afectados no escleréticos
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4. Justificacion

La insuficiencia renal cronica (IRC) es un problema de salud publica a nivel
mundial; por otro lado, el trasplante renal es la mejor alternativa para el
paciente con IRC. Sin embargo, uno de los problemas al que se enfrentan los
pacientes trasplantados es el rechazo del injerto renal.

Se ha demostrado que los anticuerpos anti-HLA son mediadores del rechazo,
por lo que la determinacion de estos anticuerpos sera de utilidad en la

prediccién de la supervivencia del injerto.
5. Hipoétesis.

La presencia de anticuerpos anti-HLA donador especifico (ADE) en pacientes

pre y pos-trasplante renal son predictores del rechazo del injerto renal.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general
» Determinar la presencia de anticuerpos donador especifico (ADE) anti-

HLA en pacientes con rechazo de trasplante del injerto renal.
6.2 Objetivos particulares.

» Realizar un estudio clinico (retrolectivo y prospectivo) pacientes que
presentan rechazo de aloinjerto renal.

» Determinar los anticuerpos anti-HLA donador especifico (ADE) en
pacientes que presentan rechazo del injerto renal.

» Evaluar la funcién renal, mediante la determinacién de creatinina sérica
y la estimacién de la velocidad de filtracion glomerular en pacientes que

presentan rechazo del injerto renal.
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7. Material y métodos

Se realiz6 un estudio clinico retrolectivo y prospectivo en el laboratorio de
histocompatibilidad del departamento de trasplantes del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Se revisaron 73 expedientes de
pacientes en quienes se practico trasplante de rifion, de los cuales 24 de ellos
presentaron rechazo del injerto al menos en el primer afio pos-trasplante entre
2015 al 2017. La recoleccion de datos se realizo en la base de datos online
Labsis®.

Los datos obtenidos para este proyecto de investigacion fueron protegidos
conforme la proteccion de datos personales.

7.1 Criterios de inclusion
Pacientes que presentaron alteracion en el funcionamiento renal

e Creatinina en suero > 1.3mg/dl,

e Tasa de filtracion glomerular estimada < 60 ml/min.

e La presencia de biopsia renal que presente depdsitos de C4d, o que
cumpla con los criterios de Banff para el diagnéstico de rechazo.

Pacientes cuyos estudios de pruebas de histocompatibilidad hayan sido
realizados en INCMNSZ.

7.2 Deteccion de anticuerpos anti-HLA donador-especifico (ADE).

La determinacion de anticuerpos anti-HLA donador especifico se realizo
mediante un ensayo basado en fluorescencia, utilizando la plataforma
Luminex®. Los sueros de los receptores fueron examinados para la busqueda
de anticuerpos del tipo IgG anti-HLA de clase | y clase Il con microperlas
recubiertas de antigenos especificos de clase | y clase Il (LABScreen® Single
Antigen HLA Class I-combi y LABScreen® Single Antigen HLA Class Il, One
Lambda Inc., Canoga Park, California USA).
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7.3 Andlisis estadistico

Para comparar la proporcion de pacientes que presentaron rechazo del injerto
entre los grupos con anticuerpos y sin anticuerpos, con solo un tipo de
anticuerpo o con ambos anticuerpos, se utilizé estadistica no paramétrica que
incluyé la prueba de Chi cuadrada (X?) el valor de “p” requirié la correccion de
Yates y para las pruebas de funcion renal, se realiz6 como método estadistico
la prueba de t de Student de dos colas considerando un valor de significancia

de p < 0.05.
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8. Resultados

En este estudio se revisaron los expedientes de 73 receptores de trasplante
renal, de los cuales el 30.2% lo recibieron de donantes fallecidos, del total de
73 trasplantes, veinticuatro presentaron rechazo del injerto renal (32.8%) en el
primer afio pos-trasplante; del grupo que rechazé, la edad media fue de 32.1 +
11.6 afos, el resto de la demografia se muestra en la Tabla 3. Como puede
verse, quince pacientes son del sexo femenino y nueve del sexo masculino.
Respecto al origen de la donacion, nueve recibieron el 6rgano de donador vivo
relacionado, siete de donador vivo no relacionado y ocho de donador fallecido.
En cuanto al tipo de rechazo del injerto, seis pacientes (25%) se diagnosticaron
como rechazo celular y dieciocho (75%) como rechazo agudo mediado por

anticuerpos (humoral) (Figura 10).

32



.Tabla 3. Caracteristicas demogréaficas de los pacientes con rechazo del injerto.

Caracteristicas de los pacientes

Rechazo humoral

Rechazo celular

N=24 n=18 n=6
Edad (afos) 32.9+11.8 29.8+ 12
Genero
Femenino 13 (72%) 2 (33%)
Masculino 5 (28%) 4 (67%)
Fuente del injerto
DVR I 2
DVNR 5 2
DC 6 2
Haplotipos que comparten
0 Haplotipos 12 4
1 Haplotipos 4 1
2 Haplotipos 2 1
Trasplante
ler 16 5
2do 2 1
Eventos de aloinmunizacién
1 Trasfusion sanguinea 5 2
Mas de 1 trasfusion sanguinea 6 1
Embarazos (en mujeres) 2 0
Presencia de ADES anti-HLA (%) 12(66,66%) 3(50%)

DRV: donador vivo relacionado, DVNR: donador vivo no relacionado, DC: donador
cadavérico, ADES: anticuerpos donador especificos.
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Pacientes con rechazo del injerto renal

B RH
ERC

Figura 10. Distribucién de los pacientes (n=24) que presentaron rechazo del
injerto renal. Seis pacientes (25%), fueron diagnosticados como rechazo agudo
celular (RC) y dieciocho (75%) como rechazo agudo mediado por anticuerpos

(RH)

34



8.1 Anticuerpos anti-HLA donador especifico (ADES) en pacientes con

rechazo y sin rechazo del injerto.

De los 73 pacientes que se estudiaron; veinticuatro pacientes presentaron
rechazo del injerto renal, de los cuales 15 pacientes (62.5%) se encontraron
anticuerpos anti-HLA donador especificos (ADES anti-HLA), y 49 no
presentaron rechazo del injerto pero en 13 de ellos (26.5%) se detectd la
presencia de ADES anti-HLA en el primer afio pos-trasplante, los datos
obtenidos pueden verse en la tabla 4. Los ADES anti-HLA se presentaron con
mayor frecuencia en los pacientes con rechazo del injerto (15/24) que en
aguéllos que no presentaron rechazo (13/49), esta diferencia fue

estadisticamente significativa (p=0.006).

Tabla 4. Presencia de ADES en pacientes con rechazo y sin rechazo del injerto

Total de pacientes N=73 ADES SIN ADES
anti-HLA Anti-HLA

Rechazo del injerto n=24 | 15 (62.5%) 9 (37.5%)

Rechazo sin rechazo n=49 | 13 (26.5%) | 36 (73.5%)

ADES: anticuerpos donador especifico:
X?donde pC= 0.006, OR=4.62 y IC= 1.45-15.06

8.2 Anticuerpos anti-HLA donador-especifico en pacientes con rechazo.

El tipo de rechazo mas frecuente fue el rechazo agudo mediado por
anticuerpos (18/24), en este grupo el 66% de los pacientes (12/18) presentaron
anticuerpos anti-HLA especificos contra el donador (ADES anti-HLA) en tanto
que el 44% (6/18) resultd negativo para ADES. De los pacientes que
presentaron rechazo agudo celular (6/24), la mitad presentd ADES (Tabla 5y
Figura 11). No se encontrg diferencia significativa al comparar el grupo con
ADES anti-HLA y rechazo humoral con el de rechazo celular lo que sugiere que

los ADES anti-HLA no son exclusivos de alguno tipo de rechazo.
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Tabla 5. Presencia de ADES anti-HLA en el rechazo celular y humoral

Tipo de rechazo N=24 | Sin ADES | Con ADES
Anti-HLA (%) | Anti-HLA (%)

Rechazo humoral (RH) | 6 (44%) 12 (66%)

Rechazo celular (RC) 3 (50%) 3 (50%)

ADES: anticuerpos donador especifico:
X?donde pC= 0.80, OR=2 y IC95%= 0.31-13.06

Rechazo mediado por ADES anti-HLA

12

10

Pacientes con rechazo
[e)]

RH sin ADES  RH con ADES

RC sin ADES

RC con ADES

Figura 11. Distribucion de los pacientes que presentaron rechazo humoral (RH)
y celular (RC). En azul pacientes que no presentaron ADES y en naranja

pacientes con presentaron ADES.
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De los 24 pacientes con rechazo, quince de ellos presentaron anticuerpos anti-
HLA donador especifico (ADES anti-HLA) segun se observa en la tabla 5. Por
otra parte, la tabla 6 detalla la fuente del injerto para cada trasplante, las
especificidades de los anticuerpos anti-HLA encontrados, el tipo de rechazo
agudo presentado, la presencia o no de depdsitos de C4d en el tejido renal.
Como puede verse, ocho pacientes recibieron el injerto proveniente de donador
cadaveérico (DC), cuatro de donador vivo no relacionado (DVNR) y tres de

donador vivo relacionado (DVR).

La determinacion de ADES anti-HLA, se realiz6 en el equipo Luminex, y se
tomaron valores de fluorescencia (intensidad media de fluorescencia MFI)

establecidos con el objeto de detectar la presencia de ADES utilizando los

siguientes criterios:

1. Para pre-trasplante de donador de cadavérico, se toman en cuenta la
presencia de anticuerpos anti-HLA con MFI = 1000
2. Pos-trasplante pacientes con evidencia de rechazo y seguimiento, se

toman en cuenta anticuerpos anti-HLA valores de MFI = 500
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Tabla 6. Fuente de injerto, especificidades de los anticuerpos anti-HLA, tipo de

rechazo y C4d en biopsia renal en cada uno de los pacientes del estudio

Pacientes | Fuente | ADES anti-HLA | ADES anti-HLA | Tipo de | Depdsito
del pretrasplante postrasplante rechazo de C4D
injerto

1 DC NO ADES DQ5, DQ8 y HUMORAL negativo

DR53
2 DVNR | DQ8 Cwl1l0y DQ8 CELULAR
3 DVNR | NO ADES DR7y DQ2 HUMORAL negativo
G1, PTC1
4 DC Cw4, DR53, | DR53 CELULAR sin
DR4 ,G1, T3, 12 reporte
5 DVNR | NO ADES DQ5 HUMORAL negativo
G1, PTC1
6 DC Cw8 NO ADES HUMORAL, negativo
G2
7 DC DQ8 DQ8 HUMORAL, negativo
G1
8 DC NO ADES Cw7y DR52 HUMORAL, negativo
G1
9 DVNR | NO ADES B44, DR7,  HUMORAL, negativo
DQ2 Y DR3 G3
10 DC DQ2, DQ4 DQ2, DQ4 y HUMORAL negativo
DP1 G1, PTC1
11 DC DQ7, Cwb Cwo, DR16, CELULAR sin
DQ5, DQ7 y G1A,I12,T2 reporte
DR51
12 DC DQ7, DR16 NO ADES HUMORAL negativo
G2
PTC2
13 DVR NO ADES DQ8 CELULAR negativo
G1A,11,T2,V0
HUMORAL
Gl
14 DVR DR52 NO ADES HUMORAL negativo
15 DVR Cwl NO ADES HUMORAL, negativo
PTC3

DRV: donador vivo relacionado, DVNR: donador vivo no relacionado, DC: donador
cadavérico, ADES: anticuerpos donador especifico
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De los 15 pacientes que tuvieron rechazo del injerto en presencia de ADES
anti-HLA, el 13% (2/15) presentd anticuerpos contra antigenos HLA clase |, el
60% (9/15) contra antigenos HLA clase Il y el 27% (4/15) presentaron
anticuerpos contra ambos tipos de antigenos (Figura 12).

Pacientes positivos con ac. anti-HLA

40% -

Porcentaje %
w
o
N

N

Q

X
1

HLA de Clase | HLA de Clase Il ambos

Figura 12. Distribucién de los pacientes (n=15) que presentaron anticuerpos
anti-HLA de clase | y clase Il. Dos fueron positivos para HLA de clase I, 9 para
clase Il y 4 pacientes tenian clase | y clase |II.
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Al comparar la frecuencia del tipo de anticuerpos ya sea de clase | o de clase Il,
Se observé que los ADES anti-HLA de clase Il se encontraron con mayor
frecuencia en los pacientes con rechazo del injerto renal (13/24) que en los
pacientes sin rechazo (7/49) con una p=0.00004. Los ADES anti-HLA de clase |
estan presentes en pacientes con rechazo y sin rechazo sin diferencia

estadisticamente significativa.

Tabla 7. Rechazo del injerto renal mediado por anticuerpos anti-HLA donador

especifico.

Pacientes positivos con |Rechazo |Sin Rechazo |pC<0.05|OR |IC95%
anticuerpos anti-HLA n=24 n=49

Ac. anti-HLA de Clase | |6 (25%) |9 (18%) 0.056 4,44 (1.16-17.02

Ac. anti-HLA de Clase Il |13 (54%) | 7(14%) 0.00004 [13.00|3.70-45.62

Ac = anticuerpos

Se clasificaron a los pacientes con rechazo renal que presentaron ADES anti-
HLA para saber si los ADES estuvieron presentes antes del trasplante
(preformados) o posterior al trasplante (de novo). Cuatro pacientes tuvieron
ADES pre-trasplante (4/15), en tanto que seis presentaron ADES de novo

(6/15) y dos pacientes presentaron ADES pre y pos-trasplante (5/12) (Tabla 8).

Tabla 8. Presencia de ADES pre-trasplante y pos-trasplante

Pacientes con RH por ADES n=15

ADES pre-Tx 4 (27%)
ADES pos-Tx 6 (40%)
Ambos 5 (33%)
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8.3 Funcidn del injerto renal en pacientes con rechazo del injerto.

Para medir la funcion renal de los pacientes que presentaron rechazo del
injerto renal, se midi6 la creatinina sérica basal (CS basal) y los valores de
creatinina al momento de evaluacién de ADES, asi como también la tasa de
filtracion glomerular (TFG). En general, no se observoé diferencia significativa en
la funcidn renal, segun la presencia o ausencia de anticuerpos anti-HLA
(Tabla 9). Los parametros de funcion renal incluyeron los niveles de creatinina
sérica y la tasa de filtracion glomerular (TFG) (Levey) segin se muestra en las
figuras 13y 14.

Tabla 9. Funcién renal en pacientes con rechazo y estado de ADES.

Rechazo con Rechazo sin p
ADES (n=15) ADES (n=9)
C. en suero basal 1,00 £ 0.20 1.10£0.22 0,284
C. en suero a 1,42 £ 0.50 1.56 £ 0.61 0,583
evaluacion de
anticuerpos
TFG basal 76,8 £ 16,50 69,35 + 21,26 0,413
TFG a evaluacion 58,33 + 13,56 50,77 £ 20,08 0,346
de anticuerpos
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Nivel de creatinina de suero en presencia y ausencia de
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Figura 13. Funcion renal en pacientes con ADES anti-HLA positivos (n=15) y
ADES anti-HLA negativos (n=6) tomando los niveles de creatinina en suero
basal y al momento de la biopsia. Prueba t Student con valores
estadisticamente no significativos.

Tasa de filtracion glomerular en presencia y ausencia
de ADES
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Figura 14. Funcion renal en pacientes con ac. anti-HLA positivos (n=12) y ac.
anti-HLA negativos (n=6) tomando la tasa de filtracion glomerular basal y al
momento de la biopsia. Prueba t Student con valores estadisticamente no
significativos.

La TFG se calcul6 con la férmula de Levey al momento del estudio:

MDRD = (186 x Cr sérica -1.154 x edad-0.203) x 0.742 si es mujer x 1.212 si es
de ancestria africana.
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9. Discusiodn

En este estudio de los 73 pacientes que se revisaron, 24 receptores
presentaron rechazo renal del injerto en el primer afio, en quince de los
destinatarios se detectd la presencia de anticuerpos anti-HLA especificos
contra el donador (ADES), de los cuales doce presentaron rechazo mediado
por anticuerpos (RH) y tres rechazo celular (RC). Al revisar si habia presencia
de ADES anti-HLA en los receptores con rechazo del injerto y sin rechazo, se
observd que los ADES anti-HLA se presentaron principalmente en los
pacientes que tenian rechazo del injerto renal (15/24) este dato es superior al
encontrado en pacientes que no presentaron rechazo (13/49) esta diferencia
resulté estadisticamente significativa de p=0.006.

Anticuerpos donador especifico anti-HLA. Se encontré que de los 24
pacientes con rechazo del injerto 15 reportaron ADES anti-HLA, esto es que el
62% de estos pacientes presentaron anticuerpo anti-HLA ya sea de clase | o
clase Il. Por lo que la formacién de anticuerpos donador especificos contra
antigenos HLA de clase | y clase I, podrian estar relacionados con el rechazo
del injerto, sin importar el tipo de rechazo que presenten sea este humoral (RH)
o celular (RC) los resultados de este trabajo (tabla 5) mostraron que los ADES
anti-HLA no son exclusivos de alguno tipo de rechazo; sin embargo, la
formacion de anticuerpos donador especifico contra antigenos HLA de clase | y
clase Il posterior al trasplante (De novo) se relaciona con el rechazo humoral
mediado por anticuerpos, con el rechazo crénico y con la disminucién de

sobrevida del injerto [27].

De acuerdo con los resultados de anticuerpos anti-HLA de clase 1l (tabla 7) se
muestra asociacion con rechazo renal agudo (p=0.00004), seguido de la
positividad para ambos anticuerpos (clase | y clase Il) y en menor grado con
ADES anti-HLA de clase | (figura 12). Morales—Buenrostro y cols., reportaron
en un grupo de 196 pacientes mexicanos con TR y con injerto funcional, de los
cuales 44 de ellos (22%) presentd anticuerpos anti-HLA, 23 de los cuales
(52%) fueron positivos para anticuerpos de clase 1l, 10 para anticuerpos clase |
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y 11 para ambos (clase | y clase Il), aunque se requiere saber si eran donador
especifico, la presencia de ellos impactd negativamente la sobrevida del
injerto. Los anticuerpos anti-HLA donador especifico que aparecieron con
mayor frecuencia de clase Il fueron contra los antigenos HLA-DQ8 y HLA-
DR53, este ultimo se presentd en un paciente después de 12 meses post
trasplante y no estaba presente en el momento del rechazo, lo que podria
indicar que estos dos alelos son mas susceptibles a generar anticuerpos contra

el injerto y por lo tanto llevar al rechazo agudo mediado por anticuerpos.

De la misma manera, en este trabajo se mostr6 que todos los pacientes que
recibieron el injerto preveniente de donador cadavérico (DC), presentaron
rechazo agudo del injerto renal mediado por ADES anti-HLA (8/24), indicando
que la mayor frecuencia de rechazo se debe a injerto proveniente de DC que
cabe resaltar no comparte haplotipo alguno con el receptor (tabla 6), se tiene
conocimiento que el grado de compatibilidad HLA entre el receptor y donador
representa un efecto positivo en el trasplante renal y también en la disminucién
de los episodios de rechazo. Un estudio realizado entre en 2007 y 2011 en el
Instituto Nacional de Ciencias Meédicas y Nutricibn Salvador Zubiran
(INCMNSZ), mostré que la mayor incidencia de rechazo agudo en el primer
afio es en pacientes trasplantados de DC (17.4% de incidencia) seguida de
11.8% para DVR [28].

Ademas se sabe que los pacientes con ADES anti-HLA pre-existente
detectado mediante ensayos en fase soélida, Luminex®, tienen mayor riesgo de
rechazo agudo mediado por anticuerpo (RH) y mayor riesgo de falla del injerto
[29]. En la etapa pos-trasplante, el desarrollo de ADES anti-HLA de novo
aumenta el riesgo de RH y la pérdida de aloinjerto. Wiebe y col. [30]
encontraron una tasa de supervivencia del aloinjerto a 10 afios del 57% en
pacientes con ADES anti-HLA de novo en comparacion con el 96% en
pacientes negativos para estos anticuerpos. En otro estudio realizado en el
poblacion pediatrica del hospital infantil de México, se sugiere que la presencia

de anticuerpos anti-HLA clase | y clase Il, tanto donador especificos como no
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especificos, se relacionan con el rechazo agudo y con la menor sobrevida del
injerto [31].

Los anticuerpos anti-HLA se presentaron tanto en la etapa pretrasplante
(preformados) como en la etapa postrasplante (de novo) incluso éstos ultimos
con mayor frecuencia (tabla 8) lo que permite asignarlos como biomarcadores
predictores de malos desenlaces del trasplante, incluyendo alta incidencia de

rechazo mediado por anticuerpos [19].

Funcién del injerto renal en pacientes con rechazo del injerto. La presencia
de ADES anti-HLA no perjudicé la funcion renal, ya que no se observaron
diferencias significativas en la funcién del injerto, tampoco en los niveles de
creatinina ni en la tasa de filtracion (figura 13 y 14). La hipotesis original
suponia que la peor funcién renal ocurriria en pacientes con ADES anti- HLA,
pero no ocurrié asi, cabe sefialar sin embargo que los niveles de creatinina y la
tasa de filtracion formaron parte de los criterios de inclusion para la toma de
decision en caso de presentarse rechazo. Otro dato relevante fue que los
pacientes que presentaron rechazo agudo celular o humoral resultaron
negativos a los depdsitos en rifidn de la molécula C4d, ver tabla 5, de acuerdo
con los criterios de Banff se establece como equivalente al C4d la presencia de
inflamacion de la microcirculacion moderada (g + ptg >2) por lo que el rechazo
mediado por anticuerpos la molécula C4d es negativo [20]. Este cambio
permiti6 aumentar el diagnostico positivo de rechazo mediado por anticuerpos y
disminuir la sospecha del mismo [32]. El rechazo mediado por ADES anti-HLA
C4d negativo puede estar mediado por mecanismos independientes del
complemento, que son de naturaleza subclinica o crénica y conducen a un

rechazo tardio con disfuncién y eventualmente pérdida del injerto [19].

El rechazo agudo mediado por anticuerpos esta asociado con el desarrollo de
altos niveles de ADES anti-HLA después del trasplante y los protocolos
dirigidos a mantener los ADES en niveles mas bajos pueden disminuir la
incidencia de rechazo agudo mediado por anticuerpos [33]. La técnica de fase

sélida, Luminex, permite detectar los titulos de anticuerpos y también si la
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especificidad est4 dirigida contra antigenos HLA donador-especifico. La
detecciéon de estos ADES anti-HLA ya sea pre-trasplante o pos-trasplante
permite tomar decisiones tanto en la dosis como en el tipo de tratamiento
inmunosupresor con el propoésito de revertir el rechazo del injerto y con ello

aumentar la sobrevida del mismo.
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10.Conclusiones

Este estudio demostré que el rechazo del injerto renal estd asociado
principalmente con la presencia de anticuerpos anti-HLA donador
especifico (ADES); ademas, mostr6 que los anticuerpos anti-HLA de
clase 1l los que con mayor frecuencia (60%) muestran rechazo
p=0.00004.

La técnica de fase sélida Luminex, permite detectar los titulos de
anticuerpos anti-HLA donador especifico. La deteccion de estos ADES
anti-HLA ya sea pre-trasplante o pos-trasplante es util en la toma de
decisiones para asignar el tipo y dosis de medicamentos
inmunosupresores en el manejo del rechazo del injerto y con ello

aumentar la sobrevida del mismo.
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Anexo
Ensayo para la determinacion Antigeno Especifico (SA) anti-HLA

Cada reaccién antigenos-anticuerpo se realiz6 por pozo en una placa blanca

de 96 pozos.

A un pozo se afiadi6 5puL de microperlas de clase | y 20 uL de suero del
receptor, se realiz6 el mismo procedimiento para clase Il, se incubd a
temperatura ambiente en agitacién constante por 30min. Una vez pasado en
tiempo se realizé el primer lavado con 150uL buffer a 1X (incluido en el Kit) a
cada pozo. Se centrifugo a 3100rpm por 6 min, posteriormente se retird el
exceso de buffer por flick. Se realizé 2 lavados mas. Después se realiz el
marcaje de anticuerpos con ficoeritrina, se realizo la incubacidon a temperatura
ambiente por 30 min. Posteriormente se realizaron 2 lavados con buffer de

fosfato. Se realiz6 el andlisis de las muestras para la busqueda de ADES.

) Rl A
2. Lavados

Cad i sfera d

STt . =

combinacion de dos

a

Equipo de
LUMINEX con
la computadora
que contiene el
software para
el anilisis de
resultados

.
<

5.6 micras

S

Por separado se hace
un juego y se analizan
para clase | y clase Il =

. \ . -
colorantes 1. En esas placas se R Jl - 04;
analizan hasta 96 \\' '// - \A"
- muestras. A las perlas 4 d
(ya vienen combina- 3. 5e agrega la ~
e IgG marcada con
: e das) se agrega el suero ?.C itrina (PE) Las microesferas cruzan dos laser, uno detecta tipo de
44 del paciente CocTig = | | lafl 2
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T3
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TIIIITI T — - -
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Separado para clase | y II

Figura 13. Descripcién de la técnica de Luminex. Imagen tomada de “Riesgo

inmunologico y terapia de induccion de trasplante”. Morales-Buenrostro [34].
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