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La insuficiencia renal crénica (IRC) es un proceso fisiopatologico multifactorial
de caracter progresivo e irreversible que en la mayoria de los casos evoluciona
hacia estadios terminales, en que el paciente requiere terapia de reemplazo renal
(TRR).

La etiologia en pacientes adultos sobresale la hipertension arterial y la diabetes
mellitus, mientras que en pacientes pediatricos se caracterizan por cursar con:
glomerulonefritis, enfermedad renal evolutiva, causas congénitas hereditarias y

adquiridas.
El tratamiento para dicha enfermedad se puede clasificar en:

-Tratamiento preventivo, el cual agrupa a la didlisis peritoneal continua ambulatoria
(DPCA) y hemodidlisis.

-Tratamiento definitivo, el cual conlleva el trasplante renal.

En el trasplante renal, la tipificacibn de los antigenos HLA (Antigenos
Leucocitarios Humanos) en donante y receptor es obligatoria, dada la relacion
incuestionable entre su compatibilidad y la sobrevida del injerto, ya que a largo
plazo la supervivencia del injerto (rifidn) disminuye cuanto mayor es el nimero de

incompatibilidades HLA.

Las etapas clinicas del rechazo que se pueden presentar en un paciente que no

acepte el 6érgano son las siguientes:

-Rechazo hiperagudo: Ocurre dentro de los primeros minutos u horas de
trasplante y es consecuencia de la rapida destruccion de la vascularizacion del

tejido, es mediado por respuesta humoral.

-Rechazo agudo: Estas reacciones ocurren en un tiempo promedio de 6 meses

después del trasplante y puede ser de tipo humoral o celular

Tras el trasplante renal, la aparicion de anticuerpos anti-HLA especificos contra
alguno de los antigenos del donante (Anticuerpos Donador Especifico, ADE) es

uno de los criterios, junto con los datos histologicos de la biopsia renal, para el




diagnéstico del rechazo mediado por anticuerpos o rechazo humoral, por lo que
deben ser buscados especificamente en los pacientes en los que se sospeche
dicho diagnéstico.

Los resultados iniciales observados en la sobrevida del injerto (rifidn) realizando
Gnicamente la tipificacion de las moléculas mas inmunogénicas llevaron a la
exclusién del antigeno HLA-DP de la mayoria de los algoritmos de compatibilidad
para el trasplante de rifidn.

Los primeros estudios sugerian que las incompatibilidades en HLA-DP no
afectaban de manera adversa la sobrevida del injerto, excepto probablemente en
retrasplantes y en pacientes altamente sensibilizados. Existe la evidencia de que
los anticuerpos en contra HLA-DP pueden ser patogénicos.

De manera interesante las parejas donador —receptor con una compatibilidad en
HLA-A, B, C, DR, DQ pueden desarrollar una incompatibilidad en HLA-DP, de esta
manera se vuelve importante analizar el comportamiento de este antigeno en la
poblacion atendida para promover su tipificacion en el esquema de trasplante

renal.

La presente investigacion se enfocd en un estudio retrospectivo en el que se
recopilaron y analizaron datos obtenidos de pacientes que presentaron rechazo al
trasplante renal, con el fin de establecer la implicacion de anticuerpos anti HLA-DP
donador especifico en el rechazo o pérdida del injerto, detectados por la prueba

del antigeno unico, abarcando un periodo desde 2010 hasta 2015.




El sistema HLA, ubicado en el brazo corto del cromosoma 6 humano, se encuentra

dividido fisicamente en tres regiones denominadas de Clase I, Clase Il y Clase Il

Los loci correspondientes a la region de Clase |, contienen a los genes
codificantes para las cadenas pesadas de moléculas clasicas del sistema HLA
(HLA-A, -B,-C) y moléculas no clasicas (HLA-E,-F,G) ademéas de moléculas como
MICA y MICB, encargadas en la presentacion de antigenos en todas las células

nucleadas no profesionales llevando a cabo el proceso de inmunovigilancia.

La region de clase Il contienen genes codificantes para las cadenas a y B de los
cinco tipos de moléculas expresadas de clase Il (HLA-DR,-DP,-DQ, -DM, -DO),
asi como proteinas involucradas en la generacion de péptidos (LMP2 y LMP7) y
proteinas de transporte de péptidos al reticulo endoplasmico (TAP1, TAP2) para la

creacion de los complejos proteicos con moléculas del sistema HLA clase I.*
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Figura 1. Organizacién genética del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en

el cromosoma 6. Muestra los loci relativos al sistema HLA.
Tomado de http://80.36.73.149/almacen/medicina/oftalmologia/enciclopedias/duane/pages/v8/v8c038.html




La relevancia practica del HLA se basa principalmente en aquellos loci cuyos
productos génicos son proteinas heterodiméricas que se expresan en la superficie
celular y juegan un papel critico en el reconocimiento y en la respuesta inmune.
Las estructuras de las proteinas de clase | y Il estan relacionadas, aunque tienen

distintos componentes como se mencionan a continuacion.
Antigenos HLA de Clase |

Las moléculas del HLA clase | (HLA-A, HLA-B y HLA-C) son expresadas en
practicamente todas las células nucleadas, estas a menudo son referidas como
antigenos clasicos del trasplante. Estos antigenos presentes en la superficie de la
célula, son reconocidos por las células T y son los principales antigenos
reconocidos por el receptor durante el rechazo al injerto en el trasplante. En la
citotoxicidad mediada por células, la cual es la correlacion experimental el rechazo
al injerto, los antigenos de clase | son las moléculas blanco reconocidas por
linfocitos T CD8?

El papel natural de las moléculas de clase | es la presentacion antigénica de
péptidos endégenos y péptidos virales de células infectadas (Fig 2). Cuando los
linfocitos T son expuestos al antigeno viral que esta expresado en la superficie de
la célula infectada, reconocen el epitopo viral solamente cuando esta asociado con
una molécula de clase I. Los linfocitos son activados por una respuesta a un
antigeno viral y son delimitados para matar solo a las células blanco que llevan el
mismo antigeno asociado a la misma molécula de clase | presentada en la

original, la célula infectada sensibilizada.®
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Figura 2. Procesamiento y presentacion antigénica en moléculas MHC | y MHC II.

Tomada de: http://www.nature.com/nature/journal/v462/n7272/images/nature08604-f2.2.jpg

En cuanto a las caracteristicas de la estructura bioquimica de las moléculas de
clase | sabemos que estas pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas.
Incluidas en ésta familia se encuentran los anticuerpos, el receptor de células T
(TCR), clusters de diferenciacion (CD), las glicoproteinas asociadas de clase |, 2
microglobulina, factores de crecimiento, y muchas otras moléculas de la superficie

celular.

Las moléculas de clase | son heterodiméricas en la superficie celular (Fig. 3),
consiste en una cadena pesada alfa glicoprotéica polimérfica, asociada de manera
no covalente a una proteina no polimérfica llamada B2-microglobulina (la cual es

codificada en el cromosoma 15).

Las moléculas de clase | estan ancladas en la membrana celular en la capa
bilipidica usando la cadena pesada para circular. Los péptidos unidos a las

moléculas de Clase | son generalmente cortas, usualmente octameros o




nonameros. Estos son unidos por los extremos, con interacciones entre la
molécula del MHC y el amino y carboxilo terminal del péptido. Las interacciones
mas importantes de la molécula del MHC son aquellas con las cadenas laterales
del segundo amino acido del péptido (referido como P2) y el amino &cido

terminal.*

El gen codificante para las moléculas del HLA Clase | consiste en 7 exones. El
segundo, tercero y cuarto exén corresponden al primer, segundo y tercer dominio

de la cadena alfa, respectivamente.
Antigenos HLA Clase |l

Las moléculas de Clase Il a diferencia de las Clase |, son usualmente expresadas
solo en células presentadoras de antigeno profesionales.

Estas moléculas estdn disefiadas para la captura y presentacién de péptidos
derivados de antigenos exdgenos creados en el compartimiento endosomal de las

células presentadoras de antigeno (Fig. 2).

La regidon del HLA Clase Il codifica para tres principales glicoproteinas: HLA-DP, -
DQ y -DR, cada una de las glicoproteinas de Clase Il son heterodimero con una
cadena alfa y una cadena beta asociadas no covalentemente (Fig3). Cada una de
estas cadenas consiste en tres regiones, incluyendo una regién extracelular
hidrofilica, una region transmembranal hidrofébica, y una regidén intracelular

hidrofilica similar a la de otros miembros de la familia de las inmunoglobulinas.

La porcién intracelular de la cadena alfa puede ser fosforilada para la transduccién
de sefal. La region extracelular de la cadena alfa contiene dos dominios cada uno
de los cuales tiene un sitio de unién para oligosacéridos, y el dominio alfa 2 tiene

un puente disulfuro intracatenario.

La region extracelular de la cadena beta también contiene dos dominios, el
primero une oligosacaridos y ambos dominios contienen puentes disulfuro

intracatenarios. El segundo dominio extracelular de ambas cadenas alfa y beta




localizado mas cerca de la membrana celular, muestra una homologia significativa

con los dominios de la region constante de las inmunoglobulinas.

Para hacer mencion a los antigenos de clase Il tenemos que HLA-DP, -DQ y DR
son expresados en las células, también existen HLA-DO que esta muy relacionada
a las moléculas clasicas de Clase Il pero muestra un polimorfismo muy limitado, y
HLA- DMA y DMB estan lejanamente relacionados y tienen relativamente poco

polimorfismo.®
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Figura 3. Estructura molecular de los antigenos de histocompatibilidad de Clase | y
Il en comparacion con otros miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas.

Puente disulfuro (s-s), region variable (V), regién constante (C).
Tomada de: http://80.36.73.149/almacen/medicina/oftalmologia/enciclopedias/duane/pages/v8/v8c038.html

El antigeno HLA-DP, como se menciond, pertenece al grupo clase Il del sistema
HLA. Esta molécula es un heterodimero que consiste en una cadena a y una
cadena B. El gen de la cadena alfa perteneciente a la molécula HLA-DP esta
codificada por 5 exones. El exdn uno es codificante para el péptido lider, el exén
dos y tres codifican para los dominios extracelular, el exdn cuatro es codificable

para el dominio transmembranal el residuo terminal citoplasmatico.®

En cuanto a las caracteristicas del gen, el de la cadena beta contiene seis exones

con los mismos productos codificables que la cadena alfa para los cuatro primeros




exones a excepcion de que el dominio terminal citoplasmatico esta codificado por

el exon 5 para la cadena beta.

Ambas cadenas alfa y beta se anclan a la membrana de células presentadoras de
antigeno, jugando un papel importante en el sistema inmune para la presentacion

de péptidos derivados de proteinas extracelulares.

Las moléculas HLA-DP, como las demas moléculas de clase Il, estan involucradas
en la presentacion de péptidos procesados de proteinas extracelulares
endocitadas por células presentadoras de antigenos. Dichas proteinas son
procesadas en los lisosomas para obtener el péptido y acoplarlo dentro de dicha

vesicula, a la molécula clase Il previamente formada en el reticulo endoplasmico.’

Los linfocitos T CD4" llevan a cabo el reconcomiendo de un complejo formado por
moléculas de clase Il y los antigenos peptidicos, los loci del Sistema HLA de clase
Il mayormente descrito en éste reconocimiento son DR y DQ , para los cuales se
han identificado y reportado cientos de epitopes de Células T. En cambio los
epitopes del antigeno HLA- DP se han descrito muy poco debido a que la
expresion de esta molécula en la superficie celular es 10 veces menor que las

moléculas DR y DQ, lo que dificulta su extraccion, purificacién y caracterizacion.

Sin embargo en la literatura se ha indicado que HLA-DP codifica para moléculas
completamente funcionales involucradas en la respuesta inmune de diversos
contextos como céancer, enfermedades infecciosas, respuesta en trasplante de

organo sélido, entre otros.

Son tan funcionales que tan solo en un episodio de rechazo al injerto estos
antigenos HLA-DP son expresados en células de sangre periférica y células
endoteliales principalmente, siendo los alelos DPB1*0401 y DPB1*0402
considerados los mas frecuentes con una presencia en un tercio de la poblacion

en general ®




Nomenclatura del sistema HLA ©,?

En cuanto a la tipificacién del sistema HLA un aspecto de suma importancia es la
nomenclatura, pues esto conlleva la forma en la que se reportan los resultados

obtenidos en las tipificaciones.

En la actualidad hay en uso dos formas de nomenclatura HLA: Seroldgica:
establecida en 1975 y modificada en 1984, se basa en las especificidades de los
productos de los genes HLA definidos por técnicas inmunoldgicas, seroldgicas o
celulares. Y encontramos la nomenclatura molecular basada en los alelos

definidos por secuenciacion.

Las técnicas seroldgicas y celulares son técnicas inmunoldgicas que detectan
determinantes de los productos genéticos del HLA se definen grupos de alelos

mas que alelos individuales.

En la nomenclatura molecular cada alelo tiene un nimero correspondiente Unico,
el tamafo de la designacion alélica depende mucho de la secuencia del alelo.

Todos los alelos reciben por lo menos un nombre de cuatro digitos.

En 2010, se aprobd un nuevo sistema de nomenclatura. Este introdujo dos puntos
’ como separadores entre pares de digitos. HLA-A*02010102L, por tanto, se
convirti6 en HLA-A*02:01:01:02 L. Los pares de digitos separados por dos puntos
son conocidos como campos. Los digitos primeros y segundo de la antigua
nomenclatura forman el primer campo de la nueva nomenclatura. El digito tercero
y cuarto de la antigua nomenclatura forman el segundo campo de la nueva
nomenclatura. Para ayudar a reducir la confusion en la adopcion de la nueva

nomenclatura, se mantuvo el ‘0’ en alelos 1-9 de cada grupo de alelo.

La introduccion de los dos puntos significa que cada campo ya no estéa limitado a
99 digitos sino que se puede expandir infinitamente. Una vez HLA-A*03:99 sea

identificado, el alelo A3 siguiente podria llamarse HLA-A*03:100.

Con la introduccion de (:) dos puntos y con la eliminacién de la restriccion artificial
de 99 digitos, HLA-A*92 y B*95 fueron renombrados A*02 y B*15 respectivamente




y sus alelos asociados fueron re-mapeados. El A*9201 se convirtio en A*02:101.
El A*9202 en A*02:102 etc. HLA-B*9501 se convirtié en B*15:101. HLA-B*9502 se
convirtio en B*15:102 etc. HLA-A*02:100 y B*15:100 no fueron utilizados para
ayudar a hacer mas féacil la reasignacion. Sin embargo, otros tipos HLA que

excedian los 99 alelos utilizaran alelo 100.

También se renombraron los alelos de DPB1, por lo que DPB1*0102 se convirtio
en DPB1*100:01; DPB1*0203 en DPB1*101:01; DPB1*0302 en DPB1*102:01; vy
otros.

Los digitos antes del punto y coma describen el tipo, que a menudo corresponde
con el antigeno serolégico realizado por un alotipo.

La siguiente serie de digitos se utiliza para enumerar los subtipos, los nimeros se
asignan en el orden en que se han determinado las secuencias de ADN. Los
alelos cuyos numeros difieren en los dos conjuntos de digitos deben diferir en una
0 mas sustituciones de nucleétidos que cambian la secuencia de aminoacidos de

la proteina codificada.

Los alelos que se diferencian solo por sustituciones de nucleétidos sinGnimas
(también llamados sustituciones silenciosas o0 no codificantes) dentro de la

secuencia de codificacion se distinguen por el uso de la tercera serie de digitos.

Los alelos que soélo difieren en la secuencia de polimorfismos en los intrones, o en
las regiones no traducidas 5 '0 3' que flanquean los exones e intrones, se

distinguen por el uso del cuarto conjunto de digitos.

Ademas del numero de alelo Unico, hay sufijos opcionales adicionales que pueden
afadirse a un alelo para indicar su estado de expresion. Los alelos que han
demostrado no ser expresados - ' N ULL' - alelos se les ha dado el sufijo ' N’. Los
alelos que se han demostrado que se expresa alternativamente pueden tener el
sufijo'L', 'S, 'C','A' 0 'Q".

El sufijo ' L ' se utiliza para indicar un alelo que se ha demostrado que tienen baja

(Low) expresion en la superficie celular' en comparacion con los niveles




normales. La 'S ' sufijo se utiliza para denotar un alelo especificando una proteina
que se expresa como una molécula soluble excretada, pero no esta presente en
la superficie celular. El ' C sufijo "se asigna a los alelos que producen proteinas
gue estan presentes en el citoplasma y no en la superficie celular. Un sufijo A
indica una expresion aberrante donde hay alguna duda en cuanto a si una
proteina se expresa en realidad. Q sufijo se utiliza cuando la expresion de un
alelo es cuestionable, dado que la mutacién en el alelo visto se ha demostrado

gue afectan a los niveles de expresion normales en otros alelos.

Figura 4.- Nomenclatura actual sistema HLA
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Tomado de: http://www.revhematologia.sld.cu/index.php/hih/article/viewFile/125/99/1102

A su vez para el reporte de cadenas de alelo ambiguas, se introdujeron los

codigos Py G.




Codigo G

Alelos HLA que tienen secuencias de nucledtidos idénticas a través de los exones
que codifican los dominios de union al péptido (exén 2 y 3 de HLA de clase | y el
exon 2 para los alelos HLA clase Il), seran designados por una caja superior G
gue sigue a los primeros tres campos del alelo con la designacion numérica mas

baja en el grupo. La designacion de grupo contendra un minimo de 6 digitos.
Codigo P

Aplica a todas las secuencias de HLA que tienen los mismos dominios de union al
antigeno. Este andlisis se realiza en la secuencia de la proteina, y para los alelos
HLA de clase I, la identidad en los dominios de unién a antigeno se basa en las
secuencias de proteinas idénticas como codificado por los exones 2 y 3. En los
alelos HLA de clase Il se basa en secuencias proteicas idénticas codificadas por el
exén 2. Entonces los alelos HLA que tienen secuencias de nucleétidos que
codifican la misma secuencia de proteina para los dominios de union al péptido
seran designados por una caja superior P que sigue a la designacion del segundo
campo del alelo de niamero mas bajo en el grupo. La designacion de grupo

contendra un minimo de cuatro digitos.

De esta manera alelos como HLA-DP que contiene un gran polimorfismo en el
exon dos de la cadena HLA-DPB1, son mas frecuentes de reportar en grupo G o P

dependiendo de las limitaciones de la técnica usada para su tipificacion.

Con la informacién proporcionada por la Asociacion Mundial del Donante de
Médula Osea (WMDA) se pude obtener una tabla como la siguiente para apoyo en

la tipificacion de antigenos HLA, en especifico HLA-DP




Cuadro 1. Tablas de la agrupaciéon G HLA-DP usadas en el Lab. HLA BCS

HLA DP "G" Group

DPA1*01:03:01G
DPA1*02:02:02G
DPA1*01:03:01G
DPA1*02:02:02G
DPA1*01:03:01G
DPA1*02:02:02G
DPA1*01:03:01G
DPA1*02:02:02G
DPA1*01:03:01G
DPA1*02:02:02G
DPA1*01:03:01G
DPA1*02:02:02G
DPA1*01:03:01G
DPA1*02:02:02G
DPA1*01:03:01G

DPB1*01:01:01G
DPB1*01:01:02G
DPB1*02:01:02G
DPB1*03:01:01G
DPB1*04:01:01G
DPB1*04:02:01G
DPB1*05:01:01G
DPB1*13:01:01G
DPB1*14:01:01G
DPB1*17:01:01G
DPB1*19:01:01G
DPB1*23:01:01G
DPB1*28:01:01G

CMNSXXI

01:03:01:01/01:03:01:02/01:03:01:03/01:03:01:04/01:03:01:05/01:03:05
02:02:02/02:06
01:03:01:01/01:03:01:02/01:03:01:03/01:03:01:04/01:03:01:05/01:03:06
02:02:02/02:07
01:03:01:01/01:03:01:02/01:03:01:03/01:03:01:04/01:03:01:05/01:03:07
02:02:02/02:08
01:03:01:01/01:03:01:02/01:03:01:03/01:03:01:04/01:03:01:05/01:03:08
02:02:02/02:09
01:03:01:01/01:03:01:02/01:03:01:03/01:03:01:04/01:03:01:05/01:03:09
02:02:02/02:10
01:03:01:01/01:03:01:02/01:03:01:03/01:03:01:04/01:03:01:05/01:03:10
02:02:02/02:11
01:03:01:01/01:03:01:02/01:03:01:03/01:03:01:04/01:03:01:05/01:03:11
02:02:02/02:12
01:03:01:01/01:03:01:02/01:03:01:03/01:03:01:04/01:03:01:05/01:03:12

01:01:01/417:01/462:01

01:01:02/162:01
02:01:02/141:01/352:01/414:01/416:01/461:01
03:01:01/03:01:08/104:01/124:01/351:01

04:01:01:01/04:01:01:02/04:01:31/126:01/350:01/415:01/459:01/464:01/534:01

04:02:01:01/04:02:01:02/105:01/463:01
05:01:01/05:01:02/05:01:07/135:01
13:01:01/107:01/133:01/518:01/519:01
14:01:01/498:01
17:01/131:01/168:01/460:01
19:01/106:01/533:01/535:01
23:01:01/138:01

28:01/296:01




Cuadro 2. Tablas de la agrupacion P HLA-DP usadas en el Lab. HLA BCS

HLA DP "P" Group
DPA1*01:03P

DPA1*01:06P

DPA1*02:01P

DPA1*02:02P

DPB1*01:01P

DPB1*02:01P

DPB1*03:01P

DPB1*04:01P

DPB1*04:02P
DPB1*05:01P

DPB1*09:01P
DPB1*10:01P
DPB1*11:01P
DPB1*13:01P
DPB1*14:01P
DPB1*15:01P
DPB1*16:01P
DPB1*17:01P
DPB1*19:01P
DPB1*20:01P
DPB1*23:01P
DPB1*26:01P
DPB1*28:01P
DPB1*35:01P
DPB1*41:01P
DPB1*46:01P
DPB1*155:01P
DPB1*236:01P
DPB1*348:01P
DPB1*354:01P

CMNSXXI

DPA1*01:03:01:01/DPA1*01:03:01:02/DPA1*01:03:01:03/DPA1*01:03:01:04/DPA1*01:03:01:05/DPA1*01:03:02/DPA1*01:03:
03/DPA1*01:03:04/DPA1*01:03:05

DPA1*01:06:01/DPA1*01:06:02

DPA1*02:01:01:01/DPA1*02:01:01:02/DPA1*02:01:02/DPA1*02:01:03/DPA1*02:01:04/DPA1*02:01:05/DPA1*02:01:06/DPAL
*02:01:07/DPA1*02:01:08

DPA1*02:02:01/DPA1*02:02:02/DPA1*02:02:03/DPA1*02:02:04/DPA1*02:02:05/DPA1*02:02:06/DPA1*02:06

DPB1*01:01:01/DPB1*01:01:02/DPB1*01:01:03/DPB1*01:01:04/DPB1*01:01:05/DPB1*01:01:06/DPB1*162:01/DPB1*417:01/
DPB1*462:01
DPB1*02:01:02/DPB1*02:01:03/DPB1*02:01:04/DPB1*02:01:05/DPB1*02:01:06/DPB1*02:01:07/DPB1*02:01:08/DPB1*02:01
:09/DPB1*02:01:10/DPB1*02:01:11/DPB1*02:01:12/
DPB1*02:01:13/DPB1*02:01:14/DPB1*02:01:15/DPB1*02:01:16/DPB1*02:01:17/DPB1*02:01:18/DPB1*141:01/DPB1*352:01/
DPB1*414:01/DPB1*416:01/DPB1*461:01
DPB1*03:01:01/DPB1*03:01:02/DPB1*03:01:03/DPB1*03:01:04/DPB1*03:01:05/DPB1*03:01:06/DPB1*03:01:07/DPB1*03:01
:08/DPB1*104:01/DPB1*124:01/DPB1*351:01
DPB1*04:01:01:01/DPB1*04:01:01:02/DPB1*04:01:02/DPB1*04:01:03/DPB1*04:01:04/DPB1*04:01:05/DPB1*04:01:06/DPB1
*04:01:07/DPB1*04:01:08/DPB1*04:01:09/DPB1*04:01:10/
DPB1*04:01:11/DPB1*04:01:12/DPB1*04:01:13/DPB1*04:01:14/DPB1*04:01:15/DPB1*04:01:16/DPB1*04:01:17/DPB1*04:01
:18/DPB1*04:01:19/DPB1*04:01:20/DPB1*04:01:21/
DPB1*04:01:22/DPB1*04:01:23/DPB1*04:01:24/DPB1*04:01:25/DPB1*04:01:26/DPB1*04:01:27/DPB1*04:01:28/DPB1*04:01
:29/DPB1*04:01:30/DPB1*04:01:31/DPB1*126:01/

DPB1*350:01/DPB1*415:01/DPB1*459:01/DPB1*464:01/DPB1*534:01

DPB1*04:02:01:01/DPB1*04:02:01:02/DPB1*04:02:02/DPB1*04:02:03/DPB1*04:02:04/DPB1*04:02:05/DPB1*04:02:06/DPB1
*04:02:07/DPB1*04:02:08/DPB1*105:01/DPB1*463:01
DPB1*05:01:01/DPB1*05:01:02/DPB1*05:01:03/DPB1*05:01:04/DPB1*05:01:05/DPB1*05:01:06/DPB1*05:01:07/DPB1*135:0
1

DPB1*09:01:01/DPB1*09:01:02/DPB1*09:01:03/DPB1*09:01:04

DPB1*10:01:01/DPB1*10:01:02
DPB1*11:01:01/DPB1*11:01:02/DPB1*11:01:03/DPB1*11:01:04
DPB1*13:01:01/DPB1*13:01:02/DPB1*107:01/DPB1*133:01/DPB1*518:01/DPB1*519:01
DPB1*14:01:01/DPB1*14:01:02/DPB1*14:01:03/DPB1*498:01
DPB1*15:01:01/DPB1*15:01:02

DPB1*16:01:01/DPB1*16:01:02
DPB1*17:01/DPB1*131:01/DPB1*168:01/DPB1*460:01
DPB1*19:01/DPB1*106:01/DPB1*533:01/DPB1*535:01
DPB1*20:01:01/DPB1*20:01:02/DPB1*20:01:03
DPB1*23:01:01/DPB1*23:01:02/DPB1*138:01
DPB1*26:01:01/DPB1*26:01:02

DPB1*28:01/DPB1*296:01

DPB1*35:01:01/DPB1*35:01:02

DPB1*41:01:01/DPB1*41:01:02

DPB1*46:01:01/DPB1*46:01:02
DPB1*155:01:01/DPB1*155:01:02
DPB1*236:01:01/DPB1*236:01:02
DPB1*348:01:01/DPB1*348:01:02
DPB1*354:01:01/DPB1*354:01:02




El rechazo es un proceso complejo en donde hay una intervencion tanto de la
inmunidad celular como de la inmunidad humoral. Ademas, las contribuciones de
estos mecanismos varian segun el injerto y en muchas veces quedan reflejadas

en las caracteristicas histologicas de los érganos rechazados.

En el trasplante la diferencia entre los propio y lo extrafio esta mayormente
delimitada por la expresion de los antigenos del sistema HLA, de igual manera
estos antigenos inducen en el receptor de un trasplante una respuesta inmune que
dependiendo de la intensidad determinard algun tipo de rechazo con diferentes

mecanismos involucrados que a continuacion se mencionan.

En las reacciones mediadas por las células T, la destruccion del injerto se debe
aparentemente tanto a la activacién de los Linfocitos T Citotoxicos (LTC) CD8"
como a las reacciones de hipersensibilidad retardada desencadenadas por las
células CD4" cooperadoras. La reaccion mediada por las células T se inicia
cuando los linfocitos del receptor encuentran los antigenos HLA del donante. Se
cree que las células dendriticas intersticiales transportadas por los oOrganos
donantes son los inmundgenos mas importantes. Las células dendriticas son
encontradas por las células T del huésped en el propio érgano injertado, o bien

cuando migran hacia los ganglios linfaticos de drenaje.

La identificacion de las especificidades de clase Il desencadena la proliferacion de
la subpoblacién T colaboradora CD4". Al mismo tiempo, los precursores de los
LTC CD8", que tienen receptores para los antigenos HLA de clase I, se
diferencian hacia LTC maduros. Participan en el mismo las interacciones de las
células presentadoras de antigeno, las subpoblaciones T y la liberacién de
citocinas, como la IL-2, la IL-4 y la IL-5 (Fig4).

Una vez formados los LTC efector, pueden lisar el tejido injertado. Ademas de las
células T citotoxicas especificas, se forman también células T CD4" secretoras de
citocinas por sensibilizacion; se cree que estas células desempefian un papel muy

importante en el rechazo de los injertos. Al igual que en las reacciones de




hipersensibilidad retardada, las citocinas procedentes de las células T
CD4"activadas incrementan la permeabilidad vascular y favorecen la acumulacion
local de células mononucleares. Algunos investigadores mencionan que la
hipersensibilidad retardada junto con la lesibn microvascular, isquemia tisular y
destruccion mediada por macréfagos atraidos a la zona, es el mecanismo mas

importante en el rechazo de los trasplantes.*

Sin embargo las diferencias en la naturaleza del HLA del binomio donador-
receptor parecen mediar de mayor forma en la citotoxicidad ocasionada por las

células T CD8" y las reacciones llevadas a cabo las células T CD4".

La manera en la que las células T llevan a cabo el alorreconocimento no ha sido
descrita completamente en sus bases moleculares. Dos mecanismos posibles se
han propuesto. Las moléculas del sistema HLA extrafias al ser desprendidas de la
superficie celular de las células donantes serian procesadas por las células
presentadoras de antigeno del huésped y los péptidos asi formados serian

presentados en moléculas MHC propias.

De manera alternativa las células T del huésped reconocerian péptidos en la
hendidura de las alo-moléculas del MHC iniciando el alorreconocimiento que

derivaria en un recha del injerto.
Reacciones mediadas por anticuerpos

Por lo descrito anteriormente no existe hoy en dia duda alguna de que las células
T juegan un papel esencial en el rechazo de los 6rganos trasplantados, sin
embargo dicho rechazo puede también ser mediado por la presencia de
anticuerpos. El rechazo mediado por estos anticuerpos puede adoptar dos
mecanismos: el primero causado por anticuerpos preformados en el receptor
debido a eventos aloinmunizantes como un trasplante previo, mujeres multiparas
gue crean anticuerpos anti-HLA frente a los antigenos paternos desprendidos del

feto, y las transfusiones sanguineas de donantes no HLA idénticos.




El segundo mecanismo consta de los casos en el que los receptores no han sido
sensibilizados a los antigenos del trasplante, las moléculas HLA de Clase | y
Clase Il son capaces de iniciar una respuesta inmune, la cual derive en la

produccion de novo de anticuerpos dirigidos (Fig. 4).

En cualquiera de los casos descritos el rechazo se origina inmediatamente
después del injerto, debido a que los anticuerpos preformados reaccionan
rapidamente con los antigenos depositandose en el endotelio vascular del érgano
injertado. Se produce fijacion del complemento y se produce una reaccién de tipo
Arthus.

Los anticuerpos asi formados pueden mediar el rechazo por diferentes
mecanismos tales como citotoxicidad dependiente de anticuerpos y depdsitos de

complejos antigeno-anticuerpo.

El sistema vascular del injerto parece ser el objetivo inicial en el rechazo ya que es
donde se produce una mayor fijacion de los complejos antigeno-anticuerpo. De
manera histolégica se puede apreciar dicha vasculitis, la cual recibe el nombre de

“vasculitis del rechazo”.
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De manera general el rechazo al injerto puede clasificarse de la siguiente manera

considerando la morfologia y los mecanismos subyacentes.
Rechazo hiperagudo.

Este tipo de rechazo ocurre de manera inmediata, la respuesta inmunitaria
presente es la mas agresiva y destructiva y presentandose en cuestion de
minutos a horas, mediado principalmente por la presencia de anticuerpos clase
IgG (subclase 1 y 3) preformados por eventos allosensibilizantes  con

especificidad por antigenos del donador.

Estos anticuerpos fijadores de complemento se unen al endotelio vascular,
generando su destruccion y derivando en una oclusién trombdtica de la

vasculatura del injerto.
Rechazo Agudo.

El rechazo agudo es un proceso de lesion vascular y parenquimatosa en el que
hay una intervencion de linfocitos T y anticuerpos. Este tipo de rechazo suele

iniciarse después de la primera semana de trasplante.

En el caso de un rechazo agudo al injerto de riidn las células endoteliales son las

primeras dianas del sistema inmune.

Como ya se sefialo, la lesion vascular caracteristica presentada es la vasculitis del

rechazo.

La vasculitis aguda del rechazo es la forma representativa del rechazo humoral.
Se produce durante los primeros meses después de la intervencion o al
interrumpir el tratamiento inmunosupresor. Las principales lesiones se llevan a
cabo en la capa intima de la pared arterial, en donde se encuentra infiltracién de
neutréfilos y células mononucleares asi como depdsitos de inmunoglobulina y

complemento en la pared de los vasos.




Rechazo crbénico

Este rechazo se caracteriza por la presencia de fibrosis y alteraciones vasculares
que derivan en la perdida de la funcién de un injerto, esto esta dado en un lapso
de tiempo prolongado. En la mayoria de los injertos extirpados de trasplante renal,

se encuentran caracteristicas de rechazo croénico.

La fibrosis presente en este tipo de rechazo es debido a reacciones inmunitarias
como la presencia de ciertas citocinas, ademas de la cicatrizacion tras la necrosis

parenquimatosa que pudo haber ocurrido durante el rechazo agudo.

En este rechazo se caracteriza el crecimiento de la musculatura lisa de la intima,

provocando una arteriosclerosis acelerada.*?

Entre las principales caracteristicas clinicas de los pacientes que presentan dicho
rechazo en el injerto renal, se encuentra una elevacion progresiva de las

concentraciones de creatinina en suero a lo largo de un periodo de 4 a 6 meses.

Las lesiones vasculares en este tipo de rechazo derivan en una isquemia renal
paulatina. Ademas de los dafios vasculares, en el injerto renal, los rifiones de
rechazo cronico suelen mostrar infiltrados inflamatorios con alto contenido en
eosindfilos y células plasméticas, estos descubrimientos sugieren un mecanismo
de rechazo crénico mediado por células. Sin embargo no hay una descripcion de
los mecanismos patogénicos involucrados en el rechazo crénico ya que este

involucra procesos mas complejos que los presentados en la forma aguda.




Esta clasificacion esta dada para la disfuncion en el injerto renal y se usa muy

comunmente para el diagndstico del rechazo con base en una biopsia del injerto.

Las principales causas de disfuncion en ésta primera fase incluyen rechazo agudo,

trombosis y necrosis tubular aguda, entre otras.

En la patogénesis del trasplante renal existen diversos factores tanto
inmunoldgicos, como los ya mencionados, y no inmunoldgicos. Entre los factores
no inmunoldgicos sobresalen factores propios del donante, (incluyendo la calidad
del tejido renal), toxicidad por medicamentos, las alteraciones obstructivas entre

otros.

En el siguiente cuadro se muestra la clasificacion de Banff, la cual es una

clasificacion morfolégica del rechazo al injerto renal.

Cuadro 3. Clasificacion Banff con base en las caracteristicas presentadas en la
biopsia del injerto renal. **

Categorias diagndsticas de Banff para las biopsias del injerto renal

1.- Normal

2.- Cambios mediados por anticuerpos

-Debe documentarse presencia de anticuerpos contra el donante y C4d o

patologia del injerto
Depdsitos de C4d sin evidencia de rechazo activo.
Rechazo agudo mediado por anticuerpos

Sospechoso para rechazo mediado por anticuerpos (AMR) si C4d" (en presencia
de anticuerpos) o si no se demuestran aloanticuerpos (y C4d™) en presencia de

evidencia morfolégica de dafio tisular.

C4d", presencia de anticuerpos antidonante circulantes, evidencia morfolégica de




lesion tisular aguda, tal como (tipo/grado):
-I. Lesiones similares a necrosis tubular aguda, inflamacion minima.

-Il. Inflamacion capilar o glomerular (antes denominada marginacion capilar)

(ptc/g > 0) y/o trombosis, C4d*
-Ill. Lesiones arteriales v3 (necrosis fibrinoide o inlffamacion transmural)
Rechazo cronico activo mediado por anticuerpos

Sospechoso para rechazo mediado por anticuerpos (AMR) si C4d" (en presencia
de anticuerpos) o si no se demuestran aloanticuerpos (y C4d+) en presencia de

evidencia morfologica de dafio tisular.

-C4d+, presencia de anticuerpos antidonante circulantes, evidencia morfolégica
de lesion tisular cronica tales como doble contornos en paredes de capilares
glomerulares (cgl, cg2 6 cg3) y/o multilaminacion de las membranas basales de
capilares peritubulares y/o fibrosis intersticial/atrofia tubular y/o engrosamiento

intimal fibroso en arterias.

3.- Cambios limitrofes (“borderline”): “sospechosos” de rechazo agudo

mediado por células T

-No hay arteritis intimal pero hay focos de tubulitis (t1, t2, t3) con minima
inflamacion intersticial (i0, i1), o hay inflamacion intersticial (i2,i3) con tubulitis leve
(t1).

4. Rechazo mediado por células T

-Rechazo agudo mediado por células T (hasta hace poco llamado: Rechazo

celular agudo/activo)

Tipo/grado




-IA. Inflamacién intersticial > 25% (i2 ¢ i3) y focos de tubulitis moderada: t2

-IB. Inflamacién intersticial > 25% (i2 6 i3) y focos de tubulitis severa: t3

-llA. Arteritis (endarteritis) intimal leve a moderada: V1

-1IB. Arteritis (endarteritis) intimal severa, obstruyendo mas del 25% de su luz: V2

-lll. Arteritis transmural o necrosis fibrinoide de la pared arterial acompafnada de

inflamacion linfocitica: V3
Rechazo cronico activo mediado por células T

Arteriopatia crénica del injerto (fibrosis intimal arterial con infiltracion de células

mononucleares en la fibrosis, formacién de neointima)

5.- Fibrosis intersticial y atrofia tubular, sin evidencia de etiologia especifica

(hasta hace poco llamada: Nefropatia crénica esclerosante del injerto)

Puede incluir esclerosis vascular o glomerular inespecificas, pero la severidad se

gradua de acuerdo con las lesiones cronicas tubulointersticiales.

-1 (leve): Fibrosis intersticial y atrofia tubular leve (6-25% de fibrosis intersticial en
el area cortical Cil).

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

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

6. Otros

Cambios que no se consideran debidos a rechazo. Pueden incluir lesiones g, cg 0

cv aisladas y coincidir con categorias 2,3,4y 5
-Enfermedades linfoproliferativas

-Cambios inespecificos: Inflamacion intersticial sin tubulitis, cambios vasculares




reactivos, venulitis)

-Necrosis tubular aguda

-Nefritis intersticial aguda

-Toxicidad por medicamentos

-Infecciones

Enfermedad glomerular recurrente o de novo
-Obstruccion/reflujo

-Lesiones por preservacion/ reperfusion

-Otras

Generalidades del 6rgano sélido rifidn

El rifidn es un 6rgano encargado de diversas funciones, entre las que destacan su
funcion depuradora, de regulacién hidroelectrolitica y regulacién acido-base, asi

como funciones hormonales y metabdlicas.

La principal funcién del rifién es la de mantener el ambiente interno a través de la
excrecion de productos de desecho y la regulacién del volumen, contenido de
electrolitos y pH del liquido extracelular a pesar de la ingesta alimentaria variable y

las demandas ambientales cambiantes.

El rindn es el encargado de la produccion de orina mediante el filtrado glomerular
y la reabsorcion y secrecion tubular. En el transporte tubular intervienen varias
proteinas distribuidas a lo largo de los diferentes fragmentos del tabulo, volviendo
éste transporte selectivo para los diferentes solutos. La regulacién del volumen

extracelular y la excrecion de sodio esta regulada en el riidn por principalmente




cuatro factores que se activan por sensibilidad en los cambios de volumen: el

sistema simpatico, el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRA-aldosterona),

el péptido natriurético atrial (ANP) y la hormona antidiurética (ADH).**

El rifién participa en el metabolismo y eliminacion de algunas hormonas como la

insulina, glucagén, cortisol, catecolaminas, somatotropina y prolactina. El rifion

transforma la vitamina D inactiva (25(OH)D3) en su metabolito activo o calcitriol

(1,25(0OH); D3).

Corteza renal

Senos renales

Arteria renal

Figura 5. Atomia del rifion.

Médula renal

~__—Columnarenal

__—Calizmenor

__— Calizmayor

—— Piramides renal

~—Capsula renal

Cada rifidbn se compone de
una corteza externa, médula
interna y una pelvis hueca la
cual confluye en el uréter. La
nefrona es la unidad
funcional de dicho érgano, es
muy variable la cantidad de
nefronas que componen a
cada riidn, pero hay en
promedio 1.4x10° nefronas

por rifién.

Fuente: http://www.elmodernoprometeo.es/Sitio_web/Anatomia_files/urinario.pdf




Enfermedad Renal Crénica

De manera general se define como la pérdida progresiva, generalmente
irreversible, de la tasa de filtraciobn glomerular que se traduce en un conjunto de
sintomas y signos denominados uremia y que es su estadio terminal es

incompatible con la vida.

Por definicién la Enfermedad Renal Crénica (ERC) es la disminucion de la funcion
renal, expresada por una tasa de filtracién glomerular (TFG) <60 ml/min/1.73m? o
como la presencia de dafio renal (alteraciones histolégicas, albuminuria-
proteinuria, alteraciones del sedimento urinario o en pruebas de imagen) de forma

persistente durante al menos 3 meses.*

La insuficiencia renal cronica es un problema de salud puablica a nivel mundial, el
namero de pacientes va en aumento tanto en paises desarrollados como en
desarrollo. Como consecuencia cada vez es mayor la necesidad de recurrir a
procedimientos de dialisis y/o trasplante renal y por lo tanto aumenta

progresivamente el costo de atencion.




Cuadro 4. Factores de Riesgo para desarrollo de ERC: de susceptibilidad, inicio y

progresion.

De susceptibilidad

De inicio

De progresion

Mayor Edad (> 60 afios).
Historia Familiar de ERC.
Grupo étnico. Género
masculino. Sindrome
metabdlico. Reduccion de la
masa renal. Bajo nivel
socioeconomico y
educacion. Estados de
hiperfiltracion Disminucion
del nimero de nefronas.
Tension arterial >125/75.
Obesidad.

de proteinas. Anemia.

Ingesta elevada

Aumento de excrecion
urinaria de proteinas.

Dislipidemia.

Enfermedades Renales

primarias.

Diabetes Mellitus.
Hipertensién arterial
sistémica. Enfermedades

autoinmunes.

Nefrotoxinas AINES.
Medio

de Contraste IV Otros.

Aminoglucoésidos.

Patologias uroldgicas
Obstruccion urinaria.
Litiasis urinaria. Infeccién

urinaria recurrente.

Enfermedades hereditarias.

Proteinuria TAS >130 mm
Hg. Alta ingesta de
proteinas. Pobre control de
la glucosa Obesidad.
Anemia. Dislipidemia.

Fuente: Guia de Referencia rapida para la prevencién, diagnéstico y tratamiento de la Enfermedad
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En México la ERC es una de las principales causas de atencién en hospitalizacion
y en los servicios de urgencias, considerandose una enfermedad catastrofica
debido al ndmero creciente de casos, altos costos de inversion, recursos de

infraestructura y capital humanos limitados, la deteccion tardia y altas tasas de

morbilidad y mortalidad en programas de sustitucién.




Clasificacion

La clasificacion de ERC se realiza considerando la presencia de dafio renal o una
TFG disminuida, en cuanto menos 2 determinaciones dentro de 3 meses (cuadro
2). Los marcadores de dafo renal incluyen la proteinuria y anormalidades del

sedimento urinario, estudios de imagen o histopatoldgicos.

Clasicamente se ha utilizado la concentracidén sérica de creatinina para evaluar la
funcidén renal, pero se ha visto que incluso cifras de creatinina dentro de los
valores de referencia pueden corresponder a TFG <60 mL/min/ 1.73 m2 .Por ello
la creatinina no se deberia de utilizar como Unica prueba para el estudio de la

funcién renal.

La TFG es la mejor herramienta para evaluar dicha funcién, cabe mencionar que
pardmetro se debe determinar por lo menos 2 veces en un intervalo de 3 meses
pues este varia con la edad, sexo y la masa corporal del individuo, situandose

entre 90-140 mL/min/1.73m2 en personas adultas jovenes sanas.




Cuadro 5. Clasificaciéon de la enfermedad renal cronica de acuerdo ala TFG y al

dafo renal.
Estadio Descripcion Tasa de Filtracion Plan de accién
Glomerular
(mL/min/1.73m?)
290
Incrementacion (con factores de Escrutinio y
del Riesgo riesgo) reduccion de
factores de riesgo
para ERC
1
Dafio renal con 290 Diagnéstico y
Tasa de Filtrado tratamiento;
Glomerular tratamiento de
normal morbilidad
asociada;
intervenciones para
retardar la
progresion;
reduccion de
factores de riesgo
para enfermedad
cardiovascular.
2 Dafo renal con
Tasa de Filtrado _ y
60-89 Estimacion y

Glomerular

levemente

retraso de la




disminuida progresion
3
Moderada 30-59 Evaluacion y
diminucion de la tratamiento de
Tasa de Filtrado complicaciones
Glomerular
4
Severa 15-29 Preparar para
disminucién de la terapia de
Tasa de Filtrado reemplazo renal
glomerular
5
Enfermedad <15 Terapia de
renal terminal L reemplazo renal (si
(o dialisis) _
hay uremia)

Fuente:htttp://www.cenetec.salud.gob.mx/descargas/gpc/CatalogoMaestro/335 _IMSS 09 Enferme
dad_Renal_Cronica_Temprana/GRR_IMSS_335_09.pdf

Terapéutica en la Enfermedad Renal Crénica

Hoy en dia la terapéutica en el tratamiento de la enfermedad renal cronica consta
de terapias multidisciplinarias. En el siguiente diagrama se muestra una guia
rapida para la clasificacién y tratamiento de los diferentes estadios de la ERC

propuesta en nuestro pais.




A todo paciente en consulia interrogar la presenda de
factores de nesgo para ERC.

v

Pacientes con factores de riesgo
predisponentes y de inicio *

- Medir la tension arterial
- Determinar creatinina sérica y estimar la TFG

- Determinar la relacidn albuminuria-proteinunia/ - Modificacion de
creatinuna en una muestra aislada de orina (descartar factores de riesgo
causas transitorias de albuminuria-proteinuria **) —®| paraERC

- Analisis del sedimento urinario Si - Escrutinio en un aflo

- Solicitar estudios de imagen si es necasario

¢SON NORMALES?

Nol

| Diagnosticar y clasificar el estadio clinico |

R ' ! :

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5
- Tratamiento de mordilidag | | - 1dentificar y modificar - Preparar para

amociada ¥ factores de progresion Wratamiento substittivo | | - Revision conjunta entre
- Intervenciones para retardar| | - Detectar complicaciones de | | g0 13 funeion renal (DP, Medicina Interna y
la progresion la ERC HD o TR) Netrologia
- Reduccion de factores ge | | = Utilizar nefroprolectores - Control individuglizado | | - Inicio opertuno del
fiesgo para ECV y ERC = Ajustar famacos de en la UMF tratamiento susSiuve
- Utilizar acuerdo a TFG - Revisitn por el
-Contral en la UMF cada 6 | | - Evar nefolaxinas Nefrologo cada 1-3

meses § m";‘;‘m) meses,
- Vigiar signos de alarma £ mmm'ﬂ“ dlogo

* Ver 4.2.1.1 Faclores de riesgo para ERC

** Ver 4.3.3 Albuminuria-Profeinuria

1 Ver 4.3.1 Diagnéslico y dasificacion de la ERC

¥ Ver 4.4.2 Manejo de la comorbilidad en ka ERC lemprana
1l Puede variar dependiendo del caso

£ Ver 4.5.1 Criterics de referencia

Figura 6.- Esquema de diagndstico y seguimiento de la Enfermedad Renal Crénica.
Fuente: CENETEC, Guia de practica clinica IMSS-335-09

Los métodos de sustitucion de la funcion renal son dialisis peritoneal, hemodialisis

y trasplante renal. Estos son terapéutica para ERC en estadio terminal.




Entre las indicaciones para iniciar dialisis peritoneal y hemodidlisis, se incluye:
sindrome urémico grave, sobrecarga de volumen que no responde al tratamiento
con diuréticos, hiperkalemia no controlada por la terapéutica, acidosis metabdlica
grave, episodio de sangrado masivo y de dificil control relacionado a uremia,

pericarditis urémica y taponamiento cardiaco.

Entre las ventajas de la dialisis peritoneal, se describen: mayor estabilidad
hemodindmica, mejor control de la anemia, mayor tiempo de preservacion de la
funcion renal residual, mayor independencia y movilidad, no requiere un acceso

vascular ni anticoagulacion.

Se sugiere considerar el uso de didlisis peritoneal como terapia sustitutiva renal

ante su ventaja en la preservacion de la funcion renal residual.

La dialisis peritoneal esta indicada en todos los casos con ERC etapa 5, excepto
en los que existe una clara contraindicacion para la misma, generalmente derivada
de un peritoneo inutilizable, de una situacion psico-social concreta del paciente o

cuando el enfermo o la familia se negara a este tipo de terapia.
Trasplante renal.

A pesar de las ventajas descritas para la sustitucion de la funcién renal por dialisis
peritoneal, el trasplante renal se considera el tratamiento sustitutivo de eleccion de
los pacientes con insuficiencia renal cronica terminal (figura 6), de modo que la
rehabilitacion de la mayoria de los pacientes con esta modalidad terapéutica es
casi total. Cuando se estudia la calidad de vida se comprueba que ésta mejora
mucho en relacién con la situacion de la dialisis y los pacientes mejoran de
muchas de las manifestaciones de la uremia, como la anemia, la osteodistrofia

renal, la neuropatia, el prurito, etc.'’

La supervivencia de los pacientes y de los injertos ha mejorado paulatinamente y
en la actualidad es superior al 80% al cabo de 5 afios. Esto se ha logrado con la

mejora de las técnicas quirdrgicas, pero sobre todo con los avances en el




tratamiento inmunosupresor (que combina varios farmacos como prednisona,

azatioprina, ciclosporina, micofenolato-mofetil, FK-506, etc).

El progreso en los diferentes aspectos relacionados con el trasplante renal ha
permitido mejorar sus resultados, lo que se ha traducido en un aumento de la
calidad de vida de los pacientes si lo comparamos con el resto de modalidades
terapéuticas de la insuficiencia renal cronica terminal, lo que ha conducido en los
altimos afios a un intento de aplicar esta técnica a un nimero cada vez mayor de
pacientes, de lo que se ha derivado un incremento de la edad y patologia asociada

tanto de donantes como de receptores.

LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA Y EL TRASPLANTE RENAL EN MEXICO

Como ya se menciond, la ERC es una resultante de diversas enfermedades
cronicodegenerativas teniendo entre las mas destacadas la diabetes mellitus y la
hipertension arterial, estos datos no son exclusivos en nuestro pais ya que a nivel
mundial se presenta el mismo comportamiento de la enfermedad derivando en

resultados fatales que pudieran ser evitados si la enfermedad es tratada.

Las cifras de morbilidad y mortalidad en nuestro pais son alarmantes, sin embargo
no existe un registro de pacientes con ERC por lo que se desconoce el nimero
preciso de pacientes en cualquiera de sus estadios, los grupos de edad y sexo

mas afectados, asi como el comportamiento propio de los programas.

Se estima una incidencia de pacientes con insuficiencia renal crénica (IRC) de 377

casos por millén de habitantes y la prevalencia de 1,142.

De acuerdo a las cifras reportadas por la Fundacién Mexicana del Rifion (FMR)
actualmente existen 9.6 millones de personas con Insuficiencia Renal Leve, 65 mil
personas con tratamiento continuo de dialisis y mas de 75 mil enfermos renales

crénicos no atendidos adecuadamente.




En México, el primer trasplante renal fue realizado por los doctores Manuel
Quijano, Gilberto Flores y Federico Ortiz Quezada en el Centro Médico Nacional
del Instituto Mexicano del Seguro Social, en 1963; desde entonces se han

construido mas de 106 centros de trasplante en diferentes estados del pais.

Hoy en dia nuestro pais cuenta con un Centro Nacional de Trasplantes, el cual es
el drgano responsable de impulsar y coordinar los procesos desde la donacién
hasta el trasplante de 6rganos, tejidos y células, desarrollando el marco regulatorio
para favorecer el desempefio 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.

De acuerdo con el CENATRA hasta el primer trimestre del 2016 en México existen

un total de 12,131 pacientes en espera de trasplante de rifidn.

En el siguiente grafico (Grafico 1) podemos observar el comportamiento histérico
del trasplante de rifidn en nuestro pais desde el afio 2000 hasta el primer trimestre
del afio 2016.
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Gréfico 1. Trasplante renal historico por afio
Fuente: 3/04/2016, consultada en el SIRNT.




En México al afio se realizan un aproximado de 2,000 y 2,300 trasplantes al afio
de los cuales el 75% es de donador familiar relacionado y el 25% cadavérico

(grafico2).
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Gréfico 2. Trasplante renal historico por afio y tipo de donante

Fuente: 3/04/2016, consultada en el SIRNT.

En cuanto a los centros de trasplante en nuestro pais, estos se ubican
principalmente en las capitales de las entidades federativas y en las ciudades mas

grandes del pais.

Como se muestra a continuacién (Gréfico 3), la CDMX es la entidad federativa que
realiza el mayor nimero de trasplantes en nuestro pais, seguido por las grandes
ciudades como Jalisco, Guanajuato y Nuevo Ledn. Tan solo durante el primer
trimestre del afio 2016 se realizaron un total de 176 trasplantes de rifion en la
CDMX.
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Gréfico 3. Trasplante por entidad federativa durante el primer trimestre 2016

Fuente: 3/04/2016, consultada en el SIRNT.

En México el CENATRA es responsable del desarrollo y la rectoria del Subsistema
Nacional de Trasplantes (SNT), que tiene por objetivo definir y establecer un
modelo de donacién y trasplantes apropiado para las necesidades del sistema de

salud que esta integrado por diferentes instituciones publicas, sociales y privadas:

* Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

* Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los Trabajadores del Estado
(ISSSTE)

* Servicios de salud de Petroleos Mexicanos

* Servicios de salud de la Secretaria de la Defensa Nacional

* Servicios de salud de la Secretaria de Marina

* Hospitales privados

* Secretaria de Salud del Gobierno del Distrito Federal

 Secretarias de salud estatales y federal




El SNT es una estructura virtual conformada por todos los hospitales que tienen

una licencia sanitaria para realizar donacion, trasplante o como banco de tejidos.

La institucion encargada del mayor nimero de trasplantes de rifibn en nuestro pais
es la seguridad social con un total de 57% de los trasplantes realizados (Gréafico
4), seguido por la institucion publica con un 27% vy al final la institucién privada con

un 16% de los trasplantes de rifidn realizados en el primer trimestre del afio 2016.
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Grafico 4. Trasplante renal por tipo de institucion durante el primer trimestre 2016
Fuente: 3/04/2016, consultada en el SIRNT.

Dentro de los cinco primeros lugares de centros con mayor actividad en trasplante
renal son establecimientos del IMSS, en donde encontramos a la U.M.A.E del
CMN SXXI como el segundo establecimiento con mayor actividad en trasplante
renal con un total de 41 trasplantes durante el primer trimestre del afio 2016, solo
por debajo del Hospital de Especialidades de CMN de Occidente en el estado de

Jalisco, con un total de 52 trasplantes de rifién durante dicho periodo.




Evaluacién pretrasplante del receptor.

Podran ser considerados para trasplante renal todos aquellos pacientes con ERC

en avanzada, asi como aquellos que ya se encuentren en terapia sustitutiva.

El paciente a recibir un injerto renal debe ser evaluado por diferentes servicios
como: Infectologia, Cardiologia, Neumologia, Enfermedades neoplasicas,
Enfermedad vascular cerebral, Enfermedad vascular periférica, Gastrointestinal,
Enfermedades hepaticas, Urologia, Hematologia Ginecologia, Dental vy

Otorrinolaringologia, Aspectos psicosociales.

Ademas de las ya mencionadas, tanto el receptor debe de someterse a
evaluaciones de riesgo inmunologico. Antes de la realizacion de algun otro tipo de
pruebas inmunolégicas se debe asegurar una compatibilidad en sistema

sanguineo ABO

Cuadro 6. Compatibilidad de grupo sanguineo ABO

Compatibilidad entre Grupo Sanguineo de receptor y donador
Receptor Puede ser su donador

0 0

Al Al/0

A2 A2/0

B B/0O

AlB AlB/ A1/ B/ 0

A2B A2/ A2/ B/ 0

Cabe mencionar que en el programa de trasplante renal y de corazon se siguen
las reglas que regulan la transfusion sanguinea. Sin embargo, ahora hay
evidencias de 6rganos sélidos trasplantados de manera exitosa con diferencias en

grupo, como donadores del tipo A2, o0 A2B que pueden donar a individuos del tipo




B u O. Este tipo de procedimiento se realiza previa remocion de anticuerpos anti-
AB mediante el uso de prostaféresis o inmunoadsorcion, mas el uso de farmacos

inmunosupresores de induccién.®

El cruzar esta barrera permite que pacientes con tiempos prolongados en lista de
espera para trasplantes se vean beneficiados, de igual manera donantes vivos con
HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos) idénticos, pero con grupo sanguineo

incompatible con el receptor no tendran que descartarse como donadores.

Las principales pruebas inmunologicas que deben de realizarse antes de un

trasplante renal son:

e Tipificacion de los antigenos HLA Clase | y Clase Il
e Determinacion y monitoreo de anticuerpos anti-HLA

e Prueba cruzada linfocitaria
Tipificacién HLA

Antes de realizar un trasplante se debe evaluar la compatibilidad antigénica del
donador y receptor con la finalidad de optimizar la sobrevida del injerto y disminuir

las reacciones inmunoldégicas.

Entre las principales pruebas de histocompatibilidad realizadas en un programa de
trasplante se encuentra la tipificacion de antigenos clase | y clase Il del sistema
HLA asi como el monitoreo y deteccion de anticuerpos anti-HLA mediante un

panel de linfocitos o antigenos HLA purificados.

La tipificacion del sistema HLA en el proceso de trasplante renal es de suma
importancia ya que permite conocer el grado de compatibilidad entre

donador/receptor.

Actualmente se pueden tipificar el HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ y — DP, asi como
anticuerpos anti-MICA, pero varia de laboratorio a laboratorio. La técnica que
histéricamente ha apoyado por mas de 30 afos es la tipificacion de antigenos HLA

por prueba de microlinfocitotoxicidad o test NHI desarrollada por el Dr. Paul




Terasaki. Hoy en dia debido al alto grado de polimorfismo que exhibe el HLA con
numerosas variantes alélicas la tipificacion basada a nivel del DNA ha permitido
mejorar la asignacion del fenotipo HLA del individuo en estudio.

Cuadro 5. Polimorfismo de algunos genes del sistema HLA para Junio/2016

CLASE | Alelos CLASE II Alelos MIC Alelos

HLA-A 3,399 HLA-DRA 7 MICA 105

HLA-B 4,242 HLA- 2,018 MICB 42
DRB(1-9)

HLA-C 2,950 HLA-DQA1l |69

HLA-E 21 HLA-DQB1 | 911

HLA-F 22 HLA-DPAl1 |43

HLA-G 53 HLA-DPB1 | 644

Informacién tomada de https://www.anthonynolan.org/

El tipo de método para la tipificaciéon del DNA (SSP, SSO, SBT y RSCA)

dependera del grado de resolucién (baja, media o alta) que cada programa de

trasplante requiera asi como a los recursos con los que se cuente y la experiencia

del capital humano.

En el laboratorio de Histocompatibilidad del BCS CMN SXXI, se realizan métodos

de biologia molecular basados en técnicas de hibridacion y electroforesis.




Cuadro 6. Estudio molecular en la tipificacion del sistema HLA

Estudio molecular

Hibridacion SSO (Sequence-Specific
Oligonucleotide)

Electroforesis SSP (Sequence-Specific Primers)

SBT (Sequence Based Typing)

RFLP (Restriction Fragment
Polymorphism)

DNA conformacional SSCP (Single Stranded Conformational

Polymorphism)

RSCA (Reference Strand Mediated
Conformational analysis)

Informacién tomada de: Determinacion del antigeno Uinico como biomarcador de rechazo agudo en
pacientes en protocolo de trasplante renal de la UMAE HE CMN SXXI de 2007 a 2014."

Los métodos utilizados en el laboratorio de HLA del BCS CMN SXXI son estudios

moleculares SSO y SSP que se describiran a continuacion.

-PCR-SSO (Polymerase chain reaction-sequence specific oligonucleotide/
Reaccion en cadena de la polimerasa de secuencias especificas de

oligonucledtidos).

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

transferidos a otro alelo.




De esta manera, muchas de las secuencias tienden a compartir alelos y no son

alelo-especificas, surgiendo el uso de sondas de secuencia especifica.

- PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primers/ Reaccion en

cadena de la polimerasa de secuencias especificas de iniciadores).

La especificidad de los alelos HLA amplificados por PCR-SSP, se determina por
los iniciadores (Primers). Cada par de iniciadores utilizados amplifica uno o varios
alelos. EI numero total de iniciadores utilizados debera amplificar todos los alelos
conocidos para el locus a determinar: Dependiendo de su seleccion, la PCR SSP

puede ser de alta, mediana o baja resolucién.

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

contaminacion.

La importancia clinica de la tipificacion HLA en el protocolo de trasplante renal no
estd nada discutida. La diversidad de polimorfismos de los antigenos del MHC
hace que la probabilidad de que un potencial receptor de trasplante renal
encuentre un donador “no relacionado” con los mismos alelos HLA sea menor de
1:17000,000.

Esta perfectamente establecido que el mayor efecto benéfico se obtiene cuando el
genotipo HLA del receptor y el donador es idéntico, traducido en una mayor
sobrevida del injerto, asi como reduccion del uso de farmacos

inmunosupresores.?

La tipificacion del sistema HLA en el proceso de trasplante renal es de suma
importancia ya que permite conocer el grado de compatibilidad entre
donador/receptor. Por otro lado, es de vital importancia un rastreo de anticuerpos

contra antigenos del sistema HLA del donador presente en el receptor para




predecir un rechazo humoral del injerto, teniendo como objetivo principal el

aumento de la sobrevida del mismo.
PRUEBAS CRUZADAS Y DETERMINACION DE ANTICUERPOS.

La prueba cruzada o Cross-Match permite detectar en el suero del receptor la

presencia de anticuerpos preformados dirigidos contra las células del donante.

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

Esta prueba en cualquiera de sus variantes usa linfocitos del donador con suero
del receptor, con el fin de buscar anticuerpos preformados en contra de antigenos
de la superficie celular (Antigenos HLA y no HLA, pero no MICA ya que estos no

se encuentran expresados en la membrana linfocitaria).

Todo esto tiene la finalidad de prevenir un evento de rechazo hiperagudo o
pérdida temprana del injerto, entendiendo que una prueba cruzada positiva contra
indica el trasplante renal debido a la presencia de Anticuerpos Donador Especifico

preformados.

La prueba cruzada es uno de los procedimientos mas importantes y necesarios en
el trasplante de 6rganos, sobre todo en el renal. En los casos de una prueba
cruzada positiva es importante descartar la presencia de autoanticuerpos no-HLA,
los cuales son irrelevantes para trasplantar y se traducen como resultados falsos
positivos. Estos anticuerpos son del tipo IgM y reaccionan a baja temperatura. La
manera mas efectiva para confirmar un resultado positivo es tratar el suero del
receptor con un agente reductor como ditiotreitol (DTT). Los anticuerpos IgM son
inactivados por accion del DTT, de manera que si aun persiste un resultado
positivo éste puede atribuirse a la presencia de anticuerpos anti-HLA del tipo IgG y

por lo tanto es una contraindicacion para trasplantar.

La presencia de anticuerpos linfocitotoxicos en el suero de pacientes en lista de
espera de trasplante renal limita las oportunidades de que éste se lleve a cabo con

exito. Se ha demostrado que los pacientes con una elevada tasa de anticuerpos




linfocitotoxicos presentan una mayor incidencia de episodios de rechazo agudo,

factores relacionados con una menor supervivencia del injerto.

En cuanto a la determinacion de anticuerpos existen diversas técnicas, en la
siguiente tabla (tabla) podemos observamos algunas de las principales

caracteristicas.

Cuadro 7. Caracteristicas de pruebas cruzadas y determinacion de anticuerpos

por diferentes técnicas.

Caracteristicas de pruebas cruzadas y determinacion de Ac

Tipo de prueba
TECNICA Prueba Tamizaje %PRA Single MICA
Cruzada Antigen
CDC Y CDC- ++ - + - -
AHG
ELISA - + + + +
CITOMETRIA +++ + + ++ ++
DE FLUJO
(CF)
LUMINEX - + + +++ +++

Cada pocillo de ELISA o microesfera contiene: 18 antigenos para el tamizaje, 6 antigenos para

%PRA y 1 antigeno HLA para SA.

En la blusqueda de estos anticuerpos hoy en dia se emplean anticuerpos
purificados adsorbidos a una placa de ELISA o perlas de silicon para el uso en CF

0 Luminex.




-Ensayo de microlinfocitotoxicidad CDC #

Este ensayo es un método de referencia clasico que ha sido usada por mucho

tiempo en la deteccion de anticuerpos anti HLA presentes en el suero del paciente.

Una muestra del suero se incuba con un panel de linfocitos viables con un fenotipo
HLA conocido, si el suero del paciente contiene anticuerpos especificos contra las
moléculas del HLA presentes en los linfocitos, se presenta una lisis celular, gracias
a la reaccion antigeno-anticuerpo con fijacion de complemento, la lisis se visualiza
gracias a un colorante. La reaccidon se cuantifica segun el porcentaje de células

muertas.

Existe una version de esta técnica a la cual se le afiade AHG tras la incubacion del
suero con las células lo que permite exacerbar la reacciébn de los anticuerpos
presentes en la prueba, en el caso de que el titulo de anticuerpos no sea el
suficiente para activar la cascada del complemento, ya que el ensayo CDC es

incapaz de detectar bajas concentraciones de anticuerpos.

Una de las limitaciones de la técnica es que para la determinacion del grado de
sensibilidad y de la especificidad de los anticuerpos presentes en el suero de los
pacientes en lista de espera se necesita ensayar cada suero con un panel amplio
de células (alrededor de 40) para que estén representadas todas las
especificidades HLA o al menos las mas frecuentes en nuestra poblacion, por lo

gue este tipo de determinaciones tiene una demora constante.

Aunado al tiempo de realizacion una desventaja es que solamente determina
anticuerpos fijadores de complemento (IgG, IgM). Aunque bien se sabe que la
mayoria de los autoanticuerpos son de clase IgM, por lo que se ha desarrollado
una variante de la técnica clasica de microlinfocitotoxicidad que consiste en tratar
los sueros con Dithiotreitol (DTT) para eliminar la IgM. Mediante este tratamiento
s6lo se detectan los anticuerpos IgG presentes en el suero que en la mayoria de

los casos serian anticuerpos especificos anti-HLA.




-Ensayo por ELISA

Esta técnica consiste en la deteccion de anticuerpos presentes en un suero que
son capaces de reconocer antigenos HLA purificados adheridos a un soporte
sélido. Estos antigenos pueden proceder de plaquetas o de lineas celulares

transformadas con distintos HLA.

Al igual que en las otras técnicas la mezcla de antigenos debe ser representativa
de la poblacién general. El suero se incuba con el HLA pegado a la placa. En caso
de que existan anticuerpos anti-HLA, estos se uniran a ellas y quedaran fijados en
la placa. En caso contrario, todas las inmunoglobulinas se eliminaran con los
lavados. El revelado se hace mediante el uso de un segundo anticuerpo marcado
con un enzima y adicidbn de un sustrato de la enzima, en caso de que haya
anticuerpos anti-HLA esa enzima producird una reaccion colorimétrica al actuar
sobre su sustrato en el Gltimo paso de la técnica. Esa reaccion se cuantifica en un

espectrofotometro.

Mediante ELISA se detectan todos los anticuerpos, tanto fijadores de
complemento como los no fijadores, sin embargo algunas casas comerciales
utilizan plaquetas para obtener los antigenos por lo que estas preparaciones a
pesar de contener teéricamente s6lo moléculas HLA suelen estar contaminadas

con antigenos plaquetarios que pueden dar lugar a falsos positivos.
-Ensayo por Citometria de Flujo

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

laser.

Las muestras de partida para la obtencién de células son las mismas que en el

caso de la CDC, pero no es necesario separar las poblaciones T y B, ya que el




uso de anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos nos permite

distinguirlas en el citbmetro.

La presencia de anticuerpos se hace evidente en el citbmetro de flujo al incidir
sobre la muestra un haz de laser, el cual excita el fluorocromo que va conjugado al
anticuerpo y emite luz a una determinada longitud de onda. Esta sefial luminosa
se capta por unos detectores y un complejo sistema informatico es capaz de

transformar el mensaje luminoso al lenguaje informatico.

Mediante el uso de esta técnica en realidad se determina la presencia de
anticuerpos frente a moléculas presentes en la superficie de los linfocitos, pero al
igual que la microlinfocitotoxicidad, esta técnica no permite distinguir entre la
presencia de anticuerpos relevantes y no relevantes en el trasplante. La clase de
Ilg que se detecte sblo depende del segundo anticuerpo que se utilice. Si
utilizamos un segundo anticuerpo frente a Ig totales detectariamos todos los

anticuerpos anti linfocitarios presentes en el suero (citotoxicos y no citotdxicos).
-Ensayo Luminex®

Este analisis es muy parecido a la citometria de flujo convencional, la diferencia
radica en la base a analizar, en el sistema Luminex se utilizan microperlas

recubiertas de antigenos purificados HLA y no células.

Se tratan de microperlas de poliestireno con un diametro de 5.6 um las cuales
tienen un codigo de color interno que emplea fluoroforos en el rango de rojo e
infrarrojo, lo cual se consigue usando diferentes cantidades de colorantes en cada
perla, de esta manera se construyen 100 perlas, cada una con una sefal

caracteristica Unica identificable en el espectro.
-Screening (Escrutinio de anticuerpos anti-HLA).

Esta prueba permite, en una sola determinacion, detectar la presencia de
anticuerpos contra los antigenos de compatibilidad HLA, tanto clase | como clase
II; de igual manera, permite detectar la presencia de los antigenos dirigidos contra

antigenos denominados cadena A relacionado a MHC clase | (MICA-A), que han




sido ampliamente descritos en la literatura por su participacion en caso de rechazo

de injertos.
-Determinacion del % PRA (Panel Reactivo de Anticuerpos).

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

postoperatorio

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

dichos anticuerpos.
-Single Antigen

La prueba SA es capaz de detectar a los anticuerpos anti-HLA donador
especificos en el suero de los pacientes candidatos a un trasplante renal, dicha

prueba consiste en un ensayo en fase solida empleando tecnologia LUMINEX®.

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

de los anticuerpos con mas precision.

La tecnologia Luminex® se basa en el principio de la citometria de flujo donde las
microperlas se encuentran suspendidas en un liquido el cual se hace pasar por el
haz de un laser. El laser excita el colorante interno de cada microperla y a la
ficoeritrina conjugada, resultando en una emision de fluorescencia, tanto de la
microperla como de la ficoeritrina conjugada, la cual es detectada por el citdmetro
y posteriormente interpretada por un software que determina la concentracion del
anticuerpo y la especificidad del HLA al que va dirigido. La cuantificacién objetiva

de la concentracion de los anticuerpos anti-HLA se expresa mediante la intensidad




media de fluorescencia (Mean Fluorescence Intensity, MFI) que alcanzan los

sueros de los pacientes.

Actualmente algunos centros hospitalarios proponen un algoritmo de manejo
basado solo en la prueba Single Antigen y un porcentaje de %PRA calculado a

partir de esta prueba, debido a su alta sensibilidad.

Donador Vivo
Prueba Cruzada x CDC Negativa

Tipificacién HLA y “Single Antigen”
(Calcular %PRA con “SA”)
1

A ]
[ 2 Haplotipos ]
(Sin importar %PRA)

(vt )

[ [ [

Donador Especifico y PRA>30% y PRA<30%
|
S Z— v
PC x Citometria [ PC x Citometria J
| Positiva | Negativa
[ —b
¥
3 IR ‘
1 m:""f:n Plasmaféresis + Timoglobulina | | Basiliximab
sin Inducci IGIV 3 sesiones
L+T|moglobulinaJ

Figura7.- Algoritmo de manejo TR propuesto por el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricibn. Tomado de http://www.innsz.mx/imagenes/ProtocoloTR-
INNSZ-2015-ver-10.pdf




Como podemos apreciar, la participacion del laboratorio de histocompatibilidad es
de suma importancia cuando de trasplantes hablamos, incluyendo érgano sélido y
progenitores hematopoyéticos.

Remarcando lo mencionado, la tipificacion del sistema HLA en el proceso de
trasplante renal es de suma importancia ya que permite conocer el grado de
compatibilidad entre donador/receptor. Por otro lado, es de vital importancia un
rastreo de anticuerpos contra antigenos del sistema HLA del donador presente en
el receptor para predecir un rechazo humoral del injerto, teniendo como objetivo

principal el aumento de la sobrevida del mismo.

Sin embargo se ha descrito la importancia de solamente algunas moléculas del
Complejo Principal de Histocompatibilidad como marcadores del rechazo para el
trasplante de 6rgano solido ya que no todos los aloanticuerpos dirigidos contra el
sistema HLA son considerados patogénicos para el rechazo hiperagudo, agudo o
cronico mediado por anticuerpos. Debido a esto, hoy en dia en los protocolos de
trasplante de 6rgano solido solo se lleva a cabo la tipificacion de ciertos loci del
sistema HLA, no obstante se han reportado algunos casos de rechazo al injerto
mediado por anticuerpos en pacientes donde no se encontraban
incompatibilidades entre las moléculas del sistema HLA tipificadas en el receptor y
el donador, de la misma manera existen reportes de rechazo agudo al injerto en
pacientes no portadores de anticuerpos donador especifico para moléculas del

sistema HLA tipificadas en el donador.

Este tipo de evidencia permite sospechar sobre la patogenicidad de anticuerpos
dirigidos contra moléculas del sistema HLA que no han sido bien descritos como
de importancia en la mediacién de la respuesta inmune al rechazo hiperagudo,

agudo o cronico del injerto.

Existen diferentes factores como el porcentaje de expresion de la molécula en el
tejido trasplantado y/o la variabilidad de la molécula los que permiten sospechar
si una molécula puede ser de importancia en el rechazo de trasplante sélido

(rifdn).




Entre las moléculas de clase Il del sistema HLA bien descritas de importa para el
rechazo de rifidn mediado por anticuerpos se encuentran las moléculas HLA-DR y
HLA-DQ.

Existen otras moléculas de clase Il como HLA-DP, que debido a su baja expresion
en células del endotelio renal, han sido consideradas menos inmunogénicas que
otros antigenos del sistema HLA, por lo cual se ha pensado que los anticuerpos
dirigidos a éstas moléculas, en especifico al antigeno HLA-DP, no muestran el
mismo potencial patogénico que las moléculas anteriormente mencionadas®,

excluyéndolas de la practica clinica rutinaria en el trasplante de rifion.

Los primeros estudios sugerian que las incompatibilidades en HLA-DP no
afectaban de manera adversa la sobrevida del injerto, excepto probablemente en

retrasplantes y en pacientes altamente sensibilizados.

Los resultados iniciales observados en la sobrevida del rifidn trasplantado
realizando Unicamente la tipificacion de las moléculas mas inmunogénicas llevaron
a la exclusiébn del antigeno HLA-DP de la mayoria de los algoritmos de
compatibilidad para el trasplante de rifidn. Sin embargo existe la evidencia de que
los anticuerpos en contra HLA-DP pueden ser patogénicos. De manera interesante
las parejas donador —receptor con una compatibilidad en HLA-A, B, C, DR, DQ
pueden desarrollar una incompatibilidad en HLA-DP.?

Actualmente en México no existe una investigaciébn que nos de indicios de la

importancia y el comportamiento del alelo HLA-DP en nuestra poblacion.




JUSTIFICACION %*

En el afio 2005 la ERCT fue la décima causa de muerte a nivel nacional, dando
lugar a 10 mil fallecimientos, si las condiciones actuales persisten, se espera que
para el afio 2025 haya cerca de 212 mil casos y se registren alrededor de 160 mil
muertes relacionadas a dicha enfermedad. La tasa de crecimiento de la IRC,
descontando los decesos, ha sido aproximadamente del 11% anual en los ultimos

10 afnos.

Existen en México alrededor de 140,000 con Insuficiencia Renal Crénica, de los

cudles solo el 50% tienen la oportunidad de ser atendidos en el sector salud

Los costos que implica una sesion de hemodialisis por paciente en México varian
entre las unidades del sector publico con un promedio de $159,000 pesos anuales,
mientras que en instituciones privadas los precios aumentan a $168,000 pesos

anuales.

En cuanto a la terapia sustitutiva por trasplante renal, el costo de un trasplante de
vivo relacionado en el sector publico es de entre $200,000 y 250,000 pesos y entre
$500,000 y $600,000 pesos en el sector privado, si el donante es cadavérico
cuesta alrededor de $150,000 pesos en el sector publico y $300,000 en el sector

privado.
El costo de la procuracion de los 6rganos oscila entre $20.000 y $30,000 pesos.

En los dltimos afios se han incrementado considerablemente los pacientes a la
espera de un trasplante de rifibn en México, en 2010 los receptores eran 7,240, en
2011 8,054, en 2012 eran 9,086, en 2013 sumaban 10,043, en 2014 eran 11,302 y
el afio pasado 2015 contabamos con 12,095 pacientes receptores en espera de
rifidn.

La ERC representa una de las enfermedades mas costosas a nivel mundial en
materia de tratamiento, y su costo continla aumentando, hecho que constituye un
reto econdmico para los sistemas de salud. Ademas afecta de manera importante
la fuerza laboral de una nacion, ya que la aparicion de la enfermedad comunmente

ocurre durante la edad productiva del paciente.




Con el proposito de reducir los costos del tratamiento, el IMSS ha impulsado un
programa de trasplantes el cual representara un ahorro de 600 millones de pesos,
ademas de ofrecer una mayor calidad de vida, dandole la oportunidad al paciente

de reincorporarse a la vida laboral.

El trasplante renal tiene un mayor impacto positivo en la salud del paciente,
ademas de resultar econbmicamente mas viable para los sistemas de salud
publica por ser una solucion a largo plazo. Por ello es necesario que se lleve a
cabo un buen monitoreo inmunolégico para aumentar asi las probabilidades de

exito del trasplante y prevenir la pérdida del 6rgano a mediano plazo.

Aqui la importancia de realizar la tipificacion del antigeno HLA-DP en pacientes en
protocolo de trasplante renal, tanto la determiancién del antigeno como sus
anticuerpos en la poblacién atendida y los casos convenientes para dicho analisis,
de esta manera se procura obtener un mayor éxito en la sobrevida del injerto.
Justificando el analisis del antigeno HLA-DP (tipificacion y rastreo de anticuerpos)
como un camino para optimizar el recurso con el que se cuenta en el instituto sin

dejar de lado la premisa principal de atencion centrada en el paciente.




OBJETIVO
General

Recopilar y analizar datos de una poblacién de pacientes incluidos en el protocolo
de trasplante renal, con el proposito de establecer la tipificacion de la molécula

HLA-DP de importancia para el rechazo del 6rgano soélido (rifion).
Particulares

¢ Implementar la metodologia para la tipificacion de la molécula HLA-DP
PCR-SSO

e Analizar la presencia de anticuerpos contra HLA-DP mediante la prueba del

antigeno unico y su relacion con el rechazo renal de tipo humoral.

HIPOTESIS DEL TRABAJO

Los pacientes no HLA-DP idénticos (Receptor/Donador) con presencia de
anticuerpos anti HLA-DP, incluidos en protocolo de trasplante renal, tendran una
mayor susceptibilidad de presentar un rechazo al injerto mediado por anticuerpos.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se revisaron expedientes de pacientes con protocolo de Trasplante Renal
Donador Vivo finalizado, de un periodo de 2010-2015 del HE CMN SXXI.

Para este estudio se utilizaron expedientes de pacientes con los siguientes
criterios de inclusion: rechazo agudo al injerto renal, presencia de anticuerpos anti
HLA-DP en la prueba del antigeno uUnico sin las presencia de algun Anticuerpo

Donador Especifico contra algun otro antigeno Clase | o Clase I, del sistema HLA.

La muestra generada no incluye pacientes pediatricos.




Se obtuvo una poblacion inicial n=100 pacientes con presencia de anticuerpos anti

HLA-DP, finalizando con una n=15 de pacientes con pérdida temprana del injerto.
Lugar de desarrollo de estudio.

Banco Central de Sangre, Laboratorio de HLA. CMN SXXI, IMSS.

Descripciéon general del estudio.

La presente investigacion se enfocd en un estudio retrospectivo en el que se
recopilaron y analizaron datos obtenidos de pacientes que presentaron rechazo al
trasplante renal, con el fin de establecer la implicacion de anticuerpos anti HLA-DP
donador especifico en el rechazo o pérdida del injerto, detectados por la prueba

del antigeno anico, abarcando un periodo desde 2010 hasta 2015.

La presencia de anticuerpos anti-HLADP se determiné por la prueba de SA, todos

los resultados fueron obtenidos retrospectivamente

Para la tipificacion HLA-DP de los binomios, se implemento la técnica PCR-SSO

como se describe en el anexo 1.




ANALISIS ESTADISTICO

Se propuso analizar las siguientes variables.

Variables dependientes

Cuadro 8. Variables Dependientes Propuestas

ESCALA
DEF. UNIDAD DE
NOMBRE TIPO DE DEF. CONCEPTUAL .
. OPERACIONAL MEDICION
MEDICION
Anticuerpo
) analizado por medio
) Anticuerpos )
Anticuerpo de la prueba del Intensidad de
L i preformados contra el ) o .
Donador Cuantitativa Razoén ) antigeno unico Fluorescencia
. HLA DP del posible ) ) )
Especifico (Single Antigen) a Media (FMI)
donador. ) i
través de tecnologia
Luminex.
Rechazo humoral, es
aquel que es mediado
por anticuerpos y la
reaccion ocurre en un
promedio de 6 meses
después del
trasplante. Caracteristica
Tipo de o ) h ul evaluada por medio
Cualitativa Nominal Rechazo celular,
rechazo

consiste en la
necrosis de las
células del tejido
producida por la
infiltracion de
linfocitos Ty
macrofagos del

huésped.

de una biopsia del
tejido solido.




Variables independientes

Cuadro 9. Variables independientes propuestas

ESCALA DEF
NOMBRE TIPO DE DEF. CONCEPTUAL '
] OPERACIONAL
MEDICION
Tiempo transcurrido Informacién
Edad Cualitativa Ordinal desde el nacimiento obtenida de
de un individuo expediente.
Caracteristicas
biol6gicas y Informacién
Sexo Cualitativa Nominal fisiol6gicas que obtenida de
definen a hombres y expediente.
mujeres
Eventos de
sensibilizacion
causantes de la
aparicion de
anticuerpos anti-HLA
especificos contra Informacién
Eventos de o . _
_ _ .. | Cualitativa Nominal alguno de los obtenida de
aloinmunizacion _
antigenos del expediente.

donante.
(transfusiones
sanguineas, multiples
embarazos,

trasplantes previos)




Sin embargo los resultados obtenidos en el presente trabajo fueron reportados con

estadistica descriptiva.

Debido a la caracteristica de la muestra fue no recomendable forzar algun tipo de
inferencia estadistica, principalmente por el numero de tamafio de muestra
obtenido. El tamafio de muestra apropiado es uno de los aspectos mas
importantes de cualquier disefio experimental. La eleccion del tamafio de muestra
y la probabilidad  del error tipo Il guardan una estrecha relacion.

La probabilidad del error tipo Il depende de la verdadera diferencia en las medias
3. A una grafica de B contra & para un tamafio particular de la muestra se le llama
la curva de operacion caracteristica, o curva OC, de la prueba. El error  también
es una funcién del tamafio de la muestra.?®

En general, para un valor dado de 9, el error  se reduce cuando el tamafio de la
muestra se incrementa. Es decir, es mas facil detectar una diferencia especificada
en las medias para tamafos grandes de la muestra que para los tamarfos

pequefios.

De tal manera que en el presente trabajo solo se muestran descriptivamente los
datos obtenidos, que si bien no se obtuvo una inferencia estadistica, los datos
brutos son reales y validos para darnos indicios de la implicacion de anticuerpos
anti HLA-DP donador especifico en el rechazo o pérdida del injerto en nuestro

centro hospitalario.




RESULTADOS

Se emplearon un total de 71 expedientes de pacientes con presencia de
anticuerpos anti-DP en la prueba del Single Antigen en un periodo de 2010 a
2015, excluyendo pacientes pediatricos y receptores de donador fallecido. Cabe
mencionar que el total de expedientes original es de 100 pacientes, sin embargo
solo se tuvo acceso a la revision de 71 de esos expedientes.

Se seleccionaron aquellos pacientes que tuvieran reportado rechazo al injerto
renal de tipo humoral (rechazo agudo) con base en los resultados de la biopsia del
injerto, obteniendo una muestra de 15 pacientes con rechazo agudo al injerto de
tipo humoral. Dentro de estos 15 solamente 2 tuvieron presencia de ADE con
especificidad anti HLA-DP.

En ninguno de los caso ocurrid que hubiera una incompatibilidad de grupo

eritrocitario en sistemas sanguineos mayores ABO y Rh.

A continuacion se muestra una grafica con el periodo de incidencia de anticuerpos

anti HLA-DP en la prueba del Single Antigen.




Grafico 5. Histérico de pacientes con anticuerpos a HLA-DP del 2010 al 2015
que finalizaron protocolo de TR

Historico de pacientes con a HLA-DP del 2010 al
2015 que finalizaron protocolode TR
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Pacientes que cumplieron requisitos iniciales para el ingreso al protocolo del afio 2010 al 2015, la
tendencia creciente de nimero de pacientes en protocolo de trasplante renal que presentan

anticuerpos DP se ve aumentada de manera significativa en el dltimo afio de 2014 a 2015 .

Ya que el laboratorio cuenta con el rastreo de anticuerpos con Panel Reactivo de
Anticuerpos PRA, se realizé una comparacion de los resultados en PRA contra los
resultados obtenidos en SA obteniendo que del 100% de los casos detectados en
SA solo se detectd 4% con PRA.

Haciendo referencia al marco tedrico, se mencioné que existe una variedad de
eventos de aloinmunizacién en pacientes con ERC.

1. Trasplantes previos (TR)

2. Transfusiones sanguineas (FUT)

3. Embarazos

En el siguiente grafico se muestran los porcentajes de eventos de aloinmunizacion
(transfusiones sanguineas, trasplante renal previo, embarazos), asi como
pacientes que negaron estos eventos en la anamnesis en pacientes con presencia

de anticuerpos HLA-DP incluidos en la muestra de estudio,




Grafico 6.- Eventos de Aloinmunizacién en paciente que presentaron anticuerpos
anti HLA-DP total de la muestra inicial a estudiar n=100

Eventos de aloinmunizacion en pacientes con presencia de
a HLA-DP
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Eventos de aloinmunizacion en pacientes con anticuerpos anti DP, la transfusion sanguinea fue el
evento con mayor incidencia en estos pacientes, seguido por TR. No hubieron pacientes con

embarazos previos/abortos. El 38% de los pacientes negaron algun evento de aloinmunizacion.




Las especificidades de los anticuerpos anti HLA-DP presentadas en la muestra

total n=100 es la siguiente expresada en porcentajes.

Gréfico 7.- Frecuencia en porcentaje de las especificidades de los anticuerpos
anti HLA-DP.

Frecuencia de las specificidades de los anticuerpos anti HLA-DP
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Muestra n= 100 El anticuerpo con especificidad DP de mayor incidencia en la poblacién atendida

fue el DP1 seguido por DP 11, DP15 parece ser el anticuerpo menos incidente en la poblacion.

De la muestra inicial 100 solo 71 expedientes de pacientes fueron revisados
revisados, 15 presentaron rechazo agudo al injerto de tipo humoral con

anticuerpos HLA-DP de las siguientes especificidades.




Cuadro 10.- Especificidades de los anticuerpos o HLA-DP de los pacientes que

presentaron rechazo agudo del injerto de tipo humoral.

Paciente | SA ClII a-DP

1 (8%) DP23(23:01), DP13(13:01), DP1 (01:01)
2 (5%) DP19 (19:01)

3 (8%) DP1(01:01),DP5(05:01)

4 (5%) DP2(02:01), DP4(04:01,04:02), DP18(18:01)
5 (15%) DP1(01:01), DP3(03:01), DP5(05:01)

6 (8%) DP2(02:01)

7 (10%) DP13(13:01), DP11(11:01), DP1(01:01)
8 (9%) DP11(11:01)

9 (9%) DP1(01:01)

10 (13%) DP19 (019:01)

11 (18%) | DP1(01:01), DP11(11:01),DP6(06:01)

12 (11%) | DP14(14:01), DP23(23:01), DP6(06:01), DP1(01:01),
DP10(10:01)

13 (52%) | DP9(09:01),DP5(05:01),DP14((14:01), DP17(17:01),
DP10(10:01)

14 (5%) DP1(01:01),DP5(05:01)

15 (2%) DP17(17:01), DP14(14:01)

Resultado del SA Cll expresado en porcentaje, de los anticuerpos presentes en los
receptores de trasplante renal que presentaron rechazo humoral. El anticuerpo DP1 fue el

de mayor coincidencia entre la muestra de 15 pacientes.




A su vez estos pacientes se agruparon con base en sus eventos de
aloinmunizacion.
Gréfico 8.- Pacientes que presentaron pérdida temprana del injerto agrupados con

base en sus eventos de aloinmunizacion.

Pacientes con rechazo agudo del injerto de tipo humoral
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La transfusion sanguinea fue el evento de aloinmunizacidon con mayor presencia en los pacientes

con rechazo (8 de 15), seguido por el trasplante renal previo (3 de 15). 4 de 15 negaron algun
evento de aloinmunizacion.

Estos 15 binomios con rechazo fueron tipificados en el alelo HLA-DP con los
siguientes resultados de los loci HLA-DPB1 y HLA-DPA1




Cuadro 11. Resultados de las tipificaciones de los 15 binomios que presentaron pérdida

temprana del injerto. Resultado expresado en alelos y agrupaciones.

HLA-DP (Receptor)

HLA-DP (donador)

1 DPA1*01:03/01:13 DPB1*04:02/ 04:02P DPA1*01:03/01:03 | DPB1*04:02/ 04:02P
2 DPA1*01:05/02:01 No hibridacion de la DPA1*01:03/02:01 | DPB1*04:01/11:01P
muestra

3 DPA1*01:03/01:03 DPB1*04:01/04:02 DPA1*01:03/01:03 | DPB1*04:02/ 04:02P
4 DPA1*01:03/02:01 DPB1*04:01/17:01 DPA1*01:03/01:03 DPB1*04:02/04:01
5 DPA1*01:03/01:03 DPB1*04:02/04:02 DPA1*01:03/02:01 DPB1*05:01/04:02
6 DPA1*01:03/02:01 DPB1*04:02/17:01 DPA1*01:03/02:01 DPB1*04:02/17:01
7 DPA1*01:03/02:01 DPB1*04:01/05:01 DPA1*01:03/01:03 DPB1*02:01/04:01
8 DPA1*01:03/01:03 DPB1*04:02/04:02P DPA1*01:03/02:01 | DPB1*04:02P/10:01P
9 DPA1*01:03/02:02 DPB1*03:01/0402 - -

10 | DPA1*01:03/02:01 DPB1*01:01P/03:01P DPA1*01:03/01:03 | DPB1*03:01P/04:02
11 | DPA1*01:03/01:03 DPB1*04:02P/04:02P DPA1*01:03/01:03 | DPB1*04:02P/04:02P
12 | DPA1*02:02/04:01 DPB1*04:02P/05:01P DPA1*01:03/04:01 | DPB1*04:01P/04:02P
13 | DPA1*01:03/01:03 DPB1*04:01/04:02P DPA1*01:03/01:03 | DPB1*04:01/04:02P
14 | DPA1*01:03/01:03 DPB1*04:02/04:02P DPA1*01:03/01:03 | DPB1*04:02/04:02P
15 | DPA1*01:03/01:03 DPB1*04:01P/04:02P DPA1*01:03/01:03 | DPB1*04:02/04:02P

De los 15 binomios con rechazo al injerto, solo fueron tipificados en su totalidad 13 de ellos,

posiblemente por degradacién de la muestra no se llevo a cabo la hibridacion de la misma para la

tipificacion.




Los resultados fueron validados con las tipificaciones de los controles de calidad
externos (UCLA).
Cuadro 12. Resultados del consenso del control de calidad externo.

DPAl DPB1
02:01 02:02 05:01 13:01
01:03 01:03 04:01 04:01
01:03 01:03 04:02 04:02
01:03 01:03 02:01 04:01
01:03 02:01 03:01 10:01
01:03 01:03 04:01 04:02

Cuadro 13. Resultados reportados por el laboratorio de HLA BCS CMN SXXI con
la técnica SSO-LUM-OL.

DPAl DPB1
02:01 02:02 05:01P 13:01P
01:03 01:03/01:13 04:01 04:01
01:03 01:03/01:13 04:02 04:02
01:03 01:03/01:13 02:01 04:01
01:03/01:013 02:01 03:01 10:01
01:03 01:03 04:01 04:02

De los pacientes tipificados para HLA-DP solamente dos presentan ADE con la

siguiente Intensidad de Fluorescencia Media (MFI)

Cuadro 14. MFIs Reportadas de los ADE HLA-DP

# Paciente MFI (Intensidad de Florescencia Media ) de
los anticuerpos donador especifico

4 AC1 (04:02) 2400,96

5 AC2 (05:01) 1000,19

Intensidad de fluorescencia media de los ADE en el binomio 4 MFI 2400.96 con especificidad
DP*0402 y binomio 5 MFI 1000.19 con especificidad DP*05:01




La tipificacion de los diversos antigenos del sistema HLA no HLA-DP fue realizada

por diferentes técnicas y fueron obtenidos de manera retrospectiva de la base de
datos del Laboratorio de HLA BCS, CMN SXXI IMSS.

Cuadro 15.- Resultados de la tipificacion de los 15 binomios con rechazo, sin incluir

el resultado de la tipificacién del antigeno HLA-DP.

HLA RECEPTOR

HLA DONADOR

1 | A2,A68(28),B62(15),B39(16),Cw1,C idem a R
w7,DR4,DR4,DQ8(3),DQ8(3).
2 | A11,A68(28),B44(12),B45(12),Cw6,C | A3,A68(28),B45(12),B7,Cw6,Cw7,DR4,
w7,DR1,DR4,DQ8(3),DQ5(1). DR15(2),DQ8(3),DQ6(L).
3 | A2,A2,B39(16),B41,Cw7,Cw7,DR4,D | A24(9),A31(19),B48,B52(2),Cw8,Cw15,
R11(5),DQ7(3),DQ8(3) DR4,DR14(6),DQ7(3),DQ8(3).
4 | A2,A68(28),B65(14),B35,DR1,DR14( | A2,A2,B61(40),B35 DR14(6),DR14(6),
6),DQ5(1),DQ7(3) DQ7(3),DQ7(3).
5 | A24(9),A68(28),B62(15),B39(16),Cw | A68(28),A68(28),B39(16),B48,Cw7,Cw
1,Cw7,DR8,DR8,DQ4,DQ4 8,DR8,DR8,DQ4,DQ4.
6 | A2,A2,B71(70),B39(16),DR17(3),DR | A2,A2,B71(70),B39(16),Cw10,Cw7,DR
4,D0Q2,DQ8(3). 17(3),DR16(2),DQ2,DQ7(3).
7 | A3,A30(19),B38(16),B57(17),Cw6,C | A3,A11,B38(16),B51(5),DR15(2),DR16(
w12,DR4,DR15(2),DQ8(3),DQ6(1) 2),DQ5(1),DQ6(1)
8 | A2,A68(28),B39(16),B48,Cw10(3),C | A24(9),A26(10),B61(40),B44(12),Cw10
w8,DR4,DR4,DQ8,DQS. (3),Cw4,DR7,DR8,DQ2,DQ4
9 | A11,A68(28),B35,B35,Cw4,Cw7,DR4 | A2,A11,B35,B35,Cw4,Cw4,DR8,DR8,D
,DR8,DQ8,DQ4. Q4,DQ4
10 | A68(28),A68(28),B7,B51(5),Cw15,C | A2,A68(28),B35,B51(5),Cw4,Cwl5 DR
w15,DR1,DR8,DQ4,DQ5(15) 8,DR8,DQ4,DQ4.
11 | A22,A24(9),B39(16),B39(16),Cw7,C | A22,A24(9),B39(16),B39(16),Cw7,Cw7,

w7,DR4,DR4,DQ8(3),DQ8(3).

DR4,DR4,DQ8(3),DQ8(3).
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A2,A68(28),B39(16),B60(40),Cw10(3
),Cw10(3),DR4,DR15(2),DQ6,DQ8.

A30(19),A68(28),B27,B39(16),Cw2,Cw
10(3),DR15,DR15,DQ6(1),DQ6(1).

13

A2,A11,B62(15),B53,Cw1,Cw4,DRS,
DR13(6),DQ4,DQ6(1)

A2,A68(28),,B62(15),B39(16),
Cw1,Cw7,DR4,DR8,DQ4,DQ8.

14 | A2,A24(9),B39(16),B61(40),Cw7,Cw | A2,A24(9),B35,B861(40),Cw10(3),Cw4,
10(3),DR14(6),DR8,DQ7(3),DQ4 DR8,DR14(6),DQ7(3),DQ4
15 | A2,A24(9),B62(15),B38(16),Cwl,Cw | A2,A2,B62(15),B48,Cwl,Cw8,DR4,DR

12,DR4,DR14(6),DQ8(3),DQ5(1)

4,DQ8(3),DQ8(3).

Tipificacion de los alelos no DP de los binomios tipificados, resultados obtenidos de la base de

datos del laboratorio de HLA.

Con los resultados de la tipificacion del sistema HLA obtenemos que en la

siguiente tabla se muestra la compatibilidad de los 15 binomios comparando los

antigenos del sistema HLA tipificados que comparten.

Cuadro 16.- Numero de antigenos del sistema HLA que comparten los

binomios con rechazo agudo y/o pérdida temprana del injerto.

Binomio | Grado de compatibilidad de | Grado de compatibilidad de
alelos HLA No DP alelos DPB1
1 ldem a R Idem a R
2 6 de 10 No hibridacion de la muestra
3 4 de 10 1de?2
4 4de 8 1de?2
5 7 de 10 1de?2
6 6de8 2de 2
7 4.de 8 1de?2
8 1de 10 1de?2
9 5de 10 No hibridacion de la muestra
10 5de 10 1de?2
11 ldem a R I[dem aR
12 5de 10 1de?2
13 5de 10 2de 2




14 8 de 10 2de?2
15 5de 10 lde?2

Con rojo se representan los binomios con ADE, con azul los binomios de Donador Vivo

Emocionalmente Relacionado y en negro los binomios Donador Vivo Relacionado.

Analizando los grados de compatibilidad (cuadro 20) resulta que de nuestra
muestra de binomios el 100% (n=11) sin contar a los binomios emocionalmente
relacionados y las muestras que no hibridaron en la tipificacion, observamos que
un 82% comparte un haplotipo en los antigenos del sistema HLA-A, -B, -C,-DR,-
DQ mientras que en el antigeno HLA-DP solo se comparte en un 55%.

Del 82% que comparte un haplotipo el 27% es correspondiente a aquellos que
comparten ambos alelos HLA-DP, mientras que el 18% del total que comparten

ambos haplotipos comparten de la misma manera los alelos del antigeno HLA-DP.

Cuadro 17.- Resultados de la compatibilidad de los binomios que presentaron

rechazo
HLA-A, -B, -C,-DR,-DQ HLA-DP
1 Haplotipo 2 Haplotipos 1 Alelo 2 Alelos (idem)
(Idem)
82% 55% 27%
18% 18%

Resultados expresados en porcentaje con respecto al total n=11, excluyendo a los binomios de

donador emocionalmente relacionado y de las muestras que no hibridaron.




DISCUSION

Para presente estudio se llevo a cabo el analisis retrospectivo de los pacientes con
presencia de anticuerpos anti HLA-DP, observamos que en un periodo de cinco
afnos solamente un total de 100 candidatos fueron reconocidos, lo cual nos habla
de una baja presencia de estos anticuerpos en la poblacién atendida en este

centro hospitalario.

No solo se ha presentado la implicacion de estos anticuerpos en pérdidas
tempranas del injerto, sino se han reportado casos de rechazo crénico con

anticuerpos HLA-DP de novo.?*?’

De manera empirica la aparicion de anticuerpos HLA-DP y/o la disparidad de este
locus recientemente ha tomado presencia en casos clinicos en cuanto a la pérdida

de un injerto renal sea un primer trasplante o un retrasplante.?

En este estudio realizado solo se consideraron anticuerpos preformados que

pudieran implicar un riesgo en el éxito del trasplante.

En el Gréfico 5 podemos observar que en el dltimo afio 2015 ha habido un
incremento en la deteccidbn de estos anticuerpos, podemos pensar que este
comportamiento se debe un tanto a la demanda de trasplantes que ha tenido el
centro hospitalario, tan solo para este afio en la Ciudad de México se realizaron un
total de 730 trasplantes de rifidn, teniendo por entendido que el HE CMN SXXI es
el segundo centro de trasplantes mas activo en la ciudad, reportando un total de
41 trasplantes para el primer trimestre del afio 2016. Ademas se debe tomar en
cuenta que la prevalencia de la ERC ha ido en aumento en los Ultimos afios, se
han realizado varios estudios donde se han determinado variables que propician la
aparicion de la enfermedad en personas jévenes, las causas incluyen: factores
ocupacionales (uso de pesticidas y exposicion al sol), habitos (reducida ingesta de
agua, consumo de AINES, analgésicos y uso reducido de farmacos
renoprotectores), y lesiones de pigmento de mioglobina o hemoglobina que

~

pueden bloquear los vasos sanguineos del rifion




A su vez el aumento en la demanda de la sustitucion renal con TR y la mejora en
los esquemas inmunosupresores asi como el avance y la implementacion de mas
y nuevas técnicas de laboratorio para la histocompatibilidad en el trasplante, han
permitido el incremento en protocolos de segundos y terceros trasplantes, debido
a esto encontramos una mayor presencia de anticuerpos. En un estudio reciente
realizado en Portugal se estudiaron los efectos de los eventos de aloinmunizacion
en la presencia de anticuerpos en pacientes con protocol de TR, se describe el
trasplante previo como el evento de aloinmunizacién que deriva en una mayor

presencia de anticuerpos principalmente anticuerpos de clase II.

En especifico para los anticuerpos anti DP hay una presencia del 15.4 % teniendo
una aloinmunizacion con un trasplante renal previo, siendo significativamente
mayor que en la sensibilizacién producida para el mismo locus en una transfusion

sanguinea o un embarazo 2.4 y 8.6% respectivamente.*°

En algunos estudios se menciona que la presencia de los anticuerpos anti HLA-DP
en los pacientes antes del trasplante renal es alrededor del 14% y una presencia

del 77% encontrada después del trasplante.®

De esta manera el comportamiento en el aumento de la sensibilizacién para este
antigeno en los ultimos afios va de la mano con el aumento de la alloinmunizacion

por trasplantes previos.

Como ya se ha mencionado la prueba de PRA apoya en la determinacion del
grado de sensibilizacion de un paciente contra antigenos del sistema HLA, pero
hablando especificamente del antigeno HLA-DP tenemos que esta prueba es
limitada con respecto al Single Antigen, ya que solo logré detectar anticuerpos anti

DP solamente en el 4% de todos los casos incluidos en el protocolo.

Esto se puede explicar debido a la naturaleza de la técnica, en donde tenemos
diferentes antigenos adsorbidos en una sola perla, sin embargo se esperaria que
esta prueba tuviera una mayor sensibilidad con respecto al SA aunque una menor

especificidad.




Con los resultados observados en el laboratorio vemos que la técnica del SA tiene
una mayor sensibilidad y especificidad para detectar estos anticuerpos anti HLA-
DP al tener un antigeno y no varios antigenos purificados por perla.

También se sabe que los resultados en estas técnicas de rastreo de anticuerpos
se ven afectados por diversos factores como el efecto de prozona, por lo cual
aunque haya la presencia del anticuerpo la técnica es incapaz de detectarlo.
Recientemente Tambur et all del laboratorio de inmunologia del trasplante en
Chicago, realizaron un comparativo de SA, la fijaciéon de Cl1q, y la determinacion
del SA con diluciones para ver los efectos de poszona en el rastreo de anticuerpos
para diferentes loci del sistema HLA, entre sus resultados se encuentra que le
locus HLA-DP es el mas dificil de evaluar ya que solamente algunas perlas dieran
positivo para éste, adicionalmente fue el locus en el que hubo una mayor
discrepancia entre los resultados dando a notar que existen una serie de factores

inhibitorios adicionales con respecto a los demas loci.*

En el grafico 6 observamos que las transfusiones sanguineas son el evento de
alloinmunizacién con mayor incidencia en nuestra poblacién, cabe destacar que en

el protocolo no hubo pacientes con embarazos previos y/o abortos.

El TR es el de menor incidencia y como se menciond anteriormente es el evento
de alloinmunizacion que provoca una mayor sensibilizacion para antigenos Clase

II del sistema HLA ademas de provocar anticuerpos mas patogénicos.

Sin embargo en nuestro estudio no se observé este comportamiento ya que la
mayoria de los anticuerpos anti DP y los anticuerpos ADE se presentaron con
antecedentes de transfusiones, se esperaba que los casos con trasplante renal
previo reportaran ADE. Este puede ser un resultado sesgado por el tamafo de la

muestra.

En cuanto a las especificidades de los anticuerpos encontrados, el de mayor
frecuencia en porcentaje fue contra el antigeno HLA-DP1 con un 12,5% vy el

menor fue HLA-DP28 con una frecuencia del 3,1%. Todas las especificidades se




reportan con la designacion serologica del antigeno, sin embargo hasta la fecha

oficialmente se ha designado valor seroldgico del antigeno HLA-DP1 al 4.

En nuestra muestra estudio no se reportaron anticuerpos contra la cadena DPA en
ninguno de los pacientes, se sospecha de papel que juega el polimorfismo de la
cadena DPAl en la intensidad y especificidad de la reactividad antigeno -

anticuerpo con el heterodimero pero se necesita mas investigacion al respecto.

Lo que ha sido francamente demostrado es un alto nivel de desequilibrio de enlace
entre DPA1 y DPB1 debido a la posibilidad de combinaciones no permitidas para
el heterodimero que podrian ser inestables en la superficie celular. Sugiriendo que
para el heterodimero DPA1-DPB1, la unidad de seleccion es la combinacién de los

aminoécidos de los epitopos contribuidos por ambos genes DPA1 y DPBL1. 2*

Aungque no todos los binomios presentaron ADE aproximadamente el 21% de
todos los pacientes con la presencia de anticuerpos anti DP presentaron una
perdida temprana del injerto con una biopsia que sugiere un rechazo de tipo

humoral.

En el cuadro 13 se muestran las especificidades de los anticuerpos presentes en
los pacientes con rechazo del injerto de tipo humoral, lo que podemos destacar es
gue la especificidad con mayor presencia fue DP1 con una incidencia en

practicamente la mitad de las muestras (8/15)

Algunos investigadores muestran que las incompatibilidades HLA-DP entre
donador-receptor no tienen una gran influencia en el éxito del primer trasplante
renal, pero han tenido una impacto cuando se habla de un retrasplante®, esto

empata con lo observado en el presente estudio.

Comparando entre lo reportado por el grafico 6 y el grafico 8 de los resultados, por
eventos de alloinmunizacion observamos que el 19% de los pacientes con FUT
presentaron rechazo, esto por arriba de aquellos pacientes que negaron un evento
de alloinmunizacion 17%. En comparacion con aquellos que presentaban un TR

previo, este fue el que mayor porcentaje de rechazo tuvo con un 60% (3/5). Esto




concuerda con lo observado por Thaunat®® el cual por andlisis de las
incompatibilidades de los epitopes DP determina que el evitar o eliminar
anticuerpos DP preformados por trasplantes previos o embarazos se ve traducido

en un mejor éxito en el trasplante.

La tipificacion del locus HLA-DP se realizo a los quince binomios con rechazo por
metodologia PCR-SSO, sin embargo como se muestra en el cuadro 14, no se
logro tipificar a dos de los binomios debido a condiciones de la muestra. Se
determind tanto la cadena Al como la B1, que son los genes activos que codifican

para la molécula HLA-DP.

El polimorfismo de la molécula HLA-DP estd mayormente concentrada en 6
regiones hipervariables (HVRSs) de la A-F, en el exdn dos del gen DPB1. Como lo
muestran los resultados en la cadena DPB1 es donde residen la mayor cantidad
de polimorfismos del antigeno HLA.DP, en comparacién con la cadena DP-A1 que
en general es muy constante con la molécula DPA1*01:03 en la mayoria de las
muestras analizadas. En general el polimorfismo de DPA esta restringido e
involucra menos aminoacidos en la secuencia que DPB, asi DPA solo se divide en
4 grupos DPA1-*01: 04.

Como se comenté la cadena DPB1 de la molécula HLA-DP es la mas susceptible
a cabios y a contener mutaciones, dando origen a una molécula en extremo
polimorfica. Dicha caracteristica complica su determinacion por la metodologia

empleada, dando paso a una vasta cantidad de ambigtiedades en los resultados.

Es de saberse que la tipificacion de otros loci del sistema HLA se apoya ho solo en
los resultados obtenidos en la técnica per se. La asignacion de un fenotipo
involucra un analisis que va de estudiar el desequilibrio de enlace que presentan
los genes codificantes para estas moléculas, como la frecuencia poblacional de las

mismas.

El antigeno HLA-DP es una molécula que recientemente ha atraido el interés de
lineas de estudio ya que se creia de muy poca relevancia clinica, por tanto los

datos sobre esta son escasos Yy limitados a la poblacion en donde se realiza dicha




investigacion. En México no contamos aun con un estudio de la frecuencia alélica

HLA-DP para nuestra poblacion.

Complementando lo mencionado, el desequilibrio de enlace entre los loci del
sistema HLA se debe a la cercania fisica que se presenta entre ellos. La molécula
DP no presenta este comportamiento, y se explica como un gen bien equilibrado
en la poblacion ya que fisicamente en la secuencia génica se encuentra
relativamente alejado de los demas loci del sistema HLA con una distancia
aproximada de 1Mpb alejado de la molécula cldsica mas cercana (HLA-DQ). Esta
es una distancia grande en relativo con la distancia que se encuentra entre los loci
que presentan un desequilibrio de enlace fuerte, el ejemplo mas claro es la
distancia entre el gen DQB1 y DRB1 la cual es de tan solo aproximadamente
80Kpb.

El gen del antigeno HLA-DP al ser muy equilibrado en su segregacion y no contar
con datos de frecuencia alélica se vuelve algo complicado al momento de tipificar

y dilucidar las ambigledades obtenidas por la técnica usada (PCR-SSO).

La World Marrow Donor Asociation (WMDA) propone una nomenclatura para la
tipificacion de alelos ambiguos. Dicha nomenclatura consta de agrupar estos
alelos en cajas superiores G y P como ya se ha menciona en el marco tedrico. De
esta manera es como se lograron resolver la mayoria de las ambigiiedades dadas
por la técnica, por ende gran parte de las tipificaciones se reportaron como grupos

de alelos.

La técnica PCR-SSO para la tipificacion del antigeno HLA-DP tiene una gran
limitante al momento de determinar el alelo, resultando en muchas ambigtiedades.
Un estudio demostré que en comparacion con la tipificacion SBT-DP la técnica
SSO resulté en un 30% igual en la tipificacion y un 70% de resultados ambiguos,
en todos los casos la técnica SSO incluia el resultado correcto obtenido por

secuenciacion.

La ambiguiedad en los resultados se debe muy probablemente por el polimorfismo

fuera de las seis HVRSs, para las cuales no hay disponible una sonda de DNA en el




ensayo por SSO. A pesar de esto todos los motivos polimorficos de las seis HVRs

del exdn 2 pudieron ser asignados usando el método PCR-SSO.

Sin embargo para validar los resultados obtenidos en la tipificacion se montaron
las muestras del control de calidad externo enviado por la UCLA, acertando al
100% de las tipificaciones de los controles con base en el resultado del consenso,

como se muestra en las tablas 15y 16.

Llevado a cabo el comparativo de los anticuerpos presentes y los resultados de la
tipificacion HLA-DP en la busqueda de ADE, sobresalen solamente dos casos de
Anticuerpos Donador Especifico en los binomios 4 y 5 reportando las MFI 2400,96
y 1000,19 respectivamente.

En cuanto a la especificidad de los anticuerpos, por limitaciones de la técnica de
rastreo SA para el antigeno HLA-DP4 no puede diferenciar entre los alelos
DPB1*04:02/04:01, caso del binomio 4, pero al compartir el alelo DPB1*04:01
autométicamente se asigndé la especificidad de DPB1*04:02 al anticuerpo
presente.

En el caso del binomio 5 la especificidad del anticuerpo es francamente marcada
DPB1*05:01, siendo esta la Unica incompatibilidad de la cadena beta en este

binomio.

En un estudio realizado tiempo atras en el laboratorio se determinaron los valores
minimos para predecir un posible rechazo humoral dentro de la UMAE HE CMN
SXXI

Ambos casos presentan un evento de aloinmunizacion por transfusion sanguinea,
con base en lo ya estudiado para pacientes con transfusiones sanguineas: valor
minimo de MFI para anticuerpos anti-HLA de clase | 1,320.53, valor minimo de
MFI para anticuerpos anti-HLA de clase Il 1,208.73 y valor minimo de MFI para

ambas clases 1,060.69.

Uno de los valores de MFI encontrados (binomio 4) rebasa por practicamente el

doble el valor de MFI minimo establecido para anticuerpos anti HLA de clase dos.




Mientras que el anticuerpo presente en el binomio 5 tiene una MFI muy cercana a
este minimo establecido con 320 de MFI menor, lo cual indica que estos
anticuerpos pueden ser tan patogénicos como los de clase Il habitualmente

estudiados.

Esto permitiria decir que la presencia de estos anticuerpos podrian estar
involucrados en el rechazo humoral del injerto incluso ser el causante del mismo,
sin embargo también hay que tomar en cuenta que en el estudio mencionado no
se implicaron anticuerpos anti DP para la determinacion de los valores de MFI. Se
ha demostrado que existe una diferencia significativa entre las MFIs reportadas
para los anticuerpos DP con respecto DQ y DR, en donde no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre estos Gltimos.**

Un estudio realizado en el Hospital de la universidad Thomas Jefferson en EUA,
reafirma los porcentajes ya mencionados de la presencia de los anticuerpos HLA-
DP siendo detectables en un 5-40% de los pacientes. Ademas mencionan que las
MFI registradas para anticuerpos DP son menores que las presentadas por los
anticuerpos DR y DQ (2945 vs 7866 y 8283 respectivamente).

En cuanto al grado de compatibilidad se ha reportado que el 80% de los pacientes
para trasplante renal que comparten el 100% de los antigenos comunmente
determinados para este protocolo, no comparten los mismo antigenos HLA-DP.

En nuestro caso cuadro 20 vemos los indicios del comportamiento de la molécula

HLA-DP con respecto al resto de los antigenos.

Del 82% que comparte un haplotipo el 27% es correspondiente a aquellos que
comparten ambos alelos HLA-DP, esto es decir que a pesar de solamente
compartir un haplotipo de los antigenos HLA-A, -B, -C,-DR,-DQ comparten los dos
alelos HLA-DP al igual que para los pacientes que comparten ambos haplotipos se
comparten ambos alelos HLA-DP.




Algunos reportes dicen que debido al débil desequilibrio de enlace de HLA-DP con
los antigenos clasicos HLA Cl y Cll podria presentarse un elevado porcentaje de
incompatibilidad, de cualquier manera se menciona que debido a la restriccion
polimorfica en los motivos HVR las incompatibilidades alélica podrian no llevar a la

formacion de un anticuerpo anti-DP.

En el presente estudio se reporté un porcentaje muy bajo de la presencia de
anticuerpos de la especificidad del locus DP con disparidad en los binomios
tipificados. Este comportamiento parece ser similar con el reportado en la
literatura, donde en algunos estudios no hay la presencia de anticuerpos
restringidos a la especificidad del antigeno HLA-DP diferente pero si una amplia

sensibilizacion para el antigeno DP.

Este comportamiento ya ha sido observado en donde los anticuerpos anti HLA-DP
en el suero de pacientes sensibilizados son especificos para epitopes compartidos
por diferentes antigenos HLA.

Un estudio realizado en el Centro Médico de la Universidad de Maastricht (Billen
2010) menciona que los anticuerpos ADE y los No ADE en contra del antigeno
DP son dirigidos al alelo per se, mas bien van dirigidos a una incompatibilidad
especifica HVR, lo cual quiere decir que solamente un pequefio numero de
incompatibilidades en los epitopes puede ser reconocida por el sistema inmune
del receptor, se menciona que hay una inmunodominancia en las regiones HVR-F
y —C y que estas corresponden a los epitopes bien definidos serolégicamente por
anticuerpos monoclonales. De tal manera que como lo mencionan en otro estudio
realizado por Laux®, la compatibilidad inmunogenética de los epitopes DPB1 es

funcionalmente mas relevante que la clasica incompatibilidad a nivel alélico.

Ademas se han descrito relaciones interlocus que le suman importancia clinica
para el estudio de este antigeno, la mas representativa es la relacion de la
reaccion cruzada que han presentado los anticuerpos DP contra el antigeno HLA-
DR, principalmente DR11. Esta antigenicidad cruzada bien descrita®® se debe a
que la molécula DR11 tiene los aminoacidos D y E en las posiciones 57 y 58 que




se correlacionan con los aminoacidos D y E en HVR-C en las posiciones 56-57) en

7 de los 13 alelos presentes en la prueba de SA para DP.

Asi es como se han reportado casos de pacientes sin incompatibilidades en el
locus HLA-DP pero que presentan rechazo del injerto renal por presencia de
anticuerpo de especificidad DP, dicho fendmeno se ve representado en los

resultados de este estudio, muy probablemente debido a la antigenicidad cruzada.




CONCLUSIONES

% Se establece la tipificacion de la molécula HLA-DP como de importancia para
el rechazo de rifion en pacientes del HE CMN SXXI, IMSS.

X/
°

X/
L X4

El analisis comparativo a nivel alélico del HLA-DP muestra sin inferencia

estadistica que no existe una implicacion negativa de la presencia de ADE

HLA-DP y el éxito en el trasplante renal en pacientes del HE CMN SXXI, IMSS.

Méas alla de la presencia de ADE DP, una alta sensibilizacion DP puede verse

reflejado en una disminucién en el éxito del trasplante renal.

>

No se recomienda la tipificacién del antigeno HLA-DP como prueba de
rutina para pacientes en protocolo de primer trasplante renal

Se recomienda la tipificacion del antigeno HLA-DP en todos los pacientes
en protocolo de segundo o tercer trasplante renal

La sensibilizacion para HLA-DP de los receptores de trasplante renal debe
analizarse por el ensayo del antigeno Unico, ya que este es mas sensible
gue PRA para detectar dichos anticuerpos.

El anticuerpo de mayor prevalencia fue DP1 (12.5%) en nuestra poblacion
de estudio, de manera descriptiva las especificidades presentes de los
anticuerpos DP es homogénea

Se recomienda que los limites de las MFIs obtenidas de los anticuerpos
HLA-DP sean considerados menores que los propuestos para otros
antigenos HLA CIl, se necesita futura investigacion para determinar los

mismos.

La tipificacién del locus HLA-DP por el método SSO proporciona resultados

ambiguos, debe apoyarse en tablas de agrupaciones alélicas G y P para su

correcto reporte.




PERSPECTIVAS DEL ESTUDIQ3"38:3%:40

La molécula HLA-DP no es una molécula ampliamente estudiada pues hasta hace

algunos afos no se creia de importancia en la préactica clinica.

Con el comienzo de la tipificacion del locus DP vy el rastreo de anticuerpos en la
clinica, se desencadena una serie de investigaciones de importancia para la

mejora en la atencion centrada en el paciente.

La promocion de un trabajo conjunto con varios centros hospitalarios que
practiquen los mismos o similares protocolos de histocompatibilidad permitira
realizar investigaciones mas integrales del antigeno HLA-DP con un alcance

inferencial a toda la poblacién mexicana.
HLA-DP MFI

Determinar un limite especifico de la MFI de los anticuerpos DP seria de gran
apoyo para el médico, proporcionando un punto de referencia para la toma de
decisiones en cuanto a la terapéutica inmunosupresora antes y después del

trasplante renal.
Tipificacion HLA-DP por PCR-SSP

La introduccion de esta técnica llevaria a una mejora en los resultados ya que por
principio de la misma, las sondas implementadas tienen una mayor especificidad
derivando en menor niumero de ambigledades en los resultados. Se requiere
implementar un protocolo para la investigacion en la implementacion de esta
técnica en la practica clinica, su comparacién costo/beneficio con la técnica

implementada PCR-SSO y la aplicacién como una técnica complementaria.
Estudio de Frecuencia alélica HLA-DP

Tener un registro por laboratorio de alelos bien documentados, mejoraria la
practica clinica de la tipificacion en el laboratorio de histocompatibilidad, siendo el
principal punto de apoyo para resolver ambigiedades al momento de designar un
fenotipo.




Ademas seria de gran impacto en la alimentacién de la base de datos de

frecuencias alélicas para la implementacion de una prueba cruzada virtual.
Implicacion Clinica de la molécula HLA

Hoy en dia ha sido bien descrita la implicacién del alelo HLA-DPBL1 en el rechazo
de injerto contra huésped cuando hablamos de un trasplante de precursores
hematopoyéticos, seria de suma importancia determinar el impacto en el éxito de

trasplante de médula 6sea en la poblacion atendida en el HE CMN SXXI.
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Figura 11.- Esquema propuesto del papel de la expresibn HLA-DPB1 en el
reconocimiento de la célula en la Enfermedad de Injerto Contra Huésped. Fuente.
(Petersdof, 2015)

La tipificacion HLA-DP no solo es de importancia para el trasplante, se ha visto
gue puede ser de apoyo para el diagnéstico de algunas patologias como
espondilitis anquilosante con antigenos de riesgo relativo alto como DPA1*01:03.




ANEXO 1
Tipificacion de HLA
PCR-SSO

1. Realizar extraccion del DNA a la concentracion y pureza requerida.

2. Realizar la amplificacion de los loci a tipificar (HLA-DPAl1 y HLA-DPB1),
preparando la mezcla de amplificacion siguiente.

» Muestra de DNA a la concentracion necesaria para la reaccion.
» Solucién D-Mix con iniciadores de la amplificacion.
» Concentracion de Taq polimerasa necesaria.

3. Colocar las muestras en el bloque del termociclador e iniciar el programa de
amplificacion.

4. Retirar las muestras del termociclador.

5. Realizar la desnaturalizacién de las muestras amplificadas.

» Agregar soluciébn de desnaturalizacion e incubar por lo menos
10min.

» Agregar soluciéon de neutralizacion e incubar por 10 min a
temperatura ambiente.

6. Colocar en hielo la placa con el producto de PCR neutralizado.

7. Encender el termociclador a la temperatura de 60°C

8. Preparar la mezcla de hibridacion

» Combinar volimenes apropiados de la mezcla de perlas LABType® y
el buffer de hibridacion.

9. Adicionar la mezcla de hibridacion al producto de PCR neutralizado, agitar
con vortex e incubar la placa de PCR en el termociclador precalentado a
60°C por 15 min.

10. Adicionar lavado de buffer y centrifugar 5 min a 1300g.

11.Repetir el paso anterior para un total de 3 lavados.

12.Durante la tercera centrifugacion preparar la solucion de trabajo 1X SAPE

» Mezcla de la solucién stock SAPE con el buffer de SAPE, preparar lo

necesario para el nimero de reacciones.




13. Adicionar la solucion 1X SAPE al producto de hibridacion e incubar en el

termociclador a 60°C por 5 min.

14.Realizar un lavado con buffer de lavado 5 min a 1300gq, retirar el buffer de

lavado y resuspender con vortex.

15.Agregar 70 uL de buffer de lavado a cada muestra y transferir a una placa

de lectura.

Lectura de la muestra con Luminex® versién 2.2 o posterior

1.

Si no esta ocupando el sistema de suministro, llenar la botella del liquido
de revestimiento y cerrar la tapa.

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

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.

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

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

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 primer muestra fue leida correctamente
quitar la seleccién de configuracién Unica.

Cuando el equipo termine de leer una muestra continuara con la siguiente

hasta leer el total de muestras.




9.

Una vez terminado el proceso se realiza un guardado automatico de los

datos.

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.
El equipo se puede apagar y aflojar la tapa de la botella del fluido de

revestimiento.

Deteccidn de anticuerpos
Prueba del Antigeno Unico (SA)

Poner una alicuota de suero en un tubo de 1.5 mL

» Nota: Centrifugar el suero durante 10 min a 9300g para remover

cualquier rastro de fibrina.
Agregar al tubo 5 uL de perlas Single Antigen Clase | y Clase |l
LABScreen ®. O bien 1000L de la mezcla de PRA CI/CII
» Realizar vortex al reactivo al menos 20 segundos antes de su uso.
» Mezclar suavemente el reactivo con el suero usando una pipeta.
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 incubacién 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 concentraciéon 10X,

llevarlo a 1X.




Marcaje de la muestra

Afadir 100 uL de IgG-PE a cada muestra y realizar vortex.
Incubar en ausencia de luz durante 30 minutos vigilando que la
temperatura esté entre 20 — 25 °C con agitacién suave (opcional).
Lavar 2X con 1mL de buffer de lavado. Centrifugar a 9,300g por 2 min.
Después del ultimo lavado, retirar cuidadosamente todo el buffer.
Afadir 70 uL de PBS 1X a cada muestra y mezclar.

» Nota: El volumen final tiene que ser aproximadamente de 80 uL.

Guardar las muestras en ausencia de luz a 4°C hasta su lectura.

Lectura de la muestra con Luminex® versién 2.2 o posterior

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Si no esta ocupando el sistema de suministro, llenar la botella del liquido
de revestimiento y cerrar la tapa.

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

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.

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

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

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.

17. Cuando el equipo termine de leer una muestra continuara con la siguiente
hasta leer el total de muestras.

18. Una vez terminado el proceso se realiza un guardado automatico de los
datos.

Apagado (obligatorio)

3. Lavar 2X con fluido de revestimiento, sanitizar 1X con lejia (cloro) al 20%,
lavar 3X con agua desionizada y remojar 1X con agua desionizada.
4. El equipo se puede apagar y aflojar la tapa de la botella del fluido de

revestimiento.
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