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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se trata de demostrar el valor diagnostico de
la prueba de Anticuerpos Reactivos a Panel (PRA) para lo cual se tom6 como
universo poblacional a 222 pacientes de diferentes centros hospitalarios del pais con
diagnostico de Insuficiencia Renal Cronica que habian solicitado la prueba de Cross-
Match durante las gestiones del 2007 -2009, de los 222 pacientes 27 en mas de una
ocasion presentaron resultados positivos contra donante renal. La caracteristica
comun de estos pacientes era haber estado en contacto con eventos sensibilizantes
(embarazos mudltiples, transfusiones sanguineas y rechazo de un primer trasplante).
De los 27 pacientes se analizaron12 casos en los cuales se realizé la deteccion de
Anticuerpos reactivos a Panel de donantes (PRA) por CDC y ELISA.

En pacientes sensibilizados la estrategia ideal es buscar entre la poblacion de
donantes uno con bajo riesgo de rechazo inmunoldgico, por lo que es de vital
importancia determinar el porcentaje del isotipo y especificidad de los anticuerpos
anti HLA del receptor contra donante evitando de esta manera los Antigenos HLA
gue son reconocidos como blanco de ataque del Sistema Inmunitario del receptor y

prolongar el tiempo de vida funcional del sujeto trasplantado.

La insuficiencia Renal Cronica (IRC) es una enfermedad altamente invalidante
debido a que se presentan complicaciones médicas, quirdrgicas, y sociales algunas
de ellos debidos al propio tratamiento, como es el caso de la hemodidlisis que es una
terapia alternativa que se realiza de 2 a 3 veces a la semana con sesiones de 4
horas/dia al termino de las mismas las personas salen muy debilitadas por tanto su

calidad de vida esté en disminucién en forma progresiva.

El disefio de estudio aplicado es de tipo longitudinal y retrospectivo. Se ha observado
que el principal factor desencadenante de la formacion de anticuerpos anti HLA es el

trasplante previo que provoca sensibilizacién incluso del 100% de PRA y como




segundo desencadenante tenemos a las constantes transfusiones sanguineas
debido a la anemia concomitante al dafio renal crénico que presentan estos
pacientes. Determinamos que pacientes con PRA del 100% para anticuerpos del
isotipo 1gG, en el lapso de un afio disminuyen el nivel de anticuerpos en un 5%, un
porcentaje similar de disminucién de niveles de anticuerpos fue encontrado en el
resto de los pacientes, lo cual indica que para conducir al retrasplante a pacientes

altamente sensibilizados estos deben ingresar a la terapia de desensibilizacién.

Para confirmar o descartar la valides de estos resultados se debe hacer el mismo
con una poblacion mayor de pacientes sensibilizados. En nuestro pais se sabe que el

30% de los pacientes hacen rechazo al trasplante y/o estan sensibilizados.

Palabras claves: Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), Sensibilizacion,

Grupos de Reaccion Cruzada (GREC), Anticuerpos Reactivos a Panel (PRA).




|. INTRODUCCION

En nuestro medio se han incrementado los casos de insuficiencia renal crénica
Terminal (IRCT), muchos de los cuales intentaron tratamientos alternativos como la
hemodialisis pero es un procedimiento que disminuye la calidad de vida y como otra
alternativa esta el trasplante renal. Sin embargo, debido a que en los receptores se
detecta la presencia de anticuerpos de los isotipos IgG e IgM por sensibilizacion
contra las células mononucleares de sus donantes candidatos, debido a embarazos
multiples, transfusiones sanguineas y rechazo de trasplantes previos, lo cual se
definird por el hallazgo de anticuerpos presentes en el suero de los receptores. La
mayor importancia en este estudio son los anticuerpos IgG que son los de fase
cronica que pueden estar presentes en el organismo por periodos muy prolongados
hasta de 20 afios lo que impediria realizarse la cirugia por el temor de rechazo de

tipo agudo, provocando la perdida del injerto.®”

El instituto de Servicios de Laboratorio de Diagnostico e Investigacion en Salud
(SELADIS), a través de su laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenetica
desde hace 13 afios realiza pruebas de compatibilidad para trasplantes, y se ha
observado mediante la prueba de Cross Match elevada concentracion de
anticuerpos, tanto en pacientes que desean ir a trasplante como en aquellos
trasplantados, por lo que el laboratorio de acuerdo a las necesidades de esta
poblacion esta incursionando en pruebas de sensibilizacion como ser la
determinacion de Anticuerpos Reactivos a Panel, para determinar cuantitativamente
el grado de sensibilizacion y hacia que antigenos de HLA estan sensibilizados los
receptores de trasplante, ya sean estos a los antigenos mas frecuentes en nuestra
poblacion (antigenos publicos), o aquellos que son especificos ( antigenos privados)
que provocarian que el receptor disminuya la probabilidad de encontrar un adecuado

donante.®




Dentro de las pruebas para los trasplantes de érganos se realiza la prueba de Cross
Match (prueba cruzada), mediante la cual se buscan anticuerpos preformados en el
suero del receptor contra moléculas HLA presentes en las células de los donantes, si
esta prueba presenta un reporte positivo es interpretado como contraindicacion para

continuar con los pasos subsecuentes hacia el trasplante renal.

La prueba de Cross Match planteado por Terasaki en 1976, ha sufrido
modificaciones para mejorar su sensibilidad y especificidad pero aun asi presenta
limitaciones, debido a que puede detectar anticuerpos irrelevantes no HLA, como ser
anticuerpos provocados por otras circunstancias de tipo transitorio, retardando el
trasplante. Ademéas no indica la especificidad del anticuerpo debido a su poca
sensibilidad porque solo identifica anticuerpos fijadores de complemento, siendo que
no todas las subunidades de los isotipos IgG fijan complemento y los que lo hacen
requieren cierta concentracion minima para establecer la union del Clqg; con la

consecuente activacion de la via clasica del complemento.

Estas pruebas estdn basadas en la técnica de Citotoxicidad Dependiente de
Complemento (CDC) y el ensayo inmunoenzimatico mediante la cuales se puede
determinar la concentracion de anticuerpos de los Isotipos IgG e IgM. También
mediante el PRA-especifico se puede determinar la especificidad de los anticuerpos
presentes en el suero del receptor y mediante estos datos podemos determinar el

grupo de reaccién cruzada a la que pertenecen los anticuerpos formados. ®

El primer trasplante de rifidén fue realizado con éxito con un donante cadavérico en el
Hospital Obrero No 1 de La Paz, en noviembre de 1979, por el equipo del doctor
Orihuela Montero, donde se inicio la terapia de sustitucion de 6rganos como ultimo
recurso para salvar la vida de personas con insuficiencia renal Terminal. Y en 1987,
en el Centro Medico Quirargico Boliviano Belga de Cochabamba a cargo del Dr.
Silvestre Arce, luego en 1988 en Santa Cruz de la Sierra en la Clinica INCOR a
cargo del Dr. Hernan Vaca Diez se iniciaron la terapia de sustitucién de 6rganos.®
Actualmente se ha creado el Programa Renal a cargo del Ministerio de Salud y

Deportes y considera la Insuficiencia Renal Crénica Terminal como la segunda




prioridad en nuestro medio por lo que esta tomando medidas para subvencionar los
centros de hemodialisis y las pruebas de laboratorio para que estos pacientes

puedan optar al trasplante renal y de esta forma mejorar su calidad de vida.

Por tanto es necesario determinar el valor diagnostico de las pruebas de laboratorio
gue se aplican a pacientes sensibilizados por factores como las transfusiones

sanguineas, embarazos mdltiples y rechazo de trasplantes previos. @




Il. JUSTIFICACION

Algunas personas poseen anticuerpos preexistentes dirigidos contra el HLA, estos
anticuerpos se forman después del contacto con las moléculas HLA extrafias como
ser por el embarazo, transfusiones sanguineas y trasplantes previos. La formacion
de anticuerpos especificos contra antigenos se conoce como sensibilizacion. Los
anticuerpos preformados dirigidos contra antigenos del donador puede causar el

rechazo hiperagudo.

En el caso del trasplante renal, los pacientes pasan largos periodos en dialisis. La
consecuencia de este procedimiento es que en repetidas oportunidades requieren
transfusiones sanguineas, en este caso depende mucho de que paquete se ha
transfundido al paciente ya que este nos puede orientar hacia que tipo de antigeno
se ha sensibilizado el receptor, en ciertos casos les transfunden unidad completa, en
otros solo plaquetas por tanto los pacientes llegan a sensibilizarse a los antigenos

del Sistema ABO-Rh o a los antigenos HLA de las plaquetas.

En otros casos se llegan a sensibilizar por los embarazos multiples por que el feto es
considerado como un injerto y en otros casos por previos trasplantes debido a la
poca compatibilidad a nivel del HLA entre donante y receptor. Estos factores
provocan que muchos de estos pacientes no encuentren un érgano adecuado para el
trasplante porque en muchas oportunidades poseen un "Cross Match" final contra
dador positivo, por lo que el trasplante no se realiza. Esto alarga los tiempos de
espera y de esa manera el ciclo "espera — factor de riesgo (Transfusiones,

Embarazos...) - sensibilizacion - Cross Match positivo" se repite.

Desde el afilo 2002 el laboratorio de histocompatibilidad de SELADIS implemento
un panel de células de 60 individuos al azar con tipificacion HLA desconocido, para
obtener datos porcentuales del grado de sensibilizacién del paciente frente a una
determinada muestra de la poblacion, sin embargo este dato nos indica sélo un dato
porcentual sin tomar en cuenta la especificidad serolégica hacia la cual el paciente

esta sensibilizado.




En nuestro pais ya se establecié dentro del Ministerio de Salud y Deportes el
programa de Salud Renal para pacientes que presentan Insuficiencia Renal crénica,
debido a que en nuestro medio se ha incrementado los casos por tanto es necesario
frenar la aparicion de nuevos casos ya que es una enfermedad que ocasiona

problemas a varios niveles como ser familiares y socioeconémicos.

Se debe tomar en cuenta mas estudios con relacion a los Grupos de Reaccion
Cruzada (GREC) para evitar la elevada sensibilizacién que bloquea el trasplante o
provoca el rechazo del mismo, dando lugar a una infinidad de problemas para el

paciente y su entorno.




[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La insuficiencia renal es una enfermedad invalidante debido a que provoca
problemas a nivel familiar por la desintegracion progresiva ya que no todos los
componentes familiares toleran este modo de vida de la persona que padece
Insuficiencia Renal Crénica esto por que estas personas deben estar en constante
vigilancia y control en los procesos de hemodidlisis los cuales deben efectuarse de 2
a 3 veces por semana durante periodos de tiempo de 3 a 4 horas tomando en
cuenta que una vez que termine estas sesiones los pacientes salen muy débiles y
esto afecta de gran manera en el desarrollo de las funciones que deberian
desarrollar en sus respectivos trabajos y a su vez no en todos los lugares toleran el
poco desempefio de sus trabajadores asi que esto origina el despido de los mismos
de sus fuentes de trabajo lo que ocasiona a su vez problemas sociales. Ademas
debemos tomar en cuenta que las sesiones de hemodidlisis tiene el costo de 100Sus
y no todos los pacientes pueden cubrir este gasto es por esta razén que una de las
alternativas es el trasplante renal por lo que se dice que la Insuficiencia Renal
Cronica es una enfermedad que empobrece a los ricos y mata a los pobres. También
debemos tomar en cuenta que en este tipo de patologia afecta en gran manera los
valores morales y las creencias religiosas ya que nuestra sociedad aun no puede

asimilar la idea del trasplante.

El proceso de sensibilizacion es por la presencia de anticuerpos anti HLA del
receptor que constituye un problema al conducir a un paciente hacia el trasplante
renal. En Bolivia mas del 30% de los pacientes trasplantados hacen rechazo renal.
Se sabe que pacientes con elevados porcentajes de sensibilizacion  origina
dificultades al tratar de encontrar un donante adecuado. Se debe tomar en cuenta la
presencia y concentracion de anticuerpos anti HLA, debido a que estos pacientes
tienen un mayor riesgo inmunologico frente al trasplante, ya que una vez
trasplantados, la sobrevida del injerto es incierta, siendo significativamente menor en

relacion a la sobrevida de los injertos de pacientes no sensibilizados.




La deteccion de los aloanticuerpos ya sean del Isotipo IgM o IgG contraindica el
trasplante, debido a que ambos isotipos de anticuerpos pueden fijar el complemento

produciendo como desenlace rechazo hiperagudo con pérdida del injerto.

Los pacientes con Cross-Match positivo son canditados para la determinacion del
porcentaje de sensibilizacion, por ello se requiere implementar el procedimiento de
determinacion de anticuerpos reactivos a panel porcentual (PRA%) y anticuerpos
anti HLA especifico (PRA especifico) que identifique a la(s) molécula(s) HLA
causante(s) del proceso de sensibilizacion, para dar una oportunidad al paciente de

ir al trasplante.®

Por tanto se debe realizar un buen analisis de los grupos de reaccién cruzada
(GREC) en nuestra poblacién para evitar posteriormente una alta sensibilizacion, lo

gue provocaria a corto tiempo el rechazo del érgano.

A. FORMULACION DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el valor diagnéstico de la prueba de Anticuerpos Reactivos a Panel (PRA),
en pacientes con antecedentes de transfusiones, embarazos, Yy trasplantes previos,
en el instituto SELADIS del 2005 al 20077




IV. ANTECEDENTES

Estudios recientes realizados respecto a la produccion de anticuerpos ha sugerido,
gue la sensibilizacion del receptor predispone a un deterioro del injerto y en definitiva

al rechazo crénico del mismo.

La especificidad de anticuerpos se ha detectado mediante la técnica de Citotoxicidad
Dependiente de Complemento (CDC), a través de la prueba de Anticuerpos
Reactivos a Panel (PRA), que ha mostrado que los niveles de PRA>50% ocasionan
dafo a los primeros transplantes renales ocasionando previa sensibilizacién para los
posteriores trasplantes, por otro lado niveles muy elevados de PRA, entre 76 y 99%
son de grado significativo que provocaria un rechazo de tipo hiperagudo es decir en
horas ya que esta activada la respuesta humoral. En pacientes en didlisis se observo
una notable disminucién de la sensibilizacién en el periodo en que se realizaron las
transfusiones sanguineas y se remplazd6 mediante el uso de eritropoyetina para
estimular la medula en la produccion de glébulos rojos. En datos observados en
previos estudios se denota un aumento del 59% al 72% de pacientes con niveles de
sensibilizacion (0 — 19%), en tanto que los mas sensibilizados (PRA: 20-79% y >

80%) disminuyeron entre un rango de 22 a 18% y de 19 a 10%, respectivamente. ©

La sensibilidad inmunoldgica del receptor desempefia un papel importante en el
desarrollo de anticuerpos HLA, la cual esta relacionada con el acervo genético de
cada poblacion donde se comprob6 que los receptores caucasicos presentaron una
reaccion débil en el proceso de sensibilizacion en relacion a los afroamericanos que
presentaron baja supervivencia del injerto por presentar una elevada reaccion
inmunitaria (67% vs 90%; p<0,01). Aparentemente las pruebas de sensibilizaciéon
presentan una mayor confiabilidad después del trasplante talvez podria deberse a la

identificacién de de la variabilidad de los anticuerpos en el lapso de tres meses.




Debemos tomar en cuenta que se determinaron anticuerpos con mas frecuencia en
mujeres que en hombres en una relacién de 6:1. El embarazo fue el suceso que mas
se asocio con la presencia de estos anticuerpos (78.1%), mientras que solo el (4.1%)

se relacionaba con las transfusiones sanguineas. ©

En los Estados Unidos entre el 18 al 32% de los pacientes que estan en las lista de
espera para trasplantes estan sensibilizados, lo cual hace que la probabilidad de
conseguir donante sea menor y el tiempo en lista de espera sea mucho mas

prolongado.®

La especificidad del donante se evita en tal sensibilizacion mediante técnicas
apropiadas de Cross-Match , no obstante lo cual existe cierta propagacion de la
sensibilizacion que afecta adversamente el resultado del injerto , han demostrado
gue los niveles del PRA>50%perjudian el resultado de los primeros injertos renales,
en tanto que si son inferiores perjudican también a los segundos; por otro lado,
niveles muy altos de PRA , entre 76 y 99% , empeoran en grado significativo el
resultado, por lo comun inferior, , de los trasplantes mduiltiples . En pacientes en
dialisis hubo una notable (aunque no del todo imprevista) disminucion de la
sensibilizacion en el periodo en que se minimizaron las transfusiones mediante el uso
de eritropoyetina. Datos de UNOS de julio 1995 indican que entre 1988 y 1993 hubo
un aumento del 59 al 72% en el porcentaje de pacientes de menores niveles de
sensibilizacion (0-19%), en tanto que los mas sensibilizados (20-79% y >80%)
disminuyeron de de 22 a 18% y de 19 a 10% , respectivamente. No obstante, dado
gue la cantidad de individuos que esperan trasplante ha aumentado
espectacularmente en términos absolutos en ese lapso, también aumento la cifra

absoluta de pacientes muy sensibilizados. ")




V. MARCO TEORICO
l. TRANSPLANTE:

El trasplante es la transferencia de células, tejidos u 6rganos vivos de un donante a
un receptor con la intencion de mantener la integridad funcional del material

trasplantado en el receptor.

El trasplante es limitado, por el rechazo que puede generar, excepto por ejemplo la

mayoria de los injertos de cérnea, cartilago y los trasplantes entre gemelos idénticos.
@
A. HISTORIA DEL TRASPLANTE RENAL.

1. REVISION HISTORICA.

En 1902, en la ciudad de Viena, el Dr. Emerich Ullmann, trasplant6é con éxito el rifién

de un perro, de la fosa lumbar al cuello iliaco del animal.

En 1909, en la ciudad de Berlin, el Dr. Alexis Carrel, llevo a cabo un trasplante renal
de un perro fox terrrier a un boxer, consiguiendo una correcta funcion renal durante
14 dias.

En 1933, en la Ex Union Soviética, se realizd el primer trasplante renal humano con

rifién de cadaver realizado por el Dr. Yun Voronoy.

En 1950, en norteamericana —Chicago, el Lawler coloca el primer injerto renal en la

cavidad abdominal.

En 1952, en Paris, Vaysse y Oeconoms, realizaron el primer trasplante de donante

vivo emparentado.

En 1954, en Bostén, Murray, consigue realizar con éxito un trasplante entre

hermanos gemelos univitelinos.




.  COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC):

Es el sistema responsable del reconocimiento de péptidos ya sean propios o
extrafios, debido a su alto polimorfismo, esta relacionado con la sobrevivencia del

injerto.

A. ORGANIZACION GENETICA.
1. LOCALIZACION Y FUNCION DE LAS REGIONES DEL MHC.
El MHC es un conjunto de genes alineados en una region extensa y continua del

genoma.
» En el raton, se localiza en el cromosoma 17 y recibe el nombre de region H-2.

* En la especie humana se sitia en el brazo corto del cromosoma 6 y se
conoce como regiéon HLA.
Aunque la organizacion de los genes es algo diferente en ambas especies, en las

dos se pueden apreciar tres grandes zonas que determinan tres tipos de moléculas:

* Genes de Clase | (MHC-I): Determinan glucoproteinas de membrana que

aparecen en las células nucleadas, que sirven para presentar antigenos

peptidicos de células propias alteradas a los linfocitos T citotoxicos (Tc).

* Genes de Clase Il (MHC-II): Determinan glucoproteinas de membranas de

células presentadoras de antigeno (macroéfagos, células dendriticas, linfocitos
B), sirven para presentar antigenos peptidicos a linfocitos T, coadyuvantes

(colaboradores; Th).

* Genes de Clase lll (MHC-II): No todos ellos tienen que ver aparentemente

con el sistema inmune, pero entre los que se tienen papeles inmunoldgicos
cabe citar los genes de proteinas del complemento y el factor de necrosis
tumoral (TNF). 9

a) HAPLOTIPOS DEL MHC:
Los distintos loci del complejo MHC, estan estrechamente ligados: En cada especie

de mamifero los distintos loci del MHC, son muy polimorficos; de hecho poseen la




mayor variabilidad genética intraespecifica detectada en la genética de poblaciones.
Es decir cada Locus concreto del complejo MHC, posee multitud de variantes alelicas

dentro de las poblaciones naturales de cada especie.

Cada individuo hereda un juego de MHC del padre y otro juego de la madre, cada
uno con sus distintos alelos. Cada juego completo de alelos del conjunto de genes

heredado de un progenitor el que se denomina haplotipo.

En una poblacion, en la que los cruces son al azar, los individuos de cada

generacién, suelen ser heterocigotos en mdltiples loci del MHC.

Los dos alelos de cada locus son de expresion codominante: esto significa que un
individuo heterocigoto para los distintos loci del MHC, puede expresar en una célula

al mismo tiempo los dos tipos de variantes alelicas de cada locus.

b) ESTRUCTURA.
El sistema HLA, se localiza fisicamente en el brazo corto del cromosoma 6, el
complejo MHC, es bastante grande: Ocupa unos 2 — 3 cM; Es decir unos 4 millones
de pares de bases (un 0,8% del genoma). La region HLA-I cubre unos 2.000 Kb,

mientras que la HLA-II, supone unos 900 Kb. ®

En el primer mapa genético completo del sistema HLA, se han identificado entre 220
a 240 loci, de acuerdo a las etnias, de los cuales 128 podrian expresarse y el 40% de
estos se les supone funcion inmunolégica de tipo innata y adquirida. Dependiendo
del origen genético y/o funcionalidad biolégica de sus productos, el conjunto de

genes de esta regién tradicionalmente se ha dividido en 2-4 grandes grupos.

En la actualidad se admiten tres regiones bien definidas, aunque la caracterizacion
funcional y evolutiva de otros genes en esta regidén no excluye una revision futura de

esta clasificacion (Figura 1).




FIGURA 1.

Genes de la region HLA clase | y clase II:
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c) REGIONES HLA:
(1) REGION DE CLASE I:
La molécula de clase |, consiste en un polipeptido polimorfico trasnmembranal
(cadena a), con peso molecular de 44.000 enlazado de manera no covalente a un
polipeptido no polimérfico (B2, — microglobulina), con peso molecular de 12.000, que
no se encuentra anclado a la membrana. Tres dominios extracelulares de la cadena
a, son designados como a, a, Yy az. El sitio de union para los péptidos antigénicos
esta formado por la hendidura formada entre los dominios a; y d»; la molécula CD8
hace contacto con una porcion del dominio a3z Se subdivide en tres regiones

denominadas A, By C. ©

FIGURA 2.

Moléculas MHC Clase |, presentan péptidos endogenos
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Fuente: J. Pefia y A. Cabello. CMH. Cérdoba. 2007. p.55

(1) GENES HLA DE CLASE | "NO CLASICOS" O IB:
Los genes HLA no clasicos, se los conoce como HLA-E, -F y -G, codifican para
proteinas estructuralmente similares a las de los genes clasicos. Se diferencian
basicamente de los anteriores por su limitada expresién tisular, su menor

polimorfismo y su diferente funcién aun poco conocidos.




(2) REGION DE CLASE Il.

Es la mas centromérica y comprende unas 900 kilobases (Kb). Se divide a su vez en
tres subregiones de centromero a telomero: HLA-DP, -DQ y -DR. Los genes de clase
Il, se definen con la letra D, seguida de la inicial de la subregién (P, Q o R). Cada
subregiébn se compone a su vez de varios genes. Las proteinas para las que
codifican estos genes estan implicadas en fendmenos de restriccion del
reconocimiento antigénico mediado por linfocitos T cooperadores CD4+. Su
distribucion tisular esta practicamente limitada a células del sistema inmune:

linfocitos B, macréfagos, linfocitos T activados, etc. 9

FIGURA 3.

Moléculas MHC Clase Il presentan péptidos exdégenos o del exterior

Fuente: J. Pefia y A. Cabello. CMH. Cérdoba. 2007. p.57

(3) REGION DE CLASE lIl.

Son 36 genes que han sido identificados en el fragmento cromosomico que
corresponde a esta regidn. Estos genes, fuertemente ligados, abarcan un segmento
de DNA de unas 100 Kb, no todos sus genes presentan funcion inmunolégica. Asi,
esta region incluye factores del complemento de la via clasica (C4A, C4B, C2) y de la
via alternativa (Bf). También mapean en esta zona los genes A y B de factores de

necrosis tumoral (TNF y LT), genes para las proteinas inducidas por estrés (HSP70-1




y HSP70-2) y muchos otros, algunos de ellos de funcién desconocida. La presencia
en esta region de genes sin relacion funcional o evolutiva con los antigenos HLA,
hace que muchos autores no la consideren como perteneciente al Sistema Principal

de Histocompatibilidad. %

TABLA 1.

Genes de moléculas del Antigeno Leucocitario Humano (HLA).

Genes que codifican las moléculas de Histocompatibilidad

Nomenclatura antigua | Nomenclatura actual Rol Bioldgico
HLAA, ByC HLA clase la Presentacion antigénica
HLAE FyG HLA clase Ib Tolerancia materno-fetal

Genes codificantes de otras
moléculas polimorfitas (MICA
Localizadas en complejo y MICB), se detectan en
HLA clase Ic i _ i
HLA (MIC) células endoteliales y células
epiteliales. Se expresan en

situaciones de stress

Fuente: D. Stites. 102 Ed. ©

2. MAPA GENETICO DEL SISTEMA HLA.

La aplicacion de técnicas de genética molecular ha permitido determinar la
organizacion fisica de los loci del complejo HLA. El primer mapa genético completo
del sistema HLA, se ha dado a conocer hace una década, con 224 loci identificados.
El mapa genético previo ya constaba al menos de 209 loci, correspondientes a

genes, pseudogenes y fragmentos génicos. *?




FIGURA 4.

Mapa genético del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)
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3. ESTRUCTURA DE LOS ANTIGENOS HLA DE CLASE I.

a) ESTRUCTURA PROTEICA DE LOS ANTIGENOS HLA DE
CLASE | CLASICOS.

Los antigenos HLA de clase | clasicos (HLA-A, -B y -C), son glicoproteinas de
membrana compuestas por dos cadenas polipeptidicas, una cadena pesada a de
unos 44 Kilodalton (Kd) codificada en el sistema HLA del cromosoma 6 y una cadena
ligera de 12 Kd, la 32 microglobulina (2-m) cuyo gen se encuentra fuera del sistema
HLA, concretamente en el cromosoma 15, la cadena pesada es el Gnico miembro del
heterodimero que atraviesa la membrana celular y cuyo extremo aminoterminal esta
orientado hacia el exterior de la célula. Ambas cadenas se unen no covalentemente
en su porcion extracelular. La cadena a estd formada por 338 aminoacidos (aa)
(HLA-B) y 341 aa (HLA-A y -C). La porcion extracelular de esta cadena se divide en
tres dominios globulares bien diferenciados de unos 90 aa cada uno, que pueden
escindirse de la superficie celular bajo la accion proteolitica de la enzima papaina
denominados: dominio al (aa-90, porcion N-terminal de la cadena o), dominio a2 (aa
91-182) y dominio a3 (aa 183-247), codificados cada uno por un exoén. La porcion
transmembrana con estructura de a-hélice, de unos 25 aa, se continda con un
pequerio tallo citoplasmatico de 30 aa aproximadamente, rico en tirosinas y serinas.
Los dominios al y a2 de las cadenas pesadas con moléculas de clase |, son
altamente polimorficos a diferencia de a3 que estd mas conservado. El dominio a3 y
la cadena ligera 2-m presentan alta homologia de secuencia y estructura con las

regiones constantes de las inmunoglobulinas.




FIGURA 5.
Caracteristicas de la interaccion entre el péptido y la molécula del MHC clase |.
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FIGURA 6.
Estructura de los Antigenos de Histocompatibilidad clase I, consta de una cadena de

mayor tamafo (cadena pesada), que por un extremo se introduce a la membrana
celular y posee tres dominios extracitoplasmaticos (al, a2 y a3).
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La variabilidad que presentan las moléculas de clase I, se traduce en cambios
topoldgicos en los sitios de unidon a péptido. Las caracteristicas quimicas y la
exclusiva configuracién de la estructura de cada valva, explican como pueden unir
gran variedad de péptidos. Se identificaron una serie de depresiones a lo largo de la
valva, son los llamados "Peptide-binding Pockets" o bolsillos. Los péptidos unidos a
la valva pueden acomodar una o mas de sus cadenas laterales aminoacidicas en
estos bolsillos. Se han identificado seis bolsillos denominados con letras, de la A a la
F, localizados en las uniones de las laminas (3 con las a-hélices (bolsillos B, C, Dy E)
0 en los extremos de las dos a-hélices (bolsillos A y F), estos dos ultimos contienen
aminodacidos mas conservados que los otros cuatro, de las 19 posiciones de alta
variabilidad identificadas en las proteinas de clase | que interaccionan con el péptido

del receptor de linfocitos T (TcR) y 17 estan situadas en la valva.*®
FIGURA 7.

Disposicion de los bolsillos de la unién del péptido a la molecular HLA clase I.

Fuente: S. Estopifian T. Complejo Mayor de Histocompatibilidad y desarrollo de vacunas. Colombia.
2007. p.67




b) ESTRUCTURA PROTEICA DE LOS ANTIGENOS HLA
DE CLASE Il

Las moléculas de clase Il (HLA-DP, -DQ y -DR), son heterodimeros transmembrana
formados por dos cadenas, una cadena a de 33-35 (Kd) y otra 3 de 26-28 Kd
asociadas, no covalentemente. Se orientan de tal manera que sus extremos amino-
terminal aparecen fuera de la célula. Ambas cadenas presentan dos dominios
extracelulares de 90 a 100 aa designados como al, a2 y 1, 2. Los dominios 1
son todos polimorficos y en algun caso los al también (-DQa, -DPa). Los dominios
02 y B2, son homdlogos a las regiones constantes de las inmunoglobulinas. Un
péptido conector hidrofébico (10 a 12 aa), une los dominios extracelulares de ambas
cadenas a las respectivas porciones transmembrana (20 a 25 aa), y a los segmentos
citoplasmaticos (8 a 15 aa). Las cadenas a poseen dos puntos de N-glicosilacion,
uno en cada dominio extracelular, un puente disulfuro intradominio en o2. A
diferencia de ésta, la cadena 3 posee un Unico sitio de N-glicosilacion en 1 y dos
puentes disulfuro intradominio, uno en 31 que genera un asa de 64 aa y otro en 2.
Estas modificaciones post-traduccion no influyen en el reconocimiento por
aloantisueros de estas moléculas de clase Il. Intracelularmente, las proteinas de
clase I, se asocian con un tercer elemento proteico no polimoérfico de 31 Kd,
denominado Cadena Invariante (li) y codificado fuera del sistema HLA. EI complejo
Cadena Invariante-dimero a/i se forma durante la biosintesis y transporte de las
moléculas de clase Il; sin embargo, se disocian antes de su expresion en la
superficie celular. Se ha postulado que la Cadena Invariante podria jugar un papel
importante en el transporte intracelular de las moléculas de clase Il en la union del
péptido, usando técnicas de difraccion de rayos X, se consiguieron determinar la
estructura tridimensional de los antigenos de clase II, concretamente del HLA-DR1,
descubrieron que ésta era muy similar a la de clase |, descrita unos afios antes y
eran casi superponibles. Los dominios al y a2 de los HLA-DR1, se asemejaban al

dominio al y 2-m de las moléculas de clase |I.




Los dominios B1 y (32 del HLA-DR1 eran superponibles respectivamente a los
dominios 02 y a3. Los cristales obtenidos de la molécula HLA-DR1, también
evidenciaron la tendencia que presentan a formar dimeros (af)2, lo que parece tener
importancia en la cascada fisioldgica de transduccion de sefiales al interior de la
célula. El punto de interaccion con CD4, se ubica en el dominio 32 de la molécula de

clase 1. ¥
FIGURA 8.

Estructura proteica y caracteristicas de la molécula HLA de Clase II.

Fuente: J. Pefia. Complejo Mayor de Histocompatibilidad. Cérdoba. 2007. p.90




FIGURA 9.

Estructura de los Antigenos de Histocompatibilidad clase Il, consta de una cadena
de mayor tamafio (cadena pesada), que por un extremo se introduce a la membrana

celular y posee cuatro dominios extracitoplasmaticos (al, a2, 1y 2).

Dominios de unién
al péptido y al TCR

Dominios del tipo
inmunoglobulina

b2 posee el lugar de
unién para CD4

Dominio

transmembrana | = Q Qe ) o _-(fj
CEN nga 550008 #5064 fj i
L e

Fuente: S. Soto de Ferrini. CMH.2009.p.5.

Los dominios distales de la proteina al/f1, forman la valva de union del péptido que
consiste en una lamina 3, formada por ocho hebras antiparalelas y flanqueadas por
dos regiones en a hélice, la regién helicoidal del dominio al presenta un extremo
amino-terminal en cadena extendida y su extremo carboxiterminal, se pliega hacia la
base de la valva. Esta peculiaridad hace que la zona de unién a péptido muestre los
extremos abiertos, en esta valva abierta por los extremos se puede acomodar un
péptido grande entre 12 y 24 aminoacidos. Este péptido, puede permanecer en la
valva en conformacién extendida, sus extremos amino Yy carboxi-terminales

sobresalen fuera de la molécula. ®®




(1) REGION DE GENES HLA DE CLASE II.

Los genes de clase I, se localizan en la regidon mas centromeérica del Sistema HLA
denominada region D, como se a comentado, se divide a su vez en tres subregiones,
de centrémero a telomero: -DP, -DQ y —DR. Los genes de clase Il, se definen con la
letra D, seguida de la inicial de la subregion (P, Q o R) y de la letra A para los genes

gue codifican cadenas a, o B para los genes que codifican cadenas .

Las moléculas de clase Il, estin compuestas por dos cadenas polipeptidicas unidas
de forma no covalente una cadena alfa (no polimérfica) y cadena beta (polimorfica).
Los extremos ol y B1 del extremo amino terminal de las moléculas de clase Il
interaccionan y forman la hendidura de union al péptido, estructuralmente similar a la
de clase I, en las moléculas de clase Il, los extremos de la hendidura de unién al

péptido estan abiertos, de manera que pueden unirse péptidos de 10 a 20 residuos
(10).

Los estudios cristalograficos de varias moléculas clase | y Il, revelan que la
asociacion péptido-MHC se presenta por la interaccion débil entre las cadenas
laterales de los péptidos y una region de las moléculas formada por las cadenas alfa
y beta del heterodimero la cual se denomina valva. Esa region es polimérfica y
presenta unos sitios “bolsillos” en los cuales encajan perfectamente las cadenas
laterales del péptido unido. Ese polimorfismo es el causante de que un mismo
péptido se una con diferente afinidad a las diferentes clases de moléculas MHC. Los
bolsillos se ubican en regiones bien definidas de la hendidura y se han identificado
para las moléculas de clase Il con numeros como P1, P4, P6 y P9, mientras que
estos son denominados con letras para las moléculas de clase I. Asi mismo, los
residuos de anclaje (aminoacidos dentro del péptido que son esenciales para el
acoplamiento del péptido a las moléculas de MHC) son variables para cada
molécula; estos residuos de anclaje determinan si la unién a las moléculas del MHC
es o0 no favorable para que el complejo antigeno - MHC sea reconocido por el

sistema inmune y genere una respuesta inmune efectiva. %




Figura 10.

Sitios de unién de las moléculas clase |l del MHC donde los aminoacido con

interaccion no covalente estan numerados.

Fuente: S. Estopifian. CMH y desarrollo de vacunas. Colombia. 2007. p.70

4. POLIMORFISMO

Las moléculas clase | y clase Il, presentan un alto polimorfismo con varios cientos de
variantes alelicas de algunos de los genes en la poblacion. El polimorfismo es
encontrado predominantemente en los dominios al,a02 y B1, de las moléculas de
clase | y de clase Il (Figura 11). Estos dominios proteicos forman el sitio de uniéon a

péptido en cada caso, permitiendo a estas moléculas acoplar diversos péptidos.

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de las moléculas de clase I, es su
amplio polimorfismo; con relacion al HLA-DRB, la gran variabilidad entre alelos y la
mayor diversidad en los loci que codifican para las cadenas beta o pesadas en
comparacion a los que codifican las cadenas alfa o livianas. Dicho polimorfismo es
inusual, ya que se ha mantenido por una seleccion balanceada y no por una
seleccion neutra, la cual es mucho mas comun en otras familias multigénicas dentro
de poblaciones naturales. Mediante esta seleccion balanceada se explica la
frecuencia intermedia de una gran cantidad de alelos, favorecida entre otras razones,
por una seleccion sobredominante, en la cual la tasa de sustituciones no sinénimas

(con reemplazo de aminoacidos), sobrepasa la de sindnimas (sin reemplazo de




aminodacidos). Multiples evidencias apoyan la hipétesis segun la cual la principal
fuerza seleccionante en el MHC y que permite su diversidad alélica, es la ventaja
conferida a las moléculas del complejo para unir una gran variedad de péptidos, su
presentacion restringida y especifica al sistema inmunoldgico, y la probable

resistencia a maltiples patégenos.
FIGURA 11.

Polimorfismo de los genes HLA clase | y HLA clase Il.

Polimorfismo HLA (Marzo 1998)

HLA-A: 82 HLA - DRBEL: 178
HLA-B: 197 HLA — DQB1: 30
HLA-C: 44 HLA — DPB1: 77
Polimorfismo HLA (Septiembre 1999)
HLA-A: 144 HLA — DRB1: 204
HLA-B: 286 HLA — DQB1: 42
HLA-C: 80 HLA — DPBE1: 86
Polimorfismo HLA (Marzo 2000)
HLA-A: 170 HLA — DRB1: 235
HLA-B: 320 HLA - DQB1: 52
HLA-C: 97 HLA — DPBE1: 102
Polimorfismo HLA (Octubre 2003)
HLA-A: 291 HLA — DRB1: 356
HLA-B: 555 HLA — DQB1: 56
HLA-C: 140 HLA — DPB1: 106
Polimorfismo HLA (Enero 2009)

HLA-A: 733 HLA — DRB1: 608
HLA-B: 1115 HLA — DQB1: 95
HLA-C: 392 HLA - DPB1: 132

Fuente: F. Sosa. SELADIS. 2009




FIGURA 12.

Polimorfismo del MHC: Polimorfismo MHC clase |. La mayor variabilidad en
aminodacidos en las diferentes posiciones a lo largo de la cadena alfa de las
moléculas del MHC clase |, ocurre en las regiones alfa 1 y alfa 2. El mayor
polimorfismo se encuentra en los aminoacidos que forman la pared y el piso del sitio

de unién a péptido.
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FIGURA 13.

Polimorfismo MHC clase Il. EI mayor polimorfismo para la cadena beta de las
moléculas clase Il se encuentra en los aminoacidos de la region beta 1, que forma la

pared y el piso del sitio de union al antigeno.
MHC Class Il Variability

| Beta 1 | Beta 2

Variability Index

1 1
100 200

Amino Acid Residue
Fuente: J. Pefia. Complejo Mayor de Histocompatibilidad. Cérdoba. 2009. p.190

FIGURA 14.

La diversidad de las moléculas MHC que pueden ser definidas por anticuerpos

(serologia), es considerablemente menor que por secuenciacion.
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5. EL SISTEMA DEL ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO (HLA)

Es un grupo de antigenos regidos por una region cromosémica que lleva varios loci
geneéticos, cada uno con multiples alelos, que tienen relevancia en las reacciones de
rechazo del trasplante y que marcan la prevalencia de varias enfermedades. Los
antigenos leucocitarios humanos (HLA) se encuentran en diferentes concentraciones
en casi todas las células nucleadas. La respuesta inmunitaria a estos antigenos es la

principal causa de la mayor parte de los episodios de rechazo del injerto.
Tabla 2.

Localizacion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad en el organismo.

Tejido HLA-Clasel | HLA-Clasell

Tejidos Linfoides

Células Ty NK +++ +*
Células B +++ ++
Monocito-Macrofagos +++ ++
Células dendriticas +++ +++
Células Epiteliales timicas + ++/+++

Otras Células nucleadas

Neutrofilos +++ -
Hepatocitos + -
RifA6N + -
Cerebro +/- kK

Trofobasto velloso - -

Células no nucleadas
Glébulos rojos - -

* Solo las células T activadas
** Las células de la microglia son HLA clase II

Fuente: J. Pefia. Complejo Mayor de Histocompatibilidad. Cérdoba. 2009. p.210.




Los antigenos HLA se dividen en dos clases de acuerdo a su estructura y funcion.
La cadena pesada de los antigenos de la clase | la codifican los genes de los loci
HLA-A, B o C. Las moléculas de la clase | son polipéptidos heterodiméricos que
constan de la cadena pesada unida a una molécula de (,-microglobulina. Estos
antigenos se encuentran en la mayoria de las células nucleadas del cuerpo, asi
como en las plaquetas, y son homologas a los antigenos de trasplante seroldgicos

detectados en otras especies.
TABLA 3.

Nomenclatura de los alelos del sistema Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

Nomenclatura de alelos HLA
Nomenclatura Indica
HLA Region
HLA-DRB1 Locus
HLA-DRB1*13 Alelos
HLA-DRB1*1301 Un alelo especifico

Fuente : C.F. Suarez et al. Tissue Antigens. 2003. p. 61

6. PRESENTACION Y PROCESAMIENTO DE ANTIGENOS
ASOCIADOS A LAS MOLECULAS MHC CLASE | Y CLASE I

Los linfocitos reactivos frente a la clase | expresan antigenos CD8 a menudo

asociados con un efecto citotoxico y una funcién celular supresora. La funcion

cooperadora celular suele venir dada por las células T que expresan el antigeno CD4

que caracteriza a los linfocitos reactivos frente a la clase Il. De este modo, aunque la

mayor parte de la destruccién inmunitaria de la reaccion de rechazo puede estar




dirigida a los antigenos de la clase | a través de anticuerpos anti-HLA y linfocitos
efectores citotdxicos, parece que son necesarios linfocitos que responden a los

antigenos de clase Il para facilitar una reaccion de rechazo maxima.

FIGURA 15. Procesamiento de las proteinas para ser presentadas por las células

presentadoras antigenos (APC), a través de la molécula HLA clase I.
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FIGURA 16. Procesamiento y presentacion de antigenos asociado a la molécula
MHC Clase Il
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Dado que las moléculas del HLA son muy polimérficas, las moléculas de HLA
alogénicas de las células de un 6rgano trasplantado son reconocidas por el receptor
de las células T como un HLA extrafio, pero de la misma forma que un HLA propio
mas un péptido extrafio. La mera unién del receptor al HLA del injerto no inicia la

respuesta frente al aloinjerto.

1. FACTORES PREDISPONENTES DE LA FORMACION DE ANTICUERPOS
A. INMUNIZACION

Las vacunas son herramientas fundamentales para la preservacion y erradicacion de
las enfermedades infecciosas. Los pacientes con enfermedades renales cronicas a
menudo se encuentran inmunosuprimidos por su enfermedad de base o por los
tratamientos inmunosupresores a los que son sometidos representados un grupo
muy sensible a sufrir graves complicaciones infecciosas. Por tanto las
inmunizaciones proporcionan un grado eficiente de resistencia activa y especifica
frente a algunas infecciones bacterianas o virales sin consecuencias adversas para
el individuo. Los pacientes con insuficiencia renal cronica (IRC), pueden recibir todas
las vacunas que requieran, a no ser que se encuentren bajo tratamientos
inmunosupresores o corticoidales en dosis elevadas. Los pacientes con IRC tienen

mayor riesgo de desarrollar infecciones por hepatitis B. %

La vacuna para la varicela debe administrarse previo al trasplante renal en caso de
no haber tenido la enfermedad natural, ya que puede presentar un cuadro grave en
el paciente inmunosuprimido, y su vacunacion postrasplante esta contraindicada por
tener microorganismos vivos. Al igual que BCG y de esta forma evitar la

diseminacion sistémica en el paciente inmunosuprimido.

1. PACIENTES EN DIALISIS

La capacidad de formacion de anticuerpos en los pacientes en didlisis presenta una

respuesta inmunogénica menor, debido a una seroconversion disminuida. La




vacunacion antihepatitis B en los pacientes en dialisis presenta una formacion
insuficiente de anticuerpos, los que disminuyen rapidamente. La respuesta obtenida
es mejor cuando se vacuna con el doble de la dosis recomendada, o cuando se
realiza una revacunacion. Se recomienda la medicidén de los niveles de anticuerpos

anualmente, y si esta bajo 10Mmi/ml se debe colocar una dosis de esfuerzo. *®
2. PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL:

Debido al uso de drogas inmunosupresoras para evitar el rechazo al trasplante ,
estos presentan una pobre inmunogenicidad y un riesgo mayor de presentar
infecciones graves especialmente por virus varicela y polio , ademas de posible
diseminacion sistémica con el uso de vacunas preparadas con microorganismos

vivos lo que contraindica su uso._*®

Es por estos motivos que se debe procurar la administracion completa del calendario
de vacunaciones antes de realizar el trasplante renal y para verificar la respuesta se
debe medir el isotipo IgG para sarampion, ubéola, parotiditis y varicela. Las
vacunas con microorganismos muertos o inactivados no representan riesgo al ser

usadas en el paciente trasplantado. "

TABLA 4

Inmunizaciones recomendadas para pacientes con patologia renal crénica

Inmunizaciones Insuficiencia renal crénica Sindrome Comentarios
Tratamiento nefrotico
Médico | Dialisis | Trasplante

Esquema basico | X X xaP X°

Varicela X X X° X En > 1 afio que no
hayan hecho la
enfermedad

Herpes simple X X X Afeccion por lesiones

en superficies
mucosas Yy/o visceras.

Citomeagalovirus | X X X X Se encuentra orina,
(CMV) secreciones nasales,
encias, expectoracion,
etc.




Epstein —Barr | X X X Se presenta en

(EBV) paciente
inmunosuprimidos y es
transmitido por via
orofaringea hasta
enfermedad
lifoproliferativa.

S. pneumoniae X X X X Repetir ¢/3-5 afios en
<10 afios y c/6 afios
en >10 afios

Influenza X X X X Repetir anualmente

Hepatitis B X NG NG

& Contraindicadas vacunas con microorganismos Vivos .

P Considerar revacunacién previo estudio de respuesta inmune.

¢ Contraindicadas por ser vacunas con microorganismos vivos durante recaidas o
tratamiento inmunosupresor.

4 Doble dosis

Fuente. Diaz P,Lagomarsino F., 2008: 6

Se recomienda el uso de la vacuna antihepatitis A en el paciente trasplantado con

una revacunacion intensiva de 2 dosis previo a un contacto inminente.

3. PACIENTES CON SINDROME NEFROTICO: (SN)

Los pacientes con sindrome nefrotico (SN) en recaida estan en riego de presentar
infecciones bacterianas severas debido a una disminucion de la inmunidad humoral
por perdida urinarias de inmunoglobulinas y de elementos de la via alternativa del
complemento. Existen también alteraciones de la funcién leucocitaria. La
inmunosupresion puede estar condicionada también por los tratamientos esteroidales
e inmunosupresores. El riesgo de infecciones virales (especialmente por varicela) no
esta aumentado por el SN, en si, sino por los tratamientos corticoidales o

inmunosupresores.

B. INMUNOLOGIA DE LA REPRODUCCION:

El feto es analogado como un trasplante semi-alogenico , al poseer tanto antigenos
paternos como maternos , cumpliendo con las reglas de aceptacién o rechazo del

mismo. %




El 85% de todos los embarazos llegan a término y muchas parejas experimentan
una o dos pérdidas y otras que no alcanzan a concebir por diferentes razones:
infecciones, anatomia fetal anormal, anatomia uterina anormal, niveles bajos de
progesterona, aberraciones cromosomicas y mecanismos inmunoldégicos.

De hecho existen mecanismos protectores que evitan que se produzca dafio y que
permiten la sobrevida y esto esta localizado en un sitio “privilegiado” que evita que el
feto sea rechazado.

Los anticuerpos antifosfolipidos y los anticuerpos antinucleares son un grupo
heterogéneo de anticuerpos que estan asociados con mecanismos fisioldgicos de la
placenta y la patologia asociada a los diferentes anticuerpos ocasiona patologia a
nivel de la placenta y con una nueva concepcion durante la evolucion del embarazo y

el posparto inmediato.
1. PLACENTA:

La placenta provee un microambiente inmunolégico Unico, donde existe un estado de
tolerancia mutua entre dos tejidos antigénicamente diferentes. ¢*2?

Existen varios tipos de células trofoblasticas en la placenta que inician la patologia
con la madre, el sincitio trofoblasto es una membrana expuesta directamente a la
sangre materna, envolviendo al feto y a todas las células efectoras inmunes, funciona
como didlisis bioldgica, donde se realiza el intercambio de moléculas que entran o
salen de la circulacion fetal y posee un estado de privilegio inmunoldgico para
“camuflar” y cubrir al feto de los mecanismos inmunes citotéxicos maternos. %324
Para mantener la tolerancia al feto, el trofoblasto expresa HLA-I no clasicas que le
permite a la placenta ser un 6rgano inmunoprivilegiado ya que la hace resistente a la
lisis de los linfocitos citotéxicos

El trofoblasto modula la funcién inmune materna a través de | secrecion de “factores
inmunomoduladores”, estos factores aumentan la proporcion de anticuerpos
asimétricos (glicosilados en solo una de las regiones Fab actuando como anticuerpos

bloqueadores). %




La principal poblacion de linfocitos encontrados en la decidua humana en el
embarazo temprano son las células NK y alcanzan hasta un 70% de los linfocitos
deciduales. Pero estas desaparecen a las 20 semanas de gestacion y estan
ausentes en el embarazo a término. Este proceso puede dar una explicacion a los

abortos recurrentes. ®

2. TOLERANCIA MATERNOFETAL

Una de las caracteristicas del Sistema Inmunitario (SI) es el reconocimiento de lo
propio y de lo no propio .La tolerancia inmunoldgica es la no respuesta inmunolégica
frente a los antigenos propios y la autotolerancia es la eliminacion de linfocitos que

expresan receptores especificos para autoantigenos. "

FIGURA 17.

Reaccion materno fetal en relacion al grupo sanguineo
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3. EXPRESION DE MOLECULAS HLA NO CLASICAS

HLA-G, HLA-C y HLA-E son expresadas por citotrofobasto, como un sistema de
tolerancia materno fetal. ?®

a) HLA-G
El HLA-G tiene un polimorfismo limitado a diferencia de las moléculas HLA Clase |

clasicas y esto es lo que permite la tolerancia del aloinjerto fetal. Estas moléculas
también se expresan en menor cantidad en células monocitos de sangre periférica

El HLA-G se coexpresa con el HLA-C y el HLA-E ya que estos se unen con los
receptores de los NK. La baja expresion de HLA-G en las células trofoblasticas se ha

asociado con los abortos recurrentes. #**)

4. EXPRESION DE ANTIGENOS PATERNOS Y PRODUCCION DE
ALOANTICUERPOS

Los anticuerpos maternos antiantigenos HLA paternos se encuentran en un 20% en
circulacion en mujeres primigravidas y en un 40% en multigravidas. Presumiblemente
la sensibilizacion es llevada a cabo por células nucleadas fetales que entran a la
circulacion materna durante el embarazo en el momento del parto.

Se debe tomar en cuenta que en el proceso de fecundacidén los espermatozoides
expresan HLA Clase | que también se debe considerar como uno de los procesos de

sensibilizacion. G%

FIGURA 15

Expresion de moléculas HLA Clase | a nivel de los espermatozoides.

Fuente: O. Thellin, B. Coumans, W. Zorzi, et al. Tolerance to the Foeto-Placental’Graft”:2006. p.351




a) RESPUESTA ALOINMUNE

Deteccion de anticuerpos:
- Cuantificacién IgG anti linfocitos paternos
- 20% Anticuerpos antifosfolipidos
- Anticuerpos anti DNA y antihistonas
- Anticuerpos Antinucleares (moteado en bajos titulos)
- Antigenos Nucleares Extraibles (medir cada 2 semanas en el primer trimestre)

- Anticuerpos anti antigenos endometriales (causa endometriosis).

5. MECANISMO DE TOLERANCIA MATERNO FETAL.

Como es conocido la mitad del genoma fetal es de la madre y la otra mitad del padre,
por este motivo el feto sintetiza antigenos considerados extrafios para la madre.
Ademas, las células fetales y las moléculas fetales potencialmente antigénicas son
liberadas a la circulacion materna durante la fase proliferativa del trofoblasto como
resultado de la ruptura de tejidos, en este momento se pone en contacto el sistema
inmune materno con antigenos fetales, y a pesar de estos mecanismos, el feto es
tolerado y el embarazo llega a término sin problemas inmunolégicos ni para la madre

ni para el feto. Y

C. TRANSFUSIONES SANGUINEAS
1. ANTIGENOS DE LOS GRUPOS SANGUINEOS:

Los antigenos de los grupos eritrocitarios ABO son también unos potentes antigenos
de trasplante. Su importancia estriba en su ubicacién en los endotelios vasculares y
los diversos 6rganos. Si se trasplanta un 6rgano a un individuo ABO incompatible,
los anticuerpos naturales ( Isoaglutininas anti A y/o anti B ) del receptor producen una
lesion en el endotelio del 6rgano trasplantado, que conduce al rechazo. ¢?

Las incompatibilidades sanguineas se producen debido a que los glébulos rojos
llevan en su superficie determinados antigenos, particulares de cada grupo
sanguineo. Los mas conocidos son los grupos A, B, AB, y O. Ademas, de los grupos

de antigenos mayores existen, en forma independiente, el sistema Rh o D. Se dice




convencionalmente que una sangre es Rh negativa cuando esta presente el antigeno

D y negativa cuando no lo esta.

IV. FORMACION DE ANTICUERPOS
A. ANTICUERPOS ANTI-HLA DONANTE ESPECIFICO

Hoy en dia mdltiples técnicas estudian la presencia de anticuerpos en el receptor

frente a los antigenos HLA del donante. Se distinguen técnicas directas e indirectas

1. TECNICAS DIRECTAS.

Detectan anticuerpos capaces de fijar complemento y son variaciones de la técnica
basica de Linfocitotoxicidad (CDC o citotoxicidad dependiente de complemento. Se
basa en la capacidad del suero del receptor de lisar las células T y/o B del donante
con ayuda del complemento exdgeno (de conejo), el uso de ditiotreitol distingue si la

lisis se debe a anticuerpos de tipo IgG o IgM.

2. TECNICAS INDIRECTAS.

Como la linfocitotoxicidad aumentada con antiglobulina aumentada (CDC-AHG), y la
citometria de flujo permiten detectar anticuerpos no fijadores de complemento,
niveles bajos de anticuerpos anti-HLA, o anticuerpos CDC negativos-absorcion
positivos (Fendbmeno CYNAP). La técnica clasica de CDC se desencadena por la
activacion del C1q, paso inicial de la via clasica del complemento, que necesita la
union de una IgM o dos IgG. La técnica AHG utiliza la adicion al suero humano de un

anticuerpo anti-cadena ligera humana k, para amplificar la reaccién de citotoxicidad.
33

3. DETECCION DE ANTICUERPOS DONANTE ESPECIFICO PRE-
TRASPLANTE:

La presencia de anticuerpos frente a los antigenos HLA de clase | del donante en el

suero del receptor, contraindica la realizacion del trasplante renal. Los anticuerpos




de baja afinidad solo con células B, son autoanticuerpos y no suponen un obstéaculo

para el alotrasplante.

4. DETECCION DE ANTICUERPOS DONANTE ESPECIFICO POST-
TRASPLANTE:

La determinacion del PRA, por Citotoxicidad, citometria de flujo, ELISA, y LUMINEX

es Util para identificar pacientes con riesgo de presentar rechazo mediado por

anticuerpos debido a la inmunoreactividad frente al injerto.

La respuesta humoral ocurre en pacientes hipersensibilizados (PRA>50-75%)
a) Falsos Positivos: por administracion de de terapia antilinfocitaria.
b) Falsos Negativos: por administracion de esquemas inmunosupresion

inmunitaria. ©¥

V. TECNICAS

A. ANTICUERPOS REACTIVOS A PANEL (PRA%) POR ENSAYO DE
MICROLINFOCITOTOXICIDAD DEPENDIENTE DE COMPLEMENTO

(CDC)
El CDC, emplea un panel de linfocitos viables (alrededor de 60) con fenotipo HLA
conocido representativo de la poblacion general, que se afiaden en cada uno de los

pocillos de una placa de Terasaki. ©®

Esta prueba no solo determina la especificidad de los anticuerpos sino el frado de
reaccion lo que se conoce como %PRA (Porcentaje de anticuerpos reactivos contra

el panel). ©©




FIGURA 19.

Pasos del Test de microlinfocitotoxicidad utilizado para el tipaje de moléculas HLA.
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Fuente: J. Pefia y A. Cabello. Técnicas Seroldgicas y Moleculares. Cérdoba. 2007. p.320
FIGURA 20.

Fundamento de la técnica de Citotoxicidad Dependiente de Complemento (CDC)
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B. ANALISIS DE ANTICUERPOS HLA EN PACIENTES

El andlisis de los anticuerpos de los sueros de los pacientes, demanda una absoluta

determinacion especifica. Porque la busqueda podria reflejar resultados no
especificos obtenidos por la prueba cruzada (Cross-Match), la prueba que sirve para
identificar todos los posibles donantes especificos que podrian ser perjudiciales para
la sobrevivencia del aloinjerto. En la deteccion de los anticuerpos antiHLA, las
mejores técnicas son las que tiene 100% Sensibilidad asi como 100% de
especificidad, pero esto es dificil de realizar en la practica diaria. Ya que esto es
dependiente de la técnica usada y de la manera como se realizd la estandarizacion
por cada laboratorio, en cuanto a los test usados se clasifica la sensibilidad y
especificidad como sigue: ©®

Sensibilidad:
CDC < ELISA 6= < AHG-CDC< Citometria de flujo< LUMINEX

Especificidad:
ELISA < Citometria de flujo < LUMINEX<CDC = AHG-CDC

C. LA DINAMICA DE LA PRODUCCION DE ALOANTICUERPOS HLA

La aloinmunizacion humoral, también ocurre por la introduccién de algun tejido
alogenico en el receptor, semejante a lo que ocurre en el embarazo, en el trasplante
de 6rganos o tejidos, y en productos de transfusiones sanguineas. De vez en cuando
la producciéon de anticuerpos HLA es transitoria, es decir la IgM, desapareciendo
después de 1 a 4 meses. Esto comunmente ocurre después de transfusiones
sanguineas limitadas previamente en un individuo no inmunizado. En otras
circunstancias, especialmente después del embarazo o previos trasplantes, los
anticuerpos del isotipo IgG HLA pueden persistir por afios en el aparentemente en

ausencia de nuevos eventos inmunizantes, incluso hasta mas de 10 afos.

El desarrollo de los aloanticuerpos HLA tiene una impredecible persistencia con

respecto a la aloinmunizacién. La duracidon de los anticuerpos HLA en algunos




pacientes podria ser muy larga. Lo que impediria que el paciente se pueda

trasplantar.

D. POSIBLES CAUSAS DE LA PERSISTENCIA DE ANTICUERPOS HLA

Existe una persistencia a largo plazo (afios) de anticuerpos contra antigenos
solubles, semejante a la toxina de tétanos, aunque esto requiere intermitentes re-
exposiciones al antigeno del tétanos u otros signos. Sin embargo, las posibles
causas 0 persistencia de anticuerpos HLA podria deberse a algunos mecanismos
que podrian ser considerados: Transfusiones, embarazos, abortos, vacunas y

previos trasplantes.
FIGURA 25.

Cinética de produccion de anticuerpos anti-HLA segun la fuente de sensibilizacion

producida.
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1. OTRAS FUENTES POTENCIALES DE ANTIGENOS

Otras dos fuentes potenciales de antigenos encubiertos podrian ser
mencionados. La induccion de anticuerpos linfocitotoxicos asociadas con

infecciones recurrentes y con enfermedades autoinmunitarias que han sido




reportadas, pero estos factores nunca han sido demostradas. Posiblemente
ocurra una reaccién cruzada hipétesis que no debe ser excluida. La existencia de
un idiotipo retransmito de células T y B, primera propuesta de Niels Jerne postula
gue todos los receptores de las células T y B y el sistema inmune contiene
informacion de imagenes externas de todos los antigenos exégenos que podrian
encontrarse con el sistema inmune, puede desencadenar un desequilibrio e

inducir la produccion de un efecto inmune, producto semejante a un anticuerpo.

La poblacion de anticuerpos que es producida en respuesta a los antigenos
exdégenos lleva un unico epitope, que son formados por el resultado de la
conformacion de un aminoéacido en los sitios de combinacion de los anticuerpos.
Los idiotopos, en las vueltas induce a un segundo anticuerpo, este proceso podria

continuar por varios ciclos hasta encontrar un nuevo equilibrio.

E. CONCEPTOS GENERALES

Individuos inmunizados potencialmente pueden hacer un anticuerpo hacia
algunos epitopes HLA que no estan presente en su propio fenotipo. Por tanto, es
importante entender la distribucion de epitopes HLA publicos contra los productos
génicos HLA. Sin embargo algunos epitopes publicos son ajenos a la mayoria de
las moléculas HLA. El hecho de estar presente estos epitopes en los pacientes
propio de las moléculas HLA, el numero total de anticuerpos producido por la

aloinmunizacion es restrictivo.

La presencia de varios epitopes publicos en un grupo de reaccién cruzada de las
moléculas de HLA y el efecto de filtrado de los pacientes propio fenotipificacion de
caracter publico, explicando que ha sido llamado “eventos inmunizantes intra-
GREC”. Esto ocurre cuando 2 individuos poseen comunmente algun fenotipo
GREC, pero no algunos perfiles de epitopes publicos dentro de los GREC. Por
este hecho la comparaciéon de los grupos GREC entre 2 individuos es de gran
importancia para la sobrevivencia del aloinjerto y de esta forma impedir que el

receptor produzca anticuerpos anti epitopes publicos.




El 90% de pacientes aloinmunizados producen anticuerpos anti HLA contra
epitopes publicos de las moléculas HLA clase |. Sélo existe un 10% de
anticuerpos contra especificidades privadas, donde el 90% fueron directamente

contra especificidades publicas.

En el 1 GREC, existen una relacion reciproca entre Al, 3, 9, 30,31 y el grupo de
alelos A10, 28, 32 y 33, una mala relacion entre estos dos GREC puede resultar
en la produccion de anticuerpos. Cuando los pacientes desarrollan anticuerpos
contra una molécula HLA, ellos generalmente producen anticuerpos contra todos
epitopes de compatibilizacion que esta contenida sobre cada molécula. Los
pacientes inmunizados por una sola molécula HLA usualmente desarrollaran
anticuerpos contra todos los epitopes mal entrecruzados este evento es una
explicacion para ver el incremento en el porcentaje de PRA y la aparente fuerza
e reactividad de los anticuerpos. Un individuo inmunizado por células que expresa
HLA-A2 primeramente desarrollan un poco de reactividad anti A2, contra el
epitope A2. Un segundo evento inmunizante con células A2 desarrolla
anticuerpos anti-9p y posiblemente anti 17p. El % de par se incrementara tal vez
un 28% mas que 65, por que los genes HLA producidos son ahora detectados
como (A2, 23, 24, 68, 69, B57, 58). Sin embargo algunos inmundgenos son
responsables de ciertos cambios, el nUumero detectado de productos génicos a
incrementado en nimero de 1 a 7, y el numero de cuerpo producidos solo sea
incrementado de 1 a 4 (anti A2 -> anti A2, 9p, 17p), también los anticuerpos
reactivos son fuertes porque ahora hay dos o tres anticuerpos reactivos contra
epitopes fuertes contra la molécula HLA-A2, incrementado la eficiencia de de la

activacion del complemento.

La conversion de los grupos privados dentro de otros GREC o fenotipos HLA
publicos ayudaran a predecir el grupo potencial GREC o anticuerpos publicos que
desarrollan la mayoria de los pacientes, virtualmente todos los locus HLA-A y B
podrian ser asignados por 1 6 9 grupos GREC, por consiguiente. El nivel HLA

podria ser transformado dentro de otros GREC o fenotipos publicos.




Generalmente los genotipos GREC tendran un minimo de 3 y un méaximo de 6 de
los 9 GREC.

Una elevada sensibilizacion cuyo PRA mayor 80 6 90% podria deberse a GREC
(epitopes publicos), que proporcionan una importante adicion de anticuerpos
especificos. Cuando los PRA de los pacientes se incrementan excesivamente en
poco tiempo el cambio es debido al fuerte incremento de numerosa reactividad
contra algunos grupos GREC, las fluctuaciones de los valores de PRA estan entre
un 5 a 10% y no es usual en los sueros de los pacientes, estas fluctuaciones

podria deberse a transfusiones sanguineas.

Otros factores que influencian en los valores del % PRA, son usualmente debido
a los cambios de algunos grupos GREC en ausencia de nuevos eventos
inmunizantes, el valor del PRA también puede verse afectada por la adicién de
factores. Estos factores incluyen cambios en la composicién antigénica HLA, de
acuerdo al uso de un panel, los cambios debido a los nuevos lotes de reactivos,
variacion de la técnica, particularmente entre individuos diferentes y el grado
inmunoldgico del paciente. La inflamacion aguda es una respuesta causada por
agentes infecciosos, por ejemplo la mayor produccion de anticuerpos son mono

especificos.

1. PATRON GENERAL DE LA TECNICA

a) SELECCION DE LA TECNICA:

El analisis de antisueros altamente reactivos podria ser analizado por técnicas

gue son sensibles y que tienen poca influencia del fendmeno CYNAP.

El uso de paneles de células limitados para GREC, podria deberse porque

contienen un solo grupo GREC.




b) REACCIONES NEGATIVAS

Cuando el %PRA esta en el rango de 80 a 90% esto es usualmente la primera
busqueda de reacciones negativas. Cuando el %PRA alcanza niveles de 85-
95%.las células negativas se identificaran a los fenotipos GREC en el donante.
Cuando el panel presenta % PRA del 100 se observa un panel de células

muertas.

c) TITULACION DEL SUERO:

Un suero puede contener multiples anticuerpos contra 2 6 mas GREC, ya que el
anticuerpo individual tiene a menudo diferentes titulos podria ocasionar pocos
anticuerpos contra un determinado GREC y no se podria determinar las otras

especificidades.

d) COMPARACION DE LA REACTIVIDAD DEL CDC Y
AHG-CDC

Se ha aplicado simultaneamente ambas pruebas pero en ambas se debe tomar

en cuenta el fendbmeno de CYNAP.

e) ESTABILIDAD DEL PRA:

En ausencia de eventos aloinmunizantes adicionales, la reactividad vy
especificidad de los anticuerpos es equitativamente estable y no cambia en
semanas, y usualmente, meses. Cuando se realiza blusquedas mensuales, para
la busqueda dinamica de anticuerpos especificos. En pacientes quienes han
desarrollado nuevos anticuerpos la busqueda podria ser primeramente,
incompleto por las especificidades publicas (CYNAP) esta podria ser por las

diferentes técnicas.

f) NORMAS DE LAS TECNICAS ESPECIFICAS:

Cuando la posible secuencia de aminoacidos sugiere el sitio fisico de los epitopes

de las moléculas HLA.




g) INTERPRETACION:

El modelo de reaccién de los GREC podrian ser complejos donde se destacara

el 1 GREC. Sin olvidar que se puede encontrar en mas de un grupo GREC.

Las lineas horizontales representan productos especificos del gen HLA. La
primera columna rectangular (izquierda) se observa grupos especificos o epitopes
privados presumiblemente se encuentra sobre cada producto génico. Los
rectangulos subsecuentes muestran la distribucion especifica acerca de los

epitopes publicos.

Para descripcion, la asignacion | esta dada por un niamero y una letra para la
especificidad de los epitopes publicos. Cada epitope ha sido designado con un
namero que refleja una dominacion no superpuesta, seguido por una pequefia p

(publico).

Finalmente el mapa de epitopes es subjetivo a cambios. El 2C, 7C, 12C, 4C, y 6C
son mas faciles por sus previos estudios al respecto de sus epitopes publicos. En
cambio, los epitopes publicos del 1C, 5C y 8C son mas dificultosos de describir,
pero aun se sigue realizando estudios de evaluacion de la relaciéon de anticuerpos
con los GREC.

VI. CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE REACCION CRUZADA
(GREC’s):

A. GREC’S DE LAS MOLECULAS HLA CLASE |
1. INMUNOSEROLOGIA

Segun estudios seroldgicos acerca de las reacciones cruzadas se ha identificado
estructuras o0 analogias de estructuras de determinantes de las permanentes

reacciones:

- Grupos de especificidades de « familias »




- Subdivisiones o “Splits” de otras especificidades que incluyen todas las
especificidades largo o extenso explicacion para la posible existencia de un

determinante comun responsables de las reacciones cruzadas.

- La determinacion de “supertipicos” responsables de las inclusiones por

ejemplo Bw4 y Bw6.
FIGURA 26.
Reacciones Cruzadas de HLA-A (1) y HLA-B (2)

(1)

(1): Grupos de Reacciones Cruzadas: HLA-A
(2): Grupos de Reacciones Cruzadas: HLA-B
La intensidad de la fuerza de reaccion:
[==m]: ReaccioOn cruzada fuerte

[—1]: Reaccidn cruzada intermedia

[+===+]: Reaccion cruzada leve

Fuente: S. Dahan. Marqueurs du complexe Majeur D‘Histocompatibilite: Systeme HLA A propos
d‘une étude sur un échantillon de population bolivienne. 1987. p. 32




FIGURA 27.
Reaccién cruzada determinada por serologia para el Locus HLA-A
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FIGURA 28.
Reaccién cruzada determinada por serologia para el Locus HLA-B
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FIGURA 29.

Reaccién cruzada determinada por serologia para el Locus HLA-Cw
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TABLA 6.

Lista de las reacciones seroldgicas que se incluye dentro de los antigenos de Clase |

Esquema original de Subdivisiones
las especificidades (Splits)
A9 A23,A24
Al0 A25,A26,Aw34, Aw66
Aw19 A29,A30A31,A32,Aw33
A28 Awb68,Aw69
B5 B51,Bw52
B12 B44,B45
B14 Bw64,Bw65
B15 Bw62,Bw63
B16 B38,B39
B17 Bw57,Bw58
B31 B49,Bw50
Bw22 Bw54,Bw55,Bw56
B40 Bw60,Bwb1
Bw70 Bw71,Bw72




DR5 DRw11,DRw12

DRw6 DRw13,DRw14
Dw6 Dw18,Dw19
Dw7 Dw11,Dw17

Lo siguiente incluye especificidades HLA-B dentro Bw4 y Bw6

B5,813,817,827,837,B38(16),B44(12),
BW47,849(21),B51(5),Bw52(5),Bw53,

Bw4:
Bw57 (17), Bw58 (17), Bw59, Bw63
(15).
B7,B8,814,B18,Bw22,B35,B39(16)
B40,Bw41,Bw42,B45(12),Bw46,Bw48,
Bw50(21),Bw54(w22),Bw55(w22),
Bwé6:

Bw56(w22),Bw60(40),Bw61(40)
Bw62(15),Bw64(14),Bw65(14),Bw67
Bw70,Bw71(w70),Bw72(w70),Bw73.

Fuente: S. Dahan. Marqueurs du complexe Majeur D*Histocompatibilite: Systeme HLA A propos
d‘une étude sur un échantillon de population bolivienne. 1987. p. 31

B. CLASIFICACION DE LOS GREC's:

TABLA 7.
1. Al GREC (1C)
Epitope de grupo Epitopes publicos
Al 1 1p
A36 1 1p
A3 3 1p
Al1 11 1p
A23 9 1p
A24 9 1p
A29 29 1p
A30 19 1p




A31 19 1p
AS0 80 1p

Fuente: E. Glenn.®® Epitopes del 1C.2000

TABLA 8.
2. Al1l0 GREC (100):
Epitope de grupo Epitopes publicos
A1l 11 10p 1p | | |

A25 10 10p

A26 10 10p

A34 10 10p

A66 10 10p

|
|
|
|
|
A68 28 10 I 20 W o |
|
|

A69 28 10p 28p oo  [HINNEGEGEGEEE
A32 19 10p

A33 19 10p || | |
A74 19 10p \7L\7L7fff\f

A43 19 100 [T B HERE

Fuente: E. Glenn.®® Epitopes del 10C.(2000).
TABLA 9
3. A2 GREC (2C):

Epitope de grupo Epitopes publicos
“Ml_: MW
A23 9 9p




Fuente: E. Glenn E, (2000) Epitopes del 2 GREC.
TABLA 10
4. B5 GREC (5C):

Epitope de grupo
B51 5 21P

Epitopes publicos

-

5P

B52 5 21P 5P

B53 53 21P

||
N
N
B35 35 T B
N
N
|
|
|
|
|
|

5P

B18 18 21pP

s> I - Nl -
s> I o I

B78 78 21P

B62 15 21P | | o« TN
B63 15 21P | Bl |
B75 15 21P | | sc | |
B76 15 21P | | sc 1N
B77 15 21P | Il |

BS7 17 21 | B - R




B58

B70

B46

B49

B50

17 21pP
70 21P
46 21P
21 21pP
21 21P

Fuente: E. Glenn. (2000) Epitopes del 5 GREC.
TABLA 11.

5.B7 GREC 7C

NN - BN

| ac |
[ ec

| 1p

| 1p

Epitope de gru

DO

Epitopes publicos

B7

B27

B42

B46

22p

B

e ] c W

22p

22p

22p




W o N
70 | ec 12p
70 Jf sc [ 4op

7 JJ| sc

Fuente: E. Glenn. (2000) Epitopes del 7 GREC.
TABLA 12.
6. B8 GREC (8C)

ol s » M - W« |
» I - .
I |

s | |

B67 67

B64 14

B65 14

Epitope de grupo Epitopes publicos
sl - > W > W |
oso [l > I |
oo [l 6 > I |
B39 16 s TR <« e

Fuente: E. Glenn. (2000) Epitopes del 8 GREC.

TABLA 13.
7. B12 GREC (12C)

E |tope de grupo Epitopes publlcos.
i 5p




B44 12 12p

B45 12 12p
B47 47 12p
B49 21 12p
B50 21 12p

B60 40 2 N > N sc Wl > W o0

Fuente: E. Glenn. (2000) Epitopes del 12 GREC.

TABLA 14.
8. 4C GREC (BW4) Y 6C GREC (BWS)

Epitopes Bw4 Epitopes Bw6
A23,A24,A25,A32
B51,B52,B53,B57 B18,B35,862,B71
B58,863,877 B72,B75,876,B78
B27,B47 B7,B42,B48,B54,B55

B56,873,B81,B82

B38,B59 B8,839,B64,B65,867
B13,B37,B44,B49 B41,B45,850,B60,B61

Fuente: E. Glenn. Distribucién de los epitopes Bw4 y Bw6 definidos serolégicamente en los productos génicos
HLA clase | del locus A y locus B. 2000. p. 220




C. GENETICA DE POBLACIONES:

1. EL DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO
El ligamiento tan estrecho de estos genes podria facilitar la perpetuacion de
combinaciones favorables de alelos. Por estudios de recombinacion los sitos de
mapeo del HLA-B 0.2 cM centromerico de HLA-C y HLA-A 0.8 cM telomerico de
HLA-C, se encuentran en consenso razonable con el mapa fisico. En otras regiones
del MHC la concordancia entre la distancia fisica y la distancia de recombinacion no
es buena. Este hecho puede ser atribuido al desequilibrio de ligamiento, esto es, una
asociacion no por el azar, de alelos, en loci ligados. Un ejemplo en la poblacion
caucasica es el HLA-A1l y HLA-B8, que en frecuencias génicas individuales se
presentan en un 27.5% y 15.7% respectivamente. La frecuencia esperada de que
estos 2 alelos estén juntos sobre el mismo cromosoma es, aproximadamente del
4.3%, pero este haplotipo esta presente en un 9.8% del cromosoma 6 , indicando

una baja frecuencia de recombinacién entre HLA-A y HLA-B.

No se ha observado recombinaciones entre HLA-DQ y DR. Hay solo un débil
desequilibrio de ligamiento entre DP y DQ, lo cual sugiere “hot spots” para la
recombinacion, por otro lado, se han mapeado muchos entrecruzamientos entre DP y
DQ en el segundo intron del gen TAP. Un ejemplo de distorsién extrema entre el
mapa fisico y los datos de recombinacion esta localizado en la regién telomerica de

clase |I.

La explicacion para estas fluctuaciones en el desequilibrio de ligamiento, esta en
modelos de seleccion para combinaciones adecuadas de alelos, en loci ligados a
poblaciones cerradas, que no tuvieron tiempo para convertirse en mezclas al azar y

en la aparicién de sitios de recombinacion no producidas por azar.

Las velocidades recientes de recombinacion detectadas a través de sondas de micro
satélites al interior de la region HLA clase 1l (DRB1-DPB1) mostro ser del 0.74%,

mientras que en la region de clase Il (HLA-B-DRBL1) fue del 0.94%. Ambas de estas




velocidades estan dentro del rango esperado, dando el standard del 1% de
recombinacion por Mbp de DNA por meiosis. Sin embargo, la velocidad de
recombinacion entre HLA-A y HLA-B se encontré6 que era del 0.31%, lo cual es

menos de lo esperado para un segmento de DNA de 1.4 Mbp. %

Es de gran importancia por la variabilidad que proporciona al sistema HLA, sobretodo
en la variabilidad de las diferentes etnias que esta relacionada con las migraciones
poblacionales. “?

FIGURA 30.

Organizacion general del Complejo Mayor de Histocompatibilidad

Clase Il Clase Il Clase |

Centroméro GL_O—I DP l DQ DR l Cc2 Bf C4A C4B B C l A

_ — r ]
Distancias . 06 0.8 0.1 07
EncM n 4

.
Nombre de - 6 3 DR=12 4 11 13 22 37 8 20
Alelos comunes DR=17

*z Indican las “hot spots” de las recombinaciones.

Fuente: S. Dahan. Marqueurs du complexe Majeur D*Histocompatibilite: Systeme HLA A propos
d‘une étude sur un échantillon de population bolivienne. 1987. p. 24

2. LAS FRECUENCIAS GENICAS

Los diferentes alelos se diferencié en 3 grandes etnias (caucasoide, mongoloide y
negroide) determinado en el IX “workshop” de 1984 en la que existe gran variabilidad
de acuerdo a lo siguiente. Actualmente se clasica como frecuencias de las etnias
(caucasoide, blanco, japonés chino e hispano). Para el calculo de frecuencias

alélicas ver Anexo 3.




TABLA 15

Comparacion de frecuencias de los alelos de clase |, de acuerdo a los 3 diferentes

grupos étnicos (Caucasoides, Mongoloides y Negroides)

Frecuencia Frecuencia Frecuencia Etnias
alélica del alélica del alélica del
LOCUS A LOCUS B LOCUS C
Al 0,1439 | B7 0,1439  Bw52 0,0195 [ Cw1 0,0335 | Caucasoide
0,0102 0,0470 0,0732 0,1641 | Mongoloide
0,0769 0,1266 0,0060 0,0087 | Negroide
A2 0,2855 | BS 0,0971  BwS53 0,0052 | Cw2 0,0416 | Caucasoide
0,2797 0,0020 0,0030 0,0103 | Mongoloide
0,1753 0,0534 0,0642 0,1211 | Negroide
A3 0,1335|B13 0,0289 Bw54 0,0005 | Cw3 0,1264 | Caucasoide
0,0153 0,0376 0,0678 0,2739 | Mongoloide
0,0736 0,0149 0,0000 0,0961 | Negroide
A11 0,0631(B18 0,0532 Bws55 0,0160 | Cw4 0,1169 | Caucasoide
0,1182 0,0031 0,0208 0,0528 | Mongoloide
0,0208 0,0413 0,0050 0,1394 | Negroide
A23 0,0142 | B27 0,0343 BwS56 0,0106 | Cw5 0,0701 | Caucasoide
0,0010 0,0156 0,0144 0,0062 | Mongoloide
0,0769 0,0177 0,0030 0,0276 | Negroide
A24 0,1028 | B35 0,1052  Bw57 0,0290 | Cw6 0,0849 | Caucasoide
0,3122 0,1021 0,0073 0,0378 | Mongoloide
0,0504 0,0798 0,0297 0,1327 | Negroide
A25 0,0244 | B37 0,0157 Bws58 0,0173 [Cw7 0,2451 | Caucasoide
0,0000 0,0061 0,0250 0,1190 | Mongoloide
0,0000 0,0178 0,1036 0,2363 | Negroide
A26 0,0330(B38 0,0242  Bw59 0,0000 | Cw8 0,0366 | Caucasoide
0,0715 0,0072 0,0114 0,0030 | Mongoloide
0,0414 0,0148 0,0000 0,0377 | Negroide
A28 0,0466 | B39 0,0202 Bwe60 0,0378 | Blanc 0,2448 | Caucasoide




A29

A30

A3l

A32

Aw33

Aw34

Aw36

Aw43

Aw66

Blanc

0,0206
0,0973

0,0294
0,0040
0,0482

0,0346
0,0237
0,1138

0,0294
0,0522
0,0178

0,0381
0,0041
0,0208

0,0149
0,0607
0,0446

0,0010
0,0030
0,0472

0,0005
0,0010
0,0296

0,0000
0,0000
0,0089

0,0014
0,0041
0,0030

0,0035
0,0162

Bw41l

Bw42

B44

B45

Bw46

Bw47

Bw48

B49

Bw50

B51

0,0407
0,0030

0,0091
0,0010
0,0178

0,0024
0,0032
0,0562

0,1242
0,0583
0,0712

0,0041
0,0010
0,0267

0,0005
0,0366
0,0000

0,0024
0,0043
0,0000

0,0000
0,0167
0,0030

0,0180
0,0032
0,0208

0,0113
0,0031
0,0059

0,0622
0,0762

Bw61

Bw62

Bw63

Bw64

Bw65

Bw67

Bw71

Bw72

Bw73

Blanc

0,0668
0,0209

0,0205
0,1160
0,0107

0,0614
0,0945
0,0268

0,0066
0,0000
0,0178

0,0113
0,0000
0,0149

0,0262
0,0020
0,0178

0,0000
0,0010
0,0000

0,0005
0,0042
0,0075

0,0029
0,0051
0,0677

0,0014
0,0021
0,0000

0,0039
0,0161

0,3327
0,2009

Mongoloide
Negroide

Caucasoide
Mongoloide
Negroide

Caucasoide
Mongoloide
Negroide

Caucasoide
Mongoloide
Negroide

Caucasoide
Mongoloide
Negroide

Caucasoide
Mongoloide
Negroide

Caucasoide
Mongoloide
Negroide

Caucasoide
Mongoloide
Negroide

Caucasoide
Mongoloide
Negroide

Caucasoide
Mongoloide
Negroide

Caucasoide
Mongoloide




0,0473 0,0207

0,0147

Negroide

Fuente: S. Dahan. Marqueurs du complexe Majeur D‘Histocompatibilite: Systeme HLA A propos
d‘une étude sur un échantillon de population bolivienne. 1987. p. 34

D. GREC’s DE LAS MOLECULAS HLA CLASE I

El descubrimiento de los antigenos DR en relacién a las reacciones cruzadas con los

mismos tipos de inclusiones seroldgicas para los antigenos de clase I: la subdivisiéon

1. INMUNOSEROLOGIA

de antigenos y especificidades supertipicos.

TABLA 16

Reaccion de las especificidades de clase Il

Antigenos Splits

DR5 DRw11,DRw12

DRw6 DRw13,DRw14

DRw52 DR3,DRw8,DRw11 (5)
DRW12(5), DRw13 (w6)
DRw14 (w6)

DRw53 DR4,DR7,DRw9

Dw6 Dw18,Dw19

Dw7 Dw11,Dw17

Fuente: S. Dahan. Marqueurs du complexe Majeur D‘Histocompatibilite: Systeme HLA A propos
d‘une étude sur un échantillon de population bolivienne. 1987. p. 31

TABLA 17

Comparacion de frecuencias de los alelos de clase II, de acuerdo a los 3 diferentes

grupos étnicos (Caucasoides, Mongoloides y Negroides)

Frecuencia alélica del

Frecuencia alélica del

Frecuencia alelica

LOCUS DR LOCUS DQ del LOCUS DP
DR1 0,0957 DRw10 0,0082 | DQw1 0,3228 | DPw1 0,0427
0,0499 0,0053 0,3037 -
0,0529 0,0277 0,3980 -




DR2 0,1574 DRwll 0,1239 | DQw2 0,1810 | DPw2 0,1291
0,1530 0,0396 0,0500 -
0,1472 0,1665 0,2216 -
DR3 0,1211 DRw12 0,0214 | DQw3 0,2358 | DP3 0,0442
0,0191 0,0706 0,3277 -
0,1520 0,0345 0,2487 -
DR4 0,1277 DRw13 0,0544 | Blanc 0,2611 | DPw4 0,4068
0,2179 0,0290 0,3190 -
0,0795 0,0451 0,1311 -
DR7 0,1197 DRwl4 0,0575 DPW5 0,0438
0,0283 0,0681 -
0,1198 0,1010 -
DRwS 0,0296  Blanc 0,0768 DPwW6 0,0000
0,0708 0,1312 ;
0,0174 0,0476 -
DRw9 0,0077
0,1170
0,0174

Fuente: S. Dahan. Marqueurs du complexe Majeur D*Histocompatibilite: Systeme HLA A propos
d‘une étude sur un échantillon de population bolivienne. 1987. p. 35

VII. RECHAZO
A. MANIFESTACIONES CLINICAS DEL RECHAZO RENAL

Existen criterios clinicos que permiten sospechar un rechazo agudo sobre todo a
partir del quinto dia de postoperatorio y en el transcurso de los primeros seis meses
gue es el periodo de mayor riesgo, los criterios histopatologicos contindan siendo el

standard de oro para el diagnostico y la clasificacion.

1. CRITERIOS CLINICOS

Se destaca la aparicion subita de oliguria, aumento de la temperatura en ausencia de

infeccion, precedida de escalofrios, dolor y aumento de volumen del injerto,




acompafiado de un gran compromiso general del paciente que hasta entonces
evolucionaba favorablemente y se observa un aumento progresivo actualmente de la

creatinina plasmatica.

2. CRITERIOS ECOGRAFICOS Y DOPPLER

La ecografia del rifion trasplantado frente a una disfuncion aguda del injerto renal es
de gran utilidad para descartar otras causas, sobre todo las quirdrgicas, en los
primeros dias 0 semanas del post operatorio, tales como fistulas urinarias,
hematomas, abscesos del lecho operatorio, urinomas o linfoceles. La ecografia
doppler, por otra parte es de gran utilidad para valorar la permeabilidad de la arteria 'y
la vena, al partir medir los flujos intravasculares y descartar la trombosis arterial o
venosa. El doppler es también de gran utilidad para estudiar los flujos intra
parenquimatosos y medir los indices de resistencia vascular en las arterias
interlobares y arcuatas que deben ser menor a 0.70. Estos mismos hallazgos son el
resultado de necrosis tubular aguda o nefrotoxicidad aguda a la ciclosporina y el

diagnostico de rechazo solo podra hacerse en base a los criterios histopatolégicos.

3. DIAGNOSTICO DEL RECHAZO MEDIANTE BIOPSIA RENAL DEL
INJERTO

(a) CRITERIOS HISTOPATOLOGICOS

Se basa en los infiltrados linfocitarios tubulares, perivasculares e intersticiales
muchas veces acompafiados de polimorfonucleares o eosinofilos con distribucion
focal o difusa y asociados a grados variables de necrosis, edema intersticial,

hemorragia intersticial o vasculitis.




(b) INDICACIONES DE LA BIOPSIA DEL INJERTO
RENAL

Para detectar un rechazo agudo e iniciar el tratamiento en un rifién con disfuncién del
injerto desde el momento del implante, se requiere realizar biopsias programadas a
intervalos regulares de tiempo mientras persista la oliguria, almenaos una vez por
semana. La biopsia también esta indicada en caso de aumento persistente y
progresivo de la creatinina sérica, pese a la reducciéon de dosis de ciclosporina y
siempre que se descarte por ecografia y eco-doppler, tanto las complicaciones

vasculares, como las uroldgicas y del lecho quirurgico.

B. CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS PRECOCES

1. RECHAZO HIPERAGUDO O AGUDO ACELERADO

Ocurre de inmediato en las primeras 48 horas que siguen al trasplante. Se manifiesta
por disminucion de la diuresis acompafiada de aumento en la creatinina plasmatica a
pesar de omitir o disminuir las dosis de ciclosporina. Puede evitarse trasplantado
luego de un Cross-Match negativo entre linfocitos del donante y el suero
(anticuerpos) del receptor. Histopatologicamente se caracteriza por la combinacién
de edema intersticial, hemorragia intersticial y arteritis severa (+++) y difusa; presente
en todos los vasos sanguineos. El edema intersticial, la hemorragia y la arteritis
severa (+++), se acompafan de un infiltrado linfocitario perivascular leve (+) y de un
infiltrado linfocitario intersticial leve (+), no se observan signos de fibrosis (-). Esta
mediado por la inmunidad celular y humoral. Se puede observar en el receptor de
anticuerpos preformados contra determinados antigenos del HLA o del ABO. Se
produce una tumefaccion progresiva del 6rgano trasplantado con la imposibilidad

total de la funcién contractil.
(a) LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION

Se observa en la primera biopsia tomada a la primera semana, en rifiones del

donante que han estado mal perfundidos antes de la obtencién de los érganos o




durante su retirada, transporte o implantacion. Histopatologicamente se caracteriza
por una destruccion de las células tubulares moderada (++), acompafiada de un
infiltrado perivascular dudoso (+/-), de un infiltrado instersticial dudoso (+/-), sin
edema instersiticial (-), hemorragia intersticial (-), arteritis (-), no hay signo de fibrosis
()-

2. RECHAZO AGUDO

(a) RECHAZO AGUDO CELULAR LEVE

Puede ocurrir en cualquier momento y puede ser detectado en cualquiera de las
biopsias tomadas. Histopatologicamente se caracteriza por focos aislados de tubulitis
(+), infiltrado perivascular linfocitario en general leve (+) , infiltrado intersticial tambien
linfocitario y leve (+) , sin necrosis tubular (-) ni evidencia de destruccién celular (-)

edema, hemorragia o arteritis (-)ni fibrosis (-).

(b) RECHAZO AGUDO VASCULAR LEVE

Puede ocurrir en cualquier momento y se lo detecta en cualquiera de las biopsias
tomadas. Clinicamente es resistente a los esteroides. Histopatologicamente se
caracteriza por focos aislados de tubulitis (+), infiltrado perivascular linfocitario leve
(+), infiltrado intersticial también linfocitario leve (+) sin necrosis tubular (-) ni
evidencia de destruccion celular (-), con edema intersticial (+), hemorragia intersticial

(+), focos de arteritis (+) y ausencia de fibrosis (-).

(c) RECHAZO AGUDO CELULAR MODERADO
Puede presentarse en pacientes con rechazo agudo leve no tratado. Clinicamente
responde a los esteroides en dosis elevadas. Histopatologicamente se caracterizan
por infiltracion linfocitaria tubular o tubulitis difusa (++), un infiltrado perivascular
linfocitario moderado y difuso (++), un infiltrado intersticial también linfocitario
moderado y difuso (++), sin necrosis tubular (-), dudosa destruccion celular (+/-) y sin

edema intersticial (-), hemorragia (-), ni arteritis (-) y sin signos de fibrosis (-).




(d) RECHAZO AGUDO VASCULAR MODERADO

Ocurre en cualquier momento y se lo puede detectar en cualquiera de las biopsias.
Clinicamente es resistente a los esteroides pero puede responder a la
inmunoglobulina intravenosa. Histopatologicamente se caracteriza por focos aislados
de tubulitis (+), infiltrado perivascular linfocitario leve (+), infiltrado intersticial también
linfocitario leve (+) , sin necrosis tubular (-) nievidencia de destruccion celular (-) , con
edema intersticial (++) , hemorragia intersticial (++), arteritis difusa (++) y ausencia de
fibrosis (-).
(e) RECHAZO AGUDO CELULAR SEVERO

Puede también presentarse en pacientes con rechazo agudo leve o moderado no
tratado o en cualquier momento Histopatologicamente se caracteriza por focos
aislados de tubulitis (+), infiltrado perivascular linfocitario leve (+), infiltrado intersticial
también linfocitario leve (+), sin necrosis tubular (-) ni evidencia de destruccion celular
(-), con edema intersticial (++), hemorragia intersticial (++), arteritis difusa (++) y

ausencia de fibrosis (-).

(f) RECHAZO AGUDO VASCULAR SEVERO

Puede ocurrir en cualquier momento y se lo puede detectar en cualquiera de las
biopsias. Clinicamente es refractario al tratamiento con esteroides y puede no
responder a la inmunoglobulina intravenosa. Histopatologicamente se caracteriza por
focos aislados de tubulitis (+), infiltrado perivascular linfocitario leve (+), infiltrado
intersticial también linfocitario (+++), hemorragia intersticial severa (+++), arteritis
difusa (+++), trombosis (+++) necrosis fibrinoide de los vasos sanguineos (+++) y

ausencia de fibrosis (-).




(g) RECHAZO AGUDO EN RESOLUCION

Se observa en pacientes con rechazo agudo leve, moderado o severo tratado y que
ha respondido favorablemente al tratamiento. Histopatologicamente se caracteriza
por un infiltrado perivascular linfocitario moderado (++), un infiltrado intersticial
también linfocitario y dudoso (+/-), sin necrosis tubular (-), sin destruccién celular (-)
ni edema intersticial (-), hemorragia intersticial (-) o arteritis (-) o ausencia de fibrosis
-

(h) RECHAZO AGUDO HUMORAL.:

Este tipo de rechazo se presenta con menor frecuencia, y suele aparecer en el
postoperatorio inmediato. Es mediado por inmunoglobulinas o anticuerpos
preformados frente al sistema HLA o ABO. Se caracteriza por edema celular o
intersticial, infiltrado inflamatorio de predominio polimorfonuclear. Se trata de un
rechazo mediado por anticuerpos, es una forma de rechazo grave y requiere

tratamiento agresivo con plasmaferesis.

3. RECHAZO CRONICO
(a) RECHAZO CRONICO LEVE

Puede ocurrir en forma gradual en cualquier momento a partir del primer afio del
trasplante y puede ser detectado en cualquiera de las biopsias. Histopatologicamente
se caracteriza por focos aislados de atrofia tubular (+), focos aislados de fibrosis

intersticial leve (-) y minimo engrosamiento de las paredes vasculares.

(b) RECHAZO CRONICO MODERADO

Puede ocurrir en forma gradual y en cualquier momento a partir de del primer afio del
trasplante se lo detecta en cualquiera de las biopsias tomadas.
Histopatologicamenrte se lo caracteriza por focos aislados de atrofia tubular difusa
(++), fibrosis intersticial difusa (++), y moderado engrosamiento de las paredes

vasculares (++).




(c) RECHAZO CRONICO SEVERO

Puede ocurrir en forma gradual a lo largo de muchos afios del trasplante.
Histopatologicamente se caracteriza por atrofia tubular difusa y severa (+++), fibrosis
intersticial difusa y severa (+++), y un gran engrosamiento de las paredes vasculares
(+++) con reduccién importante de la luz vascular, siendo el retrasplante el Unico

tratamiento alternativo.

FIGURA 31.
Mecanismos celulares y humorales por lo cual el reconocimiento de antigenos de
histocompatibilidad del donante por parte del sistema inmunitario del receptor puede

desencadenar el rechazo hiperagudo, agudo y/o crénico del aloinjerto.

Antigenos del donante: Ag HLA, olros Ap

no-HLA

Sececion de citocnas:
IL-2, IL4, IL-12, IFN-y...

EECHATD AGUDO Y CRONICO RECHAF( HIFERAGUDO
(Apmdn, Cromnco]

Fuente: M. Muro et. al. Histocompatibilidad del trasplante. Granada.2009.p.125

VIII. TOLERANCIA INMUNOLOGICA

Una caracteristica fundamental del sistema inmune es la de no reaccionar frente a

los componentes propios del individuo, aun cuando posee la cualidad de responder




frente a cualquier antigeno extrafio al mismo. Esta capacidad de reconocimiento y
aceptaciéon de los componentes propios del organismo se debe al fendbmeno de
tolerancia inmunolégica. Gracias a este fendmeno, de entre los receptores
especificos de antigeno producidos al azar, se produce una inactivacion fisica o
funcional de todos aquellos que reconozcan antigenos propios. Hoy se entiende por
tolerancia inmunoldgica la ausencia especifica de respuesta del sistema inmune

frente a un antigeno, ya sea propio (autoantigeno) o extrafio. “?

A. TOLERANCIAT
1. TOLERANCIA CENTRAL

En el timo tienen lugar dos procesos aparentemente contradictorios: la seleccion
positiva de aquellos linfocitos cuyo receptor es capaz de reconocer las moléculas
propias del MHC y la seleccion negativa que consiste en la eliminacion de las células

T autorreactivas.

FIGURA 32.

La muerte de los timocitos en todas estas circunstancias se consigue por apoptosis.
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maduras abandonan el timo.

Fuente: J. Pefiay A. Cabello. Tolerancia inmunolégica. 2003. P. 175




2. TOLERANCIA PERIFERICA

En el timo el proceso de deleccion de clones autorreactivas no puede ser exhaustivo
sopena de reducir draméticamente el repertorio de linfocitos T disponible para
responder a los antigenos ajenos, por lo que se mantienen en circulacion clones
capaces de reconocer antigenos propios de los tejidos "periféricos”. Se ha
demostrado por ejemplo la existencia en animales normales de clones capaces de
reconocer colageno tipo Il y proteina basica de la mielina, asi como receptores de
acetilcolina y antigenos de los islotes de Langerhans. Normalmente estos clones
autorreactivos no responden a los antigenos periféricos. Los mecanismos que
subyacen a esta “no respuesta especifica” son muy variados y entre ellos se incluyen

ignorancia clonal, anergia, deleccion, inhibicién y supresion.
B. TOLERANCIAB

Tal como se ha demostrado repetidamente en estudios del repertorio B, entre los
linfocitos B circulantes son muy numerosas las células capaces de reconocer
autoantigenos. Afortunadamente estos linfocitos B autorreactivos no se activan por si
solos ya que para la mayor parte de las respuestas, los linfocitos B requieren sefiales
(citocinas y contacto directo) de las células T cooperadoras (lo que denominamos
“ayuda T”) cuyo repertorio es mucho menos autorreactivo y estd mucho mas
regulado. Esta limitacidbn no es absoluta y de hecho falla cuando el sistema se
enfrenta a un autoantigeno que contiene (en la misma molécula o en moléculas
fisicamente asociadas) determinantes antigénicos B asociados a determinantes T no
propios (el caso de un farmaco unido a una proteina propia); la célula B autorreactiva
puede entonces recibir ayuda para producir autoanticuerpos de una célula T que

reconoce un epitopo ajeno.

La alta frecuencia de linfocitos B autorreactivos se explica porque éstos no sufren un
proceso de seleccidén negativa tan riguroso como el de los linfocitos T en el timo y de
hecho se ha postulado que la autorreactividad B -de baja afinidad- es normal.

Ademas la generacion de diversidad de los receptores (Ig) de los linfocitos B incluye




un mecanismo, la hiperrmutacion somatica, que actia en el curso de la respuesta
inmune y que expandiendo de nuevo el repertorio puede generar autoanticuerpos de
alta afinidad. Probablemente es por esta tendencia de las células B a la
autorreactividad, por lo que son necesarios mecanismos de deleccién clonal y de
anergia clonal de células B para asegurar un grado de tolerancia B. Al igual que en el
caso de las células T, la deleccion clonal parece ser el principal mecanismo de la

tolerancia central (es decir en la médula 6sea) y la anergia el de tolerancia periférica.

C. LINFOCITOS:

Hay tres poblaciones principales de linfocitos T maduros: citotoxicos (Tc),
colaboradores (Th, de helper) y reguladores o supresores (LTs, Treg). Todos
expresan el marcador CD3. Los citotéxicos expresan ademas CD8, los
colaboradores CD4. Existen varias clases de Th (por ej., Thl, Th2 y Thl7). Los Treg
pueden ser positivos para CD4 6 CD8 y deben caracterizarse con marcadores
adicionales. Los linfocitos T no reconocen los antigenos en su estado nativo (intacto)
sino epitopos procesados y presentados por células en moléculas del MHC. El
receptor de los linfocitos T (TCR) reconoce estos complejos. EI TCR es un
heterodimero con cadenas a3 6 yd (superfamilia de las inmunoglobulinas) unido no
covalentemente a cinco subunidades de CD3 llamadas v, 9, €, & y h. Las cadenas af3
y yd se unen al antigeno. El CD3 permite la insercion del TCR en la membrana e
interviene en los efectos intracelulares de la ocupacion del receptor. EI TCR de los Tc
se asocia con CD8 (cadenas af) y reconoce antigenos presentados por MHC de

clase I. EI TCR del LTh reconoce antigenos acoplados a MHC de clase Il.

(@) MADURACION DE LOS LINFOCITOS T EN EL TIMO

Los progenitores de linfocitos T llegan al timo, donde sufren procesos de migracion,
proliferacion, diferenciacion y seleccion antes de retornar a la sangre como células T
maduras.Los corpusculos de Hassal forman un subcompartimiento en la médula del

timo, donde las células epiteliales y dendriticas promueven el desarrollo de Treg.




Estas contribuyen a mantener la tolerancia hacia lo propio por la supresion activa de

la respuesta inmune.

La salida de los linfocitos T maduros desde el timo hacia la sangre también es un
proceso regulado por un gradiente del receptor tipo esfingosina-1-fosfato (S1P1), la
subregulacién de un receptor tipo lectina llamado CD69 y la expresion de la integrina
0531, entre otras sefiales. Los linfocitos egresados del timo son virgenes o ingenuos
(native) hasta encontrar antigenos en la periferia. Los linfocitos T maduros son 75 %
de los linfocitos de la sangre periférica, 90 % estan en la linfa, y 30 % se encuentran

en el bazo y los ganglios.

(b) ACTIVACION E’INHIBICION DE LOS LINFOCITOS T POR LAS
CELULAS DENDRITICAS

Para activarse, los linfocitos T virgenes requieren instrucciones especificas
proporcionadas principalmente por las Células dendriticas, lo que hace de éstas un
eslabon clave entre la inmunidad innata y adquirida. Cuando las Células dendriticas
entran en contacto con un patégeno, procesan sus antigenos y viajan por los vasos
linfaticos hacia un ganglio, en donde puede encontrar un linfocito T que reconozca el
epitopo presentado en la hendidura del MHC, de clase | para linfocitos CD8 o de

clase Il para linfocitos CDA4.

Las células dendriticas se localizan en la piel, las mucosas y los érganos linfoides
secundarios. Son cruciales para iniciar respuestas especificas a patdgenos o células
anormales (accién inmunogénica), y también para prevenir la reaccién contra lo
propio y contra antigenos exdgenos inofensivos (accion tolerogénica). La maduracion
de las Células dendriticas puede ser inducida por productos de microorganismos, por
linfocitos y neutrofilos, diversas citokinas, ligandos enddgenos por ej.,, HSP70

(proteina de golpe de calor 70) y por complejos inmunes antigeno-anticuerpo.




La via final comun de la maduracién involucra al NF-kB y lleva a la secrecién de
citokinas, que atraen fagocitos y linfocitos, y la expresibn de moléculas de

membranas co-estimuladoras, necesarias para actuar sobre los linfocitos.

Las células dendriticas envian a los linfocitos T varias sefiales en forma secuencial.
La primera sefal es la presentacién de moléculas de MHC con epitopos antigénicos,
cuya interaccion con los TCR inicia la formacién de un contacto duradero (horas) y
especializado entre la célula dendritica y el linfocito T, llamado sinapsis
inmunologica. La segunda sefial corresponde a moléculas de sefialamiento que
pueden ser co-estimulantes o co-inhibitorias, segun estimulen al linfocito a activarse
o impidan su activaciéon frente al antigeno presentado. La tercera sefial establece,
para los linfocitos T CD4, si el linfocito se diferenciara como Thl, Th2, Thl7 o Treg
(polarizacion funcional). La cuarta sefial estimula a los linfocitos a expresar
receptores de localizacién (homing receptors) que les permiten dirigirse a los tejidos

donde se hallé el antigeno y a tejidos similares.

Las células dendriticas es una poblacion heterogénea. Se clasifican en mieloides,
linfoides y plasmacitoides, que pueden distinguirse por marcadores de membrana.
Las células dendriticas mieloides tienden a localizarse en la zona marginal de la
pulpa blanca del bazo. Estimulan linfocitos T CD8 (citoliticos) y en condiciones
inflamatorias favorecen la diferenciacion de linfocitos T CD4 en LTh2, activando
factores de trascripcion caracteristicos como STAT-6, GATA-3 y c-maf. Las células
dendriticas linfoides activan a los linfocitos T CD8, pero promueven la diferenciacion
de los CD4 en LTh1 por activacion de los factores STAT-4 y T-bet. Finalmente, las
células dendriticas plasmacitoides participan en el mantenimiento de tolerancia
periférica induciendo Treg, aunque en ciertas condiciones favorecen la diferenciacion
de Th1l7 por activacion del factor de trascripcion RORyt. Las células dendriticas
plasmacitoides se caracterizan por responder especialmente a acidos nucleicos
microbianos y producir gran cantidad de IFN tipo | (como IFNa y ), ademas de IL-6 y
oTNF. Las citokinas predominantes producidas por las células dendriticas guian la
diferenciacion de los linfocitos T: IL-12 para Thl, IL-4 para Th2, y TGF-3 para Thl7y




Treg. En presencia de TGF-[3, la diferenciacion hacia Th17 es favorecida por la IL-6,

mientras que su ausencia lleva a Treg.

FIGURA 33.
Destino de los linfocitos Th segun las citokinas que acttan.
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VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

e Determinar el valor diagnostico de la prueba de Anticuerpos Reactivos a
Panel (PRA), en pacientes con antecedentes de transfusiones, embarazos, y
trasplantes previos, atendidos en el Instituto SELADIS del 2005 al 2007

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a la poblacién de estudio de acuerdo a su edad, género y

etiologia de la IRC, en el proceso de sensibilizacion.

» Caracterizar a la poblacion de pacientes de trasplante renal de acuerdo al

PRA porcentual

» Caracterizar a la poblacion de pacientes de trasplante renal de acuerdo al

PRA especifico.
* Relacionar el PRA porcentual y el PRA especifico

e Evaluar el comportamiento de los anticuerpos en pacientes

Hipersensibilizados.




VI. DISENO METODOLOGICO

A. DISENO DE INVESTIGACION:

Receptores de
Trasplante Renal:
Cross Match (+)

Factores Predisponentes de
Riesgo:
*Rechazo de un primer trasplante
*Embarazos mdltiples
*Transfusiones sanguineas

Determinaci

6n de Anticuerpos l

Anticuerpos reactivos a

Anticuerpos reactivos a panel

panel de células porcentual

de células especifico (PRA-

(PRA)

Determinar el titulo de
Anticuerpos de los isotipos
IgG e IgM

especifico)

Numero de Antigenos Numero de Antigenos
publicos privados

Reacciones cruzadas
entre Grupos GREC’s

Porcentaje de Anticuerpos del
isotipo 1gG




B. OBJETIVOS, ACCIONES Y DISENO DE LA INVESTIGACION:

OBJETIVOS
ESPECIFICOS

ACCIONES

INSTRUMENTO

Caracterizaciéon

de la poblacion

Revisar las estadisticas del
laboratorio de aquellos
pacientes que dieron Cross
Match Positivo (+).

- Historias Clinicas

- Investigacion documental

Organizar la informacion
segun los factores

desencadenantes.

- Prueba de Cross-Match
- transfusiones
- Embarazos multiples

- Transplante previos

Caracteristicas
de la

sensibilizacion

Delimitar por edad la

poblacion sensibilizada.

- Historia Clinica

Determinar la poblacion
tomando en cuenta la
recurrencia de enfermedades

genéticas

- Historia Clinica

Antigenos

Generados

Cuantificacion de Anticuerpos
en la poblacion de estudio
mediante la prueba del PRA
porcentual por la técnica del
CDC

-Reactivos de aislamiento

linfocitario.

-Técnica de Citotoxicidad
Dependiente de

Complemento

-Planillas de codificacion.




Cuantificacion de Anticuerpos
en la poblacion en estudio
mediante la prueba del PRA
especifico por la técnica de
ELISA

-Kit de ELISA especifico

-Planillas de codificaciéon de

Antigenos.

Determinar la
probabilidad de
contar con
donantes

adecuados

Determinar los Antigenos

presentes en el receptor

-Prueba del PRA especifico

Establecer el tipo de Antigeno

( publico y/o privado)

- Planillas del Kit de

antigenos

- Planillas de GREC's

Determinar el tipo de
Antigeno publico al cual se ha

sensibilizado el receptor

-Planillas del Kit de antigenos

C. POBLACION:

1. Criterios de inclusion:

La poblacién en estudio estaba conformada por todos los receptores de trasplante
gue dieron resultados de la prueba de Cross Match positivos o dudosos en multiples
determinaciones, los cuales solicitaron la prueba de Anticuerpos Reactivos a Panel
(PRA), siendo los antecedentes sensibilizantes, trasplantes previos, trasfusiones y

embarazos mdltiples, en los cuales se cuantificé la cantidad de anticuerpos anti-HLA

mediante la prueba del PRA.




2. Criterios de exclusioén:

-Se excluyeron del estudio a aquellas personas que presentaron enfermedades

autoinmunes como ser el LES, vasculitis y artritis reumatoidea.

-También se excluyeron a las personas que presentan enfermedades
infectocontagiosas como ser tuberculosis y chagas, que pueden presentar falsos

positivas por la estimulacién inmunolégica

-La personas con edad mayor a los 65 afios, por la presencia de cancer o presencia
de infecciones debido a la declinacion del sistema inmunoldgico.

D. MUESTRA:
1. CRITERIOS DE SELECCION.

En este estudio se determind la poblacidén por conveniencia, en virtud a que no existe

una cantidad de casos que permitan desarrollar un muestreo probabilistico.
E. HERRAMIENTAS:

Se disefio una hoja de recoleccion de datos que consta de: datos de identificacion,
antecedentes patologicos familiares, antecedentes familiares (lugar de nacimiento de
la familia), antecedentes personales no patologicos, antecedentes patoldgicos,

pruebas solicitadas.
F. TIPO DE ESTUDIO:
Se trata de un tipo de estudio longitudinal.

G. LUGAR DE ESTUDIO:




1. DESCRIPCION DEL AMBIENTE.

Este trabajo se realiz6 en el Instituto de Servicios de Laboratorio en Diagnéstico e
Investigacion en Salud “SELADIS”, que es parte de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimicas dependiente de la Universidad Mayor de San Andrés,
ubicado en la zona de Miraflores N°2224. Esta Infraestructura esta conformada por 7
pisos, area de recepcion de solicitud de pruebas, trabajo social, caja, seguridad a
cargo de un guardia en planta baja. En el primer piso esta ubicado la biblioteca de la
facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas, en el segundo piso se encuentra
el éarea administrativa que cuenta con las siguientes oficinas: secretaria,
documentacién y manejo de la red del sistema, la administracion, y direccion. En el
tercer piso esta conformado por tres laboratorios Bioquimica Clinica, Hematologia e
Inmunologia. En el cuarto piso esta conformado por los laboratorios de
endocrinologia, microbiologia clinica y microbiologia de alimentos. En el quinto piso
los laboratorios de Toxicologia y Bromatologia. En el sexto los laboratorios de
Biologia Molecular e Histocompatibilidad e Inmunogenetica. Por ultimo el séptimo

piso los laboratorios de Virologia y Parasitologia.
2. DESCRIPCION DEL AMBITO.

La parte experimental de este trabajo, se realizO en el Laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenetica que esta compuesta por una oficina donde se
ubica un equipo de computacion con conexion a Internet. El ambiente de
procesamiento de las muestras esta dividida en dos, el area de serologia para
diagnostico de enfermedades autoinmunes y la segunda que es para el
procesamiento para pruebas de tipificacion la cual esta conformada por 4 ambientes
para las pruebas de Biologia Molecular (cuarto blanco, cuarto azul, cuarto gris y el
cuarto negro), donde se va a desarrollar las diferentes etapas de procesamiento de

las muestras respectivas, también consta de un ambiente de cultivo celular.

H. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS.




1. MATERIALES:
Tubos colectores al vacié sin anticoagulante
Tubos colectores al vacié con anticoagulante Heparina
Tubos falcon de 15 ml.
Tubos falcon de 50 ml.
Tubos Eppendorf
Placas Terasaki de 72 pozos
Camara humeda
Crondmetro
Micropipetas de 10 ul.
Jeringas Terasaki simples de 80 ul
Jeringas Terasaki multiples de 80 y 400 ul
Camara de Neubawer

2. EQUIPOS:
Microscopio 6ptico “Olympus BH-2"
Microscopio de contraste de fases invertido “ Olympus CK2”
Macrocentrifuga “ Hetich Universal 32"
Microcentrifuga “Micro 32"
Campana de flujo Laminar “Gelaire Flow Laboratories BSB4A”
Estufa CO, “Tuttnauer Knott”

3. REACTIVOS:
Buffer PBS 1.5 M (pH 7.5)
RPMI 1640 pH 7.2
Complemento de conejo
Ditiotreitol (DTT) “Dil. 1:9”
Inmunoglobulina IgG anti-Kappa “27,08 mg/ml” (pH 7,71). Dil 5ul/495 ul RPMI.
Ficoll — Hypaque (densidad 1.077)




Eosina Y “5g/100ml” (pH 7.2-7.4)
Formaldehido tamponado ( pH 7.4)
Aceite mineral pesado
Azul tripan 0.2%
Anti D

l. METODOS.

1. AISLAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEARES A PARTIR DE
SANGRE PERIFERICA:

El aislamiento de células mononucleares, es la etapa mas importante debido a que
las pruebas que se realizan en el laboratorio de histocompatibilidad requieren de un
tipo particular de células de la sangre periférica. Este aislamiento y purificacion se
basa en propiedades intrinsecas y extrinsecas, respecto a cada componente. Entre
las propiedades intrinsecas se encuentra el tamafo, la densidad, viscosidad,
adhesividad y granularidad. Entre las extrinsecas estan la expresién de marcadores

de la superficie celular de receptores y capacidad fagocitica.

Una de las técnicas mas usadas actualmente en el laboratorio es la separacion de
células mononucleares de acuerdo a la densidad dada, usando ficoll-hypaque que
tiene una densidad de 1.077 g/ml. idéntica a los linfocitos y monocitos. Este reactivo
es una combinacién de un polimero de sacarosa de alto peso molecular (Ficoll) y un
compuesto organico iodinatado (diatrizoato de sodio; 3-5 bis acetilamino-2, 4, 6 acido

triyodobenzoico).

Los granulocitos y eritrocitos que tienen una mayor densidad, cuando se centrifuga la
sangre en el gradiente de ficoll-hypaque, pasan a través de este formando un
paquete en el fondo del tubo. Las plaquetas que tienen una densidad menor
permanecen en la fraccion plasmatica y los mononucleares se localizan en la
interfase. Cuando se quedan en la interfase algunas plaquetas se pueden eliminar

posteriormente centrifugando a una baja velocidad.




FIGURA 35.

Separacion de células mononucleares:
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a. PROTOCOLO

Se tomaron 10 ml de sangre en un tubo colector que contenia como anticoagulante
heparina sodica y se centrifugd a 1.100 r.p.m. por 10 minutos, luego se trasvasoé
aproximadamente 2 ml de la interfase plasma paquete globular a otro tubo e
inmediatamente se agrego 3 volumenes de Buffer PBS celular y se mezclé bien . En
casos de que los pacientes tengan una anemia muy pronunciada. Luego se agrego la
interface diluida a un tubo falcon de plastico de 15 ml que contenia previamente 3 ml
de Ficoll — Hypaque (densidad 1.077), de forma muy cuidadosa evitandose que se
mezcle y a continuacion se procedid a centrifugar a 1.550 r.p.m. por 20 minutos y
terminada la centrifugacion se tomo con una pipeta Pasteur, la interface en la que se
encuentran los leucocitos mononucleares y transfirid a otro tubo falcon de plastico de
15 ml., donde se agregd 5 volumenes de PBS celular y se centrifugo las células

obtenidas a 1.100 r.p.m. por 10 minutos, luego se volvié a resuspender el pellet de




células que contenia a los linfocitos en 10 ml de PBS celular, se repiti6 el lavado dos
veces mas en las mismas condiciones que se describié anteriormente. Finalmente
las células obtenidas se resuspendieron en aproximadamente 500 ul del medio de
cultivo RPMI 1.640 y se trasvaso6 a un tubo eppendorf de 1,5 ml, para que se realice

la etapa del ajuste celular.
2. AJUSTE DE LA CONCENTRACION CELULAR.

Se resuspendieron suavemente las células con ayuda de una pipeta Pasteur.
Mientras tanto en una placa de vidrio se realiz6 la dilucion volumen/volumen
aproximadamente 20 ul, de las células diluidas con RPMI y el colorante vital azul
tripan y se procedio a cargar en la camara de Neubauer donde se realizé el recuento
en los 2 reticulos empleados para globulos rojos y cada reticulo presenta 25
divisiones, de los cuales solo se toma en cuenta 5 divisiones al azar, este recuento
se leva a cabo con ayuda de un contador de células y a partir de una concentracion
inicial de células se realizd el ajuste celular ideal a 2,5x 10° cel/ml, utilizando la

siguiente formula:

VEx Cf =VixCi
Vi= (VixCi)
Cf

Cf = concentracion final deseada Ci = concentracion inicial

Vf = volumen final Vi = volumen inicial

Una vez que se realizé los célculos y de acuerdo a la concentracion celular, se
procedié de 2 maneras, si en el recuento se observo elevada concentracion celular,
se procedié a aumentar medio RPMI, en caso contrario si en el recuento se observo
una concentracion baja, se procederia a disminuir el medio RPMI para que de esta
forma se obtuviera una correcta concentracion determinada por la ASHI (The

American Society for Histocompatibility and Immunogenetics). ©°




(a) VIABILIDAD CELULAR

Para determinar la viabilidad celular se emplea la tincion con azul tripan al 2%. El
azul tripan es un coloide que se introduce en el interior de las células que presentan
rupturas en la membrana. Asi pues las células que aparecen en la imagen,
claramente de color azul, son consideradas no viables o muertas. Su uso en la
prueba de Cross-match es para identificar la viabilidad celular de los linfocitos totales
aislados con ficoll-hipaque y el reactivo de trabajo debe diluirse en las siguientes
proporciones: 10 ul de las células ajustadas al 2.5x10° cel/ ml con 10 ul de azul tripan
en una relacion vol/vol. Se debe realizar la cuantificacion en el cuadrante de los
glébulos rojos de la camara de new-bawer de reticulo brillante, la misma esta
subdividida en 25 cuadritos de los cuales se elige al azar 5 y se cuantifica las células,

se admite un 95% de viabilidad mayor a este valor puede ocasionar falsos positivos.

FIGURA 36.
Material y pasos que se deben tomar en cuenta para determinar la viabilidad celular.
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Fuente: www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/contajecelular.htm.2008.




FIGURA 37.
Cuadrantes de glébulos rojos donde se realiza el recuento celular y viabilidad para la

prueba de PRA porcentual.
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Fuente: www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/contajecelular.htm.2008.

3. PRUEBA CRUZADA CON AMPLIFICADOR (CROSS MATCH)
POR EL METODO DE MICROLINFOCITOTOXICIDAD DEPENDIENTE DEL

COMPLEMENTO (CDC- AHG).

Para esta prueba se procedio a trabajar con las células aisladas y en las que se

realizé el ajuste celular a una concentracién entre un intervalo de 2.0x10° a 2.5x10°

células/ml.

En una gradilla, se prepar6 6 tubos de hemolisis donde se realizd las
correspondientes diluciones en tres tubos, se preparo segun el siguiente orden
muestra pura, segundo tubo dilucion ¥z del suero con buffer PBS celular y en el tercer
tubo se realiza una dilucion %. En el los tres tubos restantes, se procedio de la
siguiente forma, en el primer tubo de hemolisis se realizé una dilucién 1/20
correspondiente al suero del receptor afiadiendo a su vez ditiotreitol (DTT) cuya
solucion stock de 1:9 con RPMI, que es un agente reductor, se mezclo e incubé por
30 minutos a 37°C, para degradar los puentes de sulfuro de las IgM poliméricas

fijadoras de complemento, para transformarlas en IgM monoméricas no fijadoras de



www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/contajecelular.htm.2008
www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/contajecelular.htm.2008

complemento. Después de transcurrido los 30 minutos, se hicieron diluciones %2 y %
del suero tratado con DTT y como diluyente se hizo uso de PBS-celular. En esta
técnica se uso placas de Terasaki de 72 pocillos nuevos sin ningun componente,
distribuidos en seis columnas y doce filas, se coloco a cada pocillo 8 ul de aceite
mineral pesado (para evitar la desecacién de la reaccién), luego con ayuda de una
jeringa de Terasaki se afladiéo 1 ul del suero control negativo en la columna A, 1 ul
del suero control positivo (suero de conejo antilinfocitario), en la columna F y 1 ul de
las diluciones de suero del paciente con y sin DDT % columna C, % columna B,

sueros sin diluir en la columna D y E (ver figura).

FIGURA 38.
Representacion esquematica del sembrado de sueros del receptor en una placa de

terasaki de 72 pocillos Cross Match, para linfocitos totales:
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Fuente: Representacion Esquematica de la manera de sembrado del suero del receptor en una placa Terasaki
de 72 pocillos.




Luego de afadir los sueros correspondientes de acuerdo al orden planteado en el
esquema anterior se procedid a colocar con una jeringa de Terasaki, en cada pocillo
1 ul de las células del donante, ajustadas a 2 x10° células/ml, y se verificé que todos
los pocillos contengan la cantidad deseada de células, caso contrario se debe
aumentar células al pozo respectivo. Luego se incub6 por 30 minutos a temperatura
ambiente para permitir la reaccién antigeno anticuerpo. Después de la incubacion, se
centrifugo la placa a 1.000 r.p.m. por 5 minutos. A la parte de la placa que lleva el
amplificador, se retir6 con mucho cuidado el sobrenadante de cada micropozo, luego
se agrego 2 ul del amplificador diluido en RPMI (inmunoglobulina IgG anti Kappa), y
se realiz6 dos lavados con 2 ul de RPMI, a continuacion se deshecho el
sobrenadante y se coloc6 a toda la placa 5 ul de complemento de conejo
(previamente descongelado en hielo), excepto en la fila E se incubd por una hora a
temperatura ambiente. Finalmente se agrego a cada pozo 5 ul de “eosina Y* y luego
5 ul de formaldehido tamponado a pH 7.4, inmediatamente se coloc6 en camara

hameda, se esperd por lo menos 1 hora, antes de leer los resultados.

La interpretacion de los resultados se hizo con la plantilla de los antisueros,
evaluando la cantidad de células muertas de acuerdo al puntaje (1, 2, 4 y 8),
establecido por la ASHI (The American Society for Histocompatibility and
Immunogenetics).La interpretacion del porcentaje de mortalidad propuesto por el
ASHI que se aplica a las pruebas serolégicas basadas en la Microlinfocitotoxicidad
Dependiente de Complemento, es el siguiente de acuerdo a una escala. 3
FIGURA 39.

Score de calificaciéon para el porcentaje de células muertas

% células muertas escala Interpretacion
0-10 1 Negativo
11- 20 2 Dudoso
21- 50 4 Débilmente positivo
51- 80 6 Positivo
81- 100 8 Fuertemente positivo
0 No significante




Fuente: ASHI procedure manual.®® Interpretacion del porcentaje de mortalidad propuesto por el ASHI que se

aplica a las pruebas serolégicas basadas en la microlinfocitotoxicidad dependiente de complemento.

a) Control de calidad del Cross-match.

El control de calidad depende de la calidad de los controles internos que se elaboran

y se titulan en forma adecuada para su utilizacion.

El control positivo de la prueba dependiente de complemento, se obtiene mediante la
sensibilizacion a un conejo con linfocitos humanos de acuerdo a un protocolo de
sensibilizacion, el cual nos proporcionara suero de conejo antilinfocitario, el mismo
debera dar un 100% de citotoxicidad, el cual se verifico hasta una diluciéon de 1:32
cuyo diluyente era el PBS celular y para su conservacion debe realizarse una previa
dilucion 1:2 con glicerina p.a. Para evitar la inactivacion y contaminacion con

bacterias y hongos se guarda a - 20°C.

El control negativo, se obtiene a partir de donantes varones con caracteristicas
aparentemente sanos, los mismos no deben pasar por efectos sensibilizantes y el
suero debe verificarse previa utilizacién en una prueba cruzada conjuntamente con el
anterior control negativo donde se debe observar a través del microscopio invertido
un maximo de 10% de mortalidad celular para poder catalogarlo como un buen

control y su conservacion es de forma idéntica a la del control positivo.

El complemento de conejo, debe ser obtenido de uno que no pas6 por efectos
sensibilizantes para evitar que presente citotoxicidad previa utilizacion y comparacion
con uno anterior, solo debe descongelarse una vez para evitar falsos negativos por
inactivacion de componentes termolébiles. Debe evitarse que los otros reactivos a
ser utilizados en la prueba, estén contaminados para que los datos a obtenerse sean
confiables. Si es posible debe ser absorbido con células humanas para eliminar

anticuerpos de reaccion cruzada.




4. PRUEBA DE ANTICUERPOS REACTIVOS A PANEL DE
CELULAS EN PORCENTAJE (PRA %).

Inicialmente se procedié a tomar muestras de sangre a los donantes voluntarios que
presentaron ciertas caracteristicas con relacion al grupo sanguineo y lugar de
procedencia, a continuacion se realiz6 el aislamiento y ajuste de concentracién de los
linfocitos totales de la forma antes mencionada. Por otra parte, se tomd muestra
(suero), del receptor y se tomo una alicuota de esta para hacer el tratamiento con
DTT para diferenciar los diferentes isotipos de anticuerpos presentes en la muestra

del receptor.

Se utilizaron placas de Terasaki donde se coloco 8 ul aceite mineral pesado para
evitar la desecacion de la placa, posteriormente se procedié a afiadir los sueros de
los controles, la muestra en un volumen de 1 ul Control Negativo a la columna A, 1 ul
del Control Positivo en la columna F, 1 ul de la muestra sin diluir a las columnas D y
E, la dilucién % del suero a la columna C y la dilucion ¥ a la columna B, en todos los
pozos de acuerdo al esquema descrito. A continuacion se coloca las células
ajustadas de los donantes de acuerdo al esquema determinado previamente,
esperamos unos 10 minutos, se observd mediante microscopio invertido la
concentraciéon de las células en cada pozo e incubamos por 30 minutos a
temperatura ambiente, a continuacion se colocé complemento de conejo previamente
descongelado en hielo y depositamos a cada pozo 5 ul para posteriormente
encubarlos por una hora a temperatura ambiente. Finalmente se procedié a parar la
reaccion con 5 ul de “eosina Y” e inmediatamente con 5 ul de formaldehido
tamponado de pH 7.4 y se esperd un tiempo de por lo menos 2 horas antes de leer

las placas.

Los resultados se plantearan de acuerdo a los reglamentos de ASHI en una escala

determinada; De la misma forma se procedio con las placas con DTT-suero.




FIGURA 40.

Representacion esquemaética del sembrado de sueros del receptor en seis placas de

Terasaki de 432 pocillos para la prueba del PRA porcentual:

* A B C D E F A B C D E F

A (G 2N (G (D A O A () |-y -y 1 1 1

2 2 2 2 3 3 3 2 2 2 3 3 3
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9 16 (16 (16 |17 |17 |17 16 (16 (16 |17 |17 |17

10 |18 |18 |18 (19 (19 |19 18 |18 (18 |19 |19 (19

11 |20 |20 |20 (21 |21 |21 20 (20 |20 |21 |21 |21

12 |22 |22 |22 |(+) [(+) |(+) 22 122 (22 |(+) |(+) |[(+)

SIN-DTT CON-DTT

A, B, C (1): Suero control negativo A, B, C (1): Suero control negativo

D, E, F (1): Suero del paciente D, E, F (1): Suero del paciente - DTT

A, B, C, D, E, F (2 al 11): Suero del paciente |A, B, C, D, E, F (2 al 11): Suero del paciente-

A, B, C (12): Suero del paciente DTT

D, E, F (12): Suero control positivo A, B, C (12): Suero del paciente-DTT

(-): Se colocan células al azar del panel de|D, E, F (12): Suero control positivo

donantes. (-): Se colocan células al azar del panel de

Pozos (1-22): Representan los lugares en los|donantes.

cuales se colocan las células del panel. Pozos (1-22): Representan los lugares en los
cuales se colocan las células del panel.

Fuente: Esquema elaborado en el Laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenetica del Instituto SELADIS —

UMSA por el Dr. Fernando Sosa.




a) Control de calidad del PRA porcentual

El control de calidad utilizado para la prueba del PRA porcentual, es de las mismas
caracteristicas utilizadas en el Cross-match, tanto su obtencion, titulacion y
conservacion antes de ser usados previamente, pero se debe tomar en cuenta que

cada placa tiene sus controles positivos y negativos correspondientes.

5. TECNICA DE ANTICUERPOS REACTIVOS A PANEL DE
CELULAS ESPECIFICO Quik ID Class | (PRA ESPECIFICO):

En esta técnica primero se atemperé los reactivos, a continuacion se preparo 140 ml
del buffer de lavado (14 ml del buffer concentrado + 126 ml de H20). Luego se
procedid a diluir la muestra de suero del paciente de la siguiente manera: 550 ul del
suero del paciente + 1650 ul del diluyente de muestra que esta listo para usar y los

controles se diluyeron de la siguiente manera:

REACTIVO PARA 1 MUESTRA PARA 2 MUESTRAS
CONTROL NEGATIVO 75 ul 150 ul
Diluyente de muestra 225 ul 450 ul

300 ul (total) 600 ul (total)
CONTROL POSITIVO 17,5 ul 35 ul
Diluyente de muestra 52,5 ul 105 ul

70 ul (total) 140 ul (total)

Las placas de ELISA que vienen en el Kit, cada una es para dos pacientes por tanto
se protegio las tiras que no se utilizaron en la placa, se coloco a los pocillos 250 ul de
la solucion de lavado y se incub6 de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente. Luego
del tiempo transcurrido se secaron los pocillos sobre un papel absorbente, a
continuacion se afiadié 50 ul de la muestra, 50 ul de los controles previamente

diluidos a cada pocillo y se incubé de 40 a 45 minutos en una estufa a 37°C, la




muestra también se incluye al pocillo NA. (Excepto al designado como blanco).De

acuerdo con el siguiente esquema.

G B R O
N = Control Negativo
P = Control Positivo A 17 33 N
B =Blanco B 18 34 N
NA =No Antigeno C 19 35 | N
Letras para los colores: D 20 36 N
Y = Amarillo E 21 37 | P
G = Verde F 22 38 | NA
G 23 39
B = Azul
, H 24 40
P = Pdrpura
2 3 5
R =Rojo

O = Anaranjado

Luego de la incubacion se procedié con los lavados de 3 a 4 veces, con 250 ul del
buffer de lavados, secandose en un papel absorbente e inmediatamente, se preparé
el conjugado de la siguiente manera: Se tomo 25 ul del conjugado y se agrego 2.475
ul del diluyente de muestra (1/100); una vez preparado se afiadio 50 ul del conjugado
a cada pocillo (Excepto al designado como blanco), y se incub6 de 40 a 45 minutos
en una estufa a 37°C, luego se procedid a realizar un nuevo lavado de la misma
forma que la anterior de 3 a 4 veces, con 250 ul del buffer de lavados, secandose
con un papel absorbente. Previamente el substrato del conjugado se preparéd de la
siguiente manera: se disolvio el p-nitrofenil fosfato (PNPP), liofilizado en 500 ul de
agua destilada desionizada; luego se tomo 50 ul del PNPP diluido y se le agrego
4950 ul del buffer del substrato (1/100), y se procedid a protegerlo de la luz. Una vez
preparado se sembrd 100 ul de la solucion de p-nitrofenil fosfato (PNPP) diluida a
todos los pocillos excepto al designado como blanco, se incubo en la obscuridad por
30 minutos a temperatura ambiente una vez terminado el tiempo de incubacion, se
afiadié 100 ul de la solucion de parada a todos los pocillos incluyendo al pocillo

blanco, finalmente se hizo la lectura a la absorbancia de 405 6 410 nm, usando un




filtro de referencia de 490 nm, cuando no se realiza la lectura en el instante se

mantiene la placa en la oscuridad no por mas de 30 minutos.

a. CONTROL DE CALIDAD DEL PRA-ESPECIFICO HLA -
CLASE |

El Kit tiene sus propios controles de calidad interno que presenten las siguientes

caracteristicas:

El control negativo debe dar una densidad 6ptica (D.O.) < a 0,225

El control positivo debe dar un densidad 6ptica ( D.O.) = a 0,900

b. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

La obtencion e interpretacion de los resultados se realizé primeramente con el

célculo del valor de cut-off de la siguiente manera:

Promedio de los controles negativos Factor de ajuste

(A, B, C & D de la tiras naranjas x 2 x del background = Valor del cut-off por cada pozo

El factor de ajuste de Background, varia de acuerdo a la tipificacion HLA clase | que
se les realiz6 a los 40 donantes con caracteristicas de inclusion definidas por el
fabricante del producto, y que es caracteristico de cada uno los cuales estan
distribuidos en cada pozo; es decir que los Antigenos especificos de cada donante
estan pegados en la base de los pocillos de la placa, cuyo detalle de la tipificacion se
encuentra en anexos, una vez realizado el calculo para cada factor, se coloca en la
tabla los valores de las lecturas en la columna de muestra, luego se procede a
realizar el calculo de diferencia que es la muestra menos el cutt-off, estos resultados
se colocan en la columna de diferencia que se encuentra a lado de la columna de la

muestra, procedemos a realizar un analisis de cada uno, si el valor de diferencia es




mayor a la del cutt-off, se considera como una muestra positiva; es decir que ese
paciente se encuentra sensibilizado contra esos antigenos especificos, el cual
debemos a su vez analizar los grupos de reaccion cruzada. Una vez analizado estos
resultados realizamos también el calculo del porcentaje del PRA, para anticuerpos

del isotipo 1gG, segun la siguiente formula:

% PRA = # de resultados positivos x 100 %

# de pozos que contienen

Antigenos HLA clase |

J. Analisis estadistico:

Para el analisis de procedimientos estadisticos, se utilizé la estadistica

descriptiva.




VIIl. RESULTADOS.

La poblacion que solicitd Prueba Cruzada (Cross Match) durante el periodo de
tiempo del estudio fue de 222 pacientes, de los cuales 27 dieron resultados positivos,
pero solo incorporaron a este estudio todos los pacientes que asistieron al laboratorio
de Histocompatibilidad e Inmunogenética solicitando la realizacion de la prueba PRA

los cuales fueron un total de 12 pacientes con antecedentes de sensibilizacion.

GRAFICO 1.

Etiologia de la insuficiencia renal cronica en receptores de trasplante renal, que

asistieron al instituto seladis, del 2005 al 2007.

) | |
Etiologia Desconocida [ l l ’ ' |l].?‘\c-|
Diabetes |l 1 lll%,l}%l
Anemia 2,3%
Preeclamsia L,—|_| | 6,7% |
Enfermedades ] ( I 9 5%
Autoinmunitarias ] I |
Factores Geneticos L‘—'_| 7,2%
Presionalta |l 1 I I '
Infecciones recurrentes |/J - — I |19,8%|
0,0% 5,0% 10,0% 15,0% 20,0% 25,0% 30,0%

La Insuficiencia Renal Cronica (IRC), es una enfermedad terminal que afecta a
cualquier persona, la misma puede ser originada por muchos factores y de la
poblacion total que solicitaron la prueba cruzada se observé mayor frecuencia en los
siguientes casos: presion alta con el 29.8%, las infecciones recurrentes con 19.8%, la
diabetes con el 13.0% y muchas de las personas desconocen el origen de la

patologia que es equivalente al 11.7%.




GRAFICO 2.

Distribucion del género en pacientes que solicitaron la prueba de Reaccién cruzada,
en el Instituto SELADIS, del 2005 al 2010.
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En el grafico 2 se observo la diferencia en relacion a la frecuencia con respecto al
género donde la proporcibn es de 7:5 entre mujeres y hombres, poblacién
determinada del total de pacientes que solicitaron la prueba de reaccién cruzada de

un total de 222 receptores.




GRAFICO 3

Distribucion etérea de los pacientes sensibilizados que asistieron y solicitaron la
prueba de Reaccion Cruzada en el Instituto SELADIS, del 2005 al 2010.
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En el grafico 3 se muestra el intervalo de edad mas frecuente de pacientes

sensibilizados que se encuentra en el rango de 36 a 45 afios.




GRAFICO 4.

Grado de sensibilizacién en pacientes con antecedentes de embarazos mudltiples,
transfusiones sanguineas y transplantes previos en pacientes que asistieron al
instituto seladis, del 2005 al 2010
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Porcentaje de sensibilizacion

En el grafico 4; se muestran los porcentajes de sensibilizacién que pueden presentar
los pacientes sensibilizados ya sea por transfusiones, embarazos y trasplantes
previos en la cual se destaca que los pacientes que han hecho rechazo al primer
trasplante tienen un mayor grado de sensibilizacion. Los datos plasmados en el

grafico son de 27 pacientes que presentaban Cross- Match positivo.




En la tabla 1 y 2 se muestran de manera general el porcentaje de sensibilizacion
obtenido por todos los pacientes involucrados en este estudio indistintamente de la
causa de sensibilizacion en el cual se destacan 2 casos (Paciente 2 y Paciente 10)
en los cuales se ha obtenido altos porcentajes de sensibilizacion, PRA% del 97% y

89% respectivamente.

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos para el porcentaje de
sensibilizacion debido a la presencia de anticuerpos de tipo IgG. En el cual se han
clasificado como fuertemente positivos “+++” para 1gG (% de mortalidad mayor a
80%); positivos “++” (% de mortalidad de 60-80%); débilmente positivo “+” (% de
mortalidad 40-60%) y dudoso “+/-“(% de mortalidad 20-40%).

En cuanto al analisis de los resultados fuertemente Positivos “+++" se obtuvo 3 casos
en lo que habia un porcentaje de positividad mayor a 8% de positividad con un

promedio general para todos los pacientes de 2.9%.

En cuanto a los resultados positivos “++” de todos los pacientes participantes en el
estudio, todos presentaban un promedio de 19% de positividad con valores

extremos de 2% y 38%.

En cuanto a los resultados débilmente positivos “+” de todos los pacientes
participantes en el estudio se obtuvo un promedio de positivos de 13% con valores
extremos de 0% y 25%.

En cuanto a los resultados dudosos “+/-“de todos los pacientes participantes en el
estudio se obtuvo un promedio de 12% entre los cuales se destaca el paciente 2 que
presentaba un 60% de resultados dudosos para IgG.




TABLA 1

INMUNOGLOBULINA DE TIPO I1gG

° ~| o % DE % DE FUERTEMENTE | POSITIVO | DEBILMENTE | DUDOSO r
D | CAUSA DE| & | & NEGATIVIDAD POSITIVO POSITIVO <
S | SENSIBILIZACION o | £ | SENSIBILIZACION o R
S Z 06 TOTAL () (+++) (++) +) (+) | B2
1 |Transfusiones 60 | M 55% 45% 0% 17% 0% 0% 17%
2 |Rechazo previo 35| F 97% 3% 0% 34% 0% 60% 94%
3 |Rechazo previo 3| F 53% 47% 0% 24% 0% 11% 35%
4 |Rechazo previo 30| M 73% 27% 0% 37% 22% 4% 63%
5 |Rechazo previo 60 | F 63% 37% 9% 15% 25% 8% 56%
6 |Rechazo previo 60 | M 59% 41% 0% 25% 13% 3% 41%
7 |Rechazo previo 60 | M 63% 37% 0% 19% 20% 8% 47%
8 |Rechazo previo 60 | F 37% 63% 0% 5% 8% 14% 27%
10 |Rechazo previo 60 | M 89% 8% 18% 38% 21% 6% 83%
11 | Rechazo previo 60 | F 37% 63% 0% 2% 10% 13% 25%
12 | Rechazo previo 60 | F 65% 45% 8% 12% 20% 5% 45%
9 EFSE?,TZ‘?S 60 | F 43% 56% 0% 2% 15% 10% | 27%
61% 39% 3% 19% 13% 12%




En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para el porcentaje de
sensibilizacion debido a la presencia de anticuerpos de tipo IgM, en el cual se han
clasificado como fuertemente positivo para IgM (+++) {% de mortalidad mayor a
80%}; positivo (++){% mortalidad 60 a 80 %}; Deébilmente positivo(+){% de
mortalidad de 40 a 60%}; y Dudoso(+/-){% de mortalidad de 20 a 40 %}.

En cuanto a los resultados Fuertemente positivos (+++) de todos los pacientes

participantes en el estudio, ninguno presenté positividad en este nivel.

En cuanto a los resultados positivos (++) de todos los pacientes participantes en el
estudio, se obtuvo sélo en 4 en los que habia un porcentaje mayor a 3% de

positividad con un promedio de 2.2%.

En cuanto a los resultados débilmente positivos (+) de todos los pacientes
participantes en el estudio se obtuvo sélo 6 en los que habia un porcentaje mayor a

2% de positividad con un promedio de 2.0%.

En cuanto a los resultados dudosos (+/-) de todos los pacientes participantes en el
estudio se obtuvo so6lo 10 en los que habia un porcentaje mayor al 3 % con un

promedio de 9.0%.




TABLA 2

Porcentaje de sensibilizacion con Anticuerpos IgM a través de la prueba de Anticuerpos Reactivos a Panel (PRA)

S lcausa  oE|eduke| o] w e | e | UERIEATE | POSTV | PEALMETE ouosa |
S o

S |SENSIBILIZACION | e | 2| SOt = E
®) o | © (-) (+++) (++) (+) (+-) | 2E
1 |Transfusiones 60 | M 55% 45% 0% 10% 13% 15% | 38%
2 |Rechazo previo 35 | F 97% 3% 0% 0% 0% 3% 3%
3 | Rechazo previo 35 | F 53% 47% 0% 3% 0% 15% 18%
4 |Rechazo previo 30 | M 73% 27% 0% 0% 0% 0% 10%
5 |Rechazo previo 60 | F 63% 37% 0% 5% 2% 0% 7%
6 |Rechazo previo 60 | M 59% 41% 0% 8% 2% 8% 18%
7 |Rechazo previo 60 | M 63% 37% 0% 0% 0% 16% 16%
8 |Rechazo previo 60 | F 37% 63% 0% 0% 3% 7% 10%
10 |Rechazo previo 60 | M 89% 8% 0% 0% 0% 6% 6%
11 |Rechazo previo 60 | F 37% 63% 0% 0% 2% 10% | 12%
12 |Rechazo previo 60 | F 65% 45% 0% 0% 5% 15% | 20%
9 |Embarazos multiples 60 | F 43% 56% 0% 0% 0% 17% 17%

61% 39% 0% 2% 2% 9%




GRAFICO 5.

Intervalos de porcentaje de correlacion entre ambas técnicas para la deteccion de
anticuerpos del isotipo IgG en pacientes sensibilizados, que asistieron al Instituto
SELADIS, 2005 al 2010
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En el grafico 5, se puede observar que no existe correlacion de ambas técnicas del
CDC y ELISA, por tanto no existe significancia estadistica (p > 0,05), es decir que no
se podria comparar ambas técnicas, al menos que se realice modificaciones en la
técnica de CDC.




GRAFICO 6.

Porcentaje de sensibilizacion en los pacientes detectados por ambos métodos:
El método del complemento (CDC) y el método del ensayo inmunoenzimatico

(ELISA), por cada paciente sensibilizado, durante el 2005 al 2010.
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En el Grafico 6 se muestran los resultados obtenidos por ambos métodos
(citotoxicidad dependiente de complemento y el método inmunoenzimatico) en los
cuales se observaron que de los 7 pacientes PRA% y PRA-especifico al mismo
tiempo soélo en 2 casos ha existido correlacion (Paciente 1 y Paciente 2) y en los
otros 5 hubo una diferencia significativa entre los resultados obtenidos por ambos
métodos.




TABLA 3

Epitopes involucrados en el proceso de sensibilizacién en el paciente 1 con

caracteristicas de multiples transfusiones sanguineas.

Epitopes del 7C Epitopes del 8C Epitopes del 12 C Epitopes de grupo
B13 13 27p
B60 40 27p
B61 40 27 p
B47 47 27p
B8 8 7p
B59 8 7p
B41 41 P
B48 48 7p
B81 7 7p
B8 8 p 8p
B41 41 7p 12p
B60 40 p 12p

En la presente tabla se observa los epitopes a los cuales se ha sensibilizado el
paciente 1, después de las mdultiples transfusiones sanguineas ya que los paquetes
completos transfundidos presentan plaquetas que expresan Antigenos HLA clase I.
Y se realiz6 el analisis para determinar hacia que Antigenos HLA estaban dirigidos
los Anticuerpos involucrados en el proceso de sensibilizacion. Para el paciente 1 se
determiné que los anticuerpos estaban dirigidos contra los Antigenos del grupo
CREG 7C especialmente los determinantes antigénicos denominados 7p y 27p, los
mismos son posiciones antigénicas del HLA que poseen estos determinantes. En
este paciente el PRA porcentual fue de 17% y PRA especifico de 13%.




TABLA 4.

Epitopes involucrados en el proceso de sensibilizacion en el paciente 2 con

caracteristicas de rechazo previo de transplante.

A23, A24,A25, A32

Epitopes | B13, B27, B37, B38, B44, B47, B49, B51, B52, B53, B57, B58, B59,
Bw4 B63, B77.

B7, B8, B18, B35, B39, B41, B42, B45, B46, B48, B50, B54, B55, B60,
Epitopes
Bw6 B61, B62, B64, B65, B67, B71, B72, B73, B75, B76, B78, B81, B82.

Se realiz6 el andlisis para determinar hacia que Antigenos HLA estaban dirigidos los
Anticuerpos involucrados en el proceso de sensibilizacion .Para el paciente 2 se
determind que los anticuerpos estaban dirigidos contra los Epitopes Bw4 y Bw6. En
este paciente el PRA porcentual fue de 94% y PRA especifico de 100%.




TABLAS.

Epitopes involucrados en el proceso de sensibilizacion en el paciente 4 con

caracteristicas de rechazo previo de trasplante.

Epitopes del 7 CREG Epitope de grupo
B60 40 27p

Epitopes del 12 CREG Epitope de grupo
B37 37 12p 5p
B60 40 12p p

Se realiz6 el andlisis para determinar hacia que Antigenos HLA estaban dirigidos los
Anticuerpos involucrados en el proceso de sensibilizacion .Para el paciente 4 se
determino que los anticuerpos estaban dirigidos contra los Antigenos del grupo
CREG 7Cy 12 C especialmente los determinantes antigénicos denominados 7p, 12p
y 27p y cuyos antigenos HLA que poseen estos determinantes son los observados
en la tabla superior. En este paciente el PRA porcentual fue de 63% y PRA

especifico de 5%.




TABLAG6

Epitopes involucrados en el proceso de sensibilizacion en el paciente 10 con

caracteristicas de rechazo previo de transplante.

Epitopes del 2 CREG Epitope de grupo
A2 2 9p 28p
A24 9 9p
Epitopes del 1 CREG Epitope de grupo
A24 9 9p 1p
Epitopes del 7 CREG Epitope de grupo
B48 48 7P
Epitopes del 8 CREG Epitope de grupo
B65 14 8p

Se hizo el andlisis para determinar hacia que Antigenos HLA estaban dirigidos los
Anticuerpos involucrados en el proceso de sensibilizacion .Para el paciente 10 y se
determiné que los anticuerpos estaban dirigidos contra los Antigenos del grupo
CREG 1C, 2C, 7C y 8C especialmente los determinantes antigénicos denominados
9p antigenos HLA que poseen determinantes descritos en la tabla superior. En este

paciente el PRA porcentual fue de 83% y PRA especifico de 2.5%.




TABLA 7.

Seguimiento del comportamiento de los niveles de anticuerpos preformados en el
proceso de sensibilizacion por transfusiones en el caso del paciente 1 por el PRA

porcentual.
- —
PACIENTE FECHA IgG  IgM #Sensibilidad

Total
1 05-sep-05  12%  48% 60%
1 08-sep-05 0%  41% 50%
1 06-may-06  33%  20% 53%
1 03-feb-07  43%  26% 68%

GRAFICA 7.

Control del porcentaje de anticuerpos preformados en el paciente 1

desde el 2005 al 2007
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Se realizé un analisis del control del nivel de anticuerpos preformados de los isotipos
lgG e IgM por la técnica del PRA%, en el proceso de sensibilizacién por

transfusiones sanguineas durante el seguimiento del paciente 1.

GRAFICO 8.

Seguimiento del comportamiento de los niveles de anticuerpos preformados en el
proceso de sensibilizacion por rechazo previo de transplante en el caso del paciente

5 por el PRA porcentual.
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Se realizé un andlisis del control de nivel de anticuerpos preformados de los isotipos
lgG e IgM por la técnica del PRA%, en el proceso de sensibilizacion por rechazo

previo de transplante en el seguimiento del paciente 5




IX. DISCUSION

El trasplante renal mejora la calidad de vida de los receptores renales, ya que
permite una recuperacion del estado endocrino y funcién renal. En Europa se han
reportado alrededor de 2000 receptores de trasplante renal con Anticuerpos
Reactivos a Panel (PRA) mayor al 15% lo que impide que estos pacientes puedan
acceder a un trasplante. “? De acuerdo a datos proporcionados por el Ministerio de
Salud y Deportes, en Bolivia los valores de casos con Insuficiencia Renal Crénica
(IRC) se estan incrementando debido a varios factores desencadenantes como ser la
presion alta, infecciones recurrentes, diabetes, enfermedades autoinmunitarias,

factores genéticos, pre-eclampsia, anemia y etiologia desconocida.

El trasplante renal se hizo factible, aunque hubo trabajos experimentales previos, a
partir de 1954, cuando se realiz6 el primer trasplante con éxito en Boston entre

s 434y en procesos posteriores, con refinamientos de la técnica y

gemelos idéntico
la inmunosupresion se logré6 emplear donantes no necesariamente idénticos, asi
como la utilizacién de 6rganos de donante cadaver. Pero, debemos tomar en cuenta
gue los esquemas de inmunosupresiéon que se deben utilizar son de costo muy
elevado no todos los pacientes tienen la posibilidad de acceder a los mismos. Por
tanto, la mayoria de estos pacientes prefieren optar por seguir con sus hemodialisis

hasta que el porcentaje de anticuerpos disminuya en forma natural.

Hoy en dia el 30% de los trasplantes se esta realizando con donante vivo, debido
principalmente por la escasez de drganos (rifiones). Y se observd que menos del
25% de los posibles donantes cadavéricos pueden ser utilizados, debido a diferentes
factores como ser socioecondmicos, culturales y religiosos, y a través de la
comunicacion verbal del Dr. Vaca Diez, Santa Cruz-Bolivia, se hace cada vez dificil
encontrar donantes de 6rganos

Actualmente se esta motivando en algunos centros el empleo de donante vivo no
emparentado analizando ampliamente el gabinete de pruebas clinicas vy

laboratoriales correspondientes para acortar el tiempo de espera delos receptores.




Por otro lado el seguimiento de acuerdo a lo establecido por el Ministerio de Salud y
Deportes (MSD) sugiere que los donantes deben ser constantemente controlados a
largo plazo debido a que estos donantes presentan hipertension arterial “®, los
donantes hipertensos no deberian ser escogidos como donantes por que antes y
después de la nefrectomia pueden sufrir alteraciones ©®®, se debe tomar en cuenta
muchos factores para elegir un donante adecuado. En nuestro medio aun se debe
concientizar a las personas para ser donantes por tanto debe realizarse un arduo

trabajo de Promocion y Prevencion con respecto a la IRC.

Recientemente es una préactica habitual el trasplante renal para asignar los 6rganos a
receptores sin tener en consideracion el grado de compatibilidad HLA sélo con el

cross-match.

La probabilidad al azar de aceptacién de un injerto renal es extremadamente baja,
debido al alto polimorfismo del sistema HLA. Por ello, el analisis de los resultados del
trasplante renal en relacion al grado de compatibilidad debe ser meticuloso obrando
con destreza y conocimiento acerca del Sistema Antigeno leucocitario Humano
sugiriendo actualizaciones constantes del personal para la interpretacion de los

resultados obtenidos.®V

Entre las causas mas poderosas y duraderas de sensibilizacion a los antigenos HLA
estan el embarazo y el hecho de que un injerto previo hubiese sido rechazado
inmunoldgicamente en menos de un afo. Las transfusiones son, en general, menos
potentes en sentido del proceso de sensibilizacién, aunque estas fueron mas
numerosas antes del uso de la eritropoyetina, pero si se superponen a un embarazo
anterior o a un temprano rechazo inmunolégico del injerto, lo que puede potenciar
enormemente el grado de sensibilizacién. ¢

En 1989 en Canada en el hospital central de cirugia, hubo una supervivencia del

injerto menor a 45 dias en la cual el antigeno incompatible fue duplicado junto con




un cross-match positivo y actual negativo fue para el receptor catastréfico debido a
la presencia de autoanticuerpos clase Il (HLA-DR) generados en el primer trasplante.
Se debe realizar en todos los centros de tipificacion un control de calidad interno y
externo en relaciéon a las técnicas aplicadas donde debera ser un a exigencia realizar
el PRA-especifico Clase I y II. %

En el presente estudio la causas mas frecuente (29,8%) de Insuficiencia Renal
Cronica Terminal (IRCT) para la solicitud del cross-match fue la presién alta. Entre
las causas secundarias se pueden mencionar las infecciones recurrentes (19.8%),
cuyas causas pudieron ser infecciones mal curadas como ocurre con las causadas
con las faringitis y/o resfriados, ademas de infecciones constantes de tipo urinaria y/o
genital, que se reactivan en forma constante. Seguida de las infecciones la Diabetes
tipo Il también genera IRTC en 13% segun los datos otorgados por el Programa
Nacional de Salud Renal del Ministerio de Salud y Deportes.

En nuestra poblacion el 9.5% de las insuficiencias renales son causadas por
enfermedades autoinmunitarias como es el caso del LES. El 7.2% son caracterizados
por su etiologia genética como en los quistes renales. El 6.7% se ha detectado en
mujeres que han sufrido pre eclampsia (directamente relacionada con la presion alta)
y otro factor en la anemia con el 2.3%. Sin embargo, se desconoce la causa de la
IRTC en un 11.7%.

En cuanto a la frecuencia de IRTC en los dos géneros, se presenta una diferencias
estadisticamente significativa en mayor incidencia en mujeres (58%), esta
sensibilizacion indica que las mujeres son mas predispuestas debido a diferentes
factores como ser los mdultiples embarazos (considerando al feto un injerto), la
presencia de Antigenos HLA-Clase | en los espermatozoides, provocaria la
produccion de anticuerpos. Por otro lado se debe tomar en cuenta que las mujeres
sufren cambios hormonales desde el momento en que se inicia su ciclo menstrual y
en edad avanzada, la menopausia.

Respecto al género masculino el 40%, es un elevado porcentaje, de la misma
manera podria deberse a infecciones mal curadas y/o constantes, prostatitis no

identificada a tiempo que puede ocasionar dafio a nivel renal hasta llegar a IRC.




En resumen, se debe tomar en cuenta que los trasplantes previos son mas
sensibilizantes que las trasfusiones sanguineas y embarazos mdltiples, esto debido
al rechazo cronico que podria lograrse al existir una compatibilidad de 50% a 75%,
esto sugiere la existencia de Antigenos extrafilos en el nuevo Organo que
ocasionarian la produccion de Anticuerpos en forma tardia o aguda dependiendo de
la expresion antigénica.

En cuanto a la edad de los pacientes que solicitaron la prueba cruzada se observo
una mayor frecuencia de sensibilizacién en el intervalo de 36 a 45 afios de edad, que

representa una etapa activa y productiva de las personas.

En la tabla 1, se denota que principal causa de sensibilizacién en relacién a la
produccion del isotipo 1gG es el rechazo previo a anterior transplante, seguido de
transfusiones y embarazos multiples, todos estos casos presentan porcentajes de
sensibilizacion mayores del 15% (el maximo limite establecido para optar un
transplante segun ASHI), observandose un rango de 37 a 97%, estos mismos
resultados se obtuvieron en estudios previos con mayor tamafio poblacional (J.M.2
Hospital de Barcelona.2008). La alta sensibilizacion puede deberse a que el ensayo
cross match esté captando anticuerpos anti-HLA y no HLA, lo que
sobredimensionaria estos resultados, por otro lado, también la manutencion de
niveles séricos de anticuerpos de fase cronica por largos periodos (20 afios). Estos
altos valores de sensibilizacion darian lugar a sugerir la no intervencién ya que
provocaria un rechazo hiperagudo.

Los valores de sensibilizacion obtenidos por el método Citotoxicidad Dependiente de
Complemento (CDC) no pueden correlacionarse porque los donantes no son
tipificados (seleccion al azar) y el método Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) no
guarda las frecuencias génicas propias del acervo genético de nuestra poblacién, por
lo que no se tipifican todos los alelos circulantes.

Segun la tabla 2, se denota un rango de 37 a 97% de sensibilizacion por IgM que
son Anticuerpos de fase aguda y estan presentes un lapso de tiempo de 1 a 3

meses generalmente son provocados por infecciones o inflamaciones, por tanto es




necesario esperar aproximadamente este lapso de tiempo para realizar la prueba
CDC ya que puede existir una equivocada interpretacion de los resultados
presentados debido representaria un sesgo en condiciones agudas.

En el analisis realizado con el paciente 1 se detecté anticuerpos preformados contra
el grupo 7C (GRECs 7C) cuyos epitopes son el 7p y 27p, que pueden provocar una
reaccion de rechazo y se deberia proceder a realizarse el PRA especifico para
determinar hacia los antigenos HLA a los cuales el paciente se ha sensibilizado y
definir un adecuado donante con el cual no exista rechazo por la presencia de
anticuerpos.

El seguimiento de porcentaje de anticuerpos de los isotipos IgG e IgM tanto para el
paciente 1 y 5, presentaron una disminucién lenta en el transcurso de 2 a 3 afios,
s6lo del 5%, esto podria explicarse debido a que ambos pacientes a estado con
constantes transfusiones sanguineas debido a la anemia que presentan y también al
porcentaje de anticuerpos detectado por tanto se deberd proceder con fuerte
esquema inmunosupresor para que estos pacientes puedan optar a una mejor
calidad de vida con un trasplante. En el caso del paciente 1 se observo que el
porcentaje de anticuerpos hay estado en disminucion en el lapso de los 2 afios pero
en el tercer control del PRA se ha visto una elevada produccion de anticuerpos esto
podria deberse a que el paciente se ha expuesto nuevamente a transfusiones
sanguineas.

En el paciente 4 y 10 se determino que los grupos de reaccion cruzada que provocan
la reaccién de rechazo agudo o crénico pertenecen al 7C,8C,12C,1C,y 2C cuyos
epitopes son el 9p,7p,8p,28p,12p y 27 p. Por tanto se debe tomar en cuenta esto
cuando se realice la eleccion del donante.

En el paciente 2, analizado en la tabla 7 se detectaron anticuerpos contra epitopes
Bw4 y Bw6 y se caracterizan por la posicién de los aminoacidos en su estructura y
acompafian a los diferentes alelos HLA-B, por lo que representa una sensibilizacion
alta y siendo el mas polimoérfico, el hallazgo de un donante es mas dificil y con la

complicacion de aplicacion de esquemas de inmunosupresion mas enérgicos




IX. CONCLUSION

El valor diagnostico de la prueba Anticuerpos reactivos a Panel ha demostrado su
importancia, debido a que es capaz de proporcionar datos numeéricos porcentuales
del nivel de sensibilizacion del receptor por los diferentes factores desencadenantes.
Pudiendo ser un pardmetro util en la decision de trasplante, tomado como
antecedentes las transfusiones sanguineas, los multiples embarazos y los previos

trasplantes.

La poblacién con mayor frecuencia de insuficiencia renal esta en el rango de 36 a 45
afos, edad en que las personas tienen mayor actividad econémica, social y familiar.
El género mas afectado es el de las mujeres con el 58% que en su mayoria se ha
observado que son afectadas por la presion alta de acuerdo a los datos obtenidos en

el Instituto SELADIS en base a sus historias clinicas.

La prueba de Anticuerpos Reactivos a Panel (PRA) se justifica después de realizada
la prueba del cross-match previo resultado positivo por la presencia de anticuerpos

preformados indicativo de sensibilizacion y mal pronostico para ir a trasplante renal.

De acuerdo a lo observado, no hay correlacion entre los dos métodos aplicados para
ser utilizados en la prueba del PRA: CDC y ELISA. Por lo que se sugiere establecer
paneles de antigenos HLA de la poblacion local, para determinar el acervo genético

de los alelos involucrados en la sensibilizacion.

De acuerdo al seguimiento realizado en pacientes sensibilizados se ha observado
que el comportamiento de los anticuerpos sélo tuvo una disminucion del 5% en
periodos de tiempo de 6 meses a un afo por tanto no es suficiente para que vayan

trasplante y mejorar su calidad de vida.




Xl. SUGERENCIAS

En el proceso del desarrollo del presente trabajo se ha observado que es de gran
importancia la realizacion de estudios, donde se realicen la tipificacion de nuestro
acervo poblacional para determinar las caracteristicas de cada lugar, y de esta forma

poder encontrar donantes adecuados para receptores que necesitan de los mismos.

A su vez se debe realizar paneles de antigenos para la correcta determinacion de los
grupos de reaccion cruzada y la adecuada determinacion de la sensibilizacién de los

pacientes hacia los antigenos publicos o privados de la poblacién.

Se debe crear propuestas para poder solventar estas pruebas y ser de esta forma
mas accesibles a todos aquellos que lo necesitan
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