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TEXTO COMPLETO

INTRODUCCION

Los avances en el conocimiento de los mecanismos que intervienen en el alorreconocimiento
y en los elementos efectores de la respuesta inmunitaria, asi como de los mecanismos de
inmunorregulacién, han consolidado el trasplante renal. En este contexto, el sistema
principal de histocompatibilidad y la respuesta humoral han adquirido un peso muy
importante en el prondstico del trasplante.

INMUNOBIOLOGIA DEL TRASPLANTE Sistema principal de histocompatibilidad

Los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), ademas de presentar
antigenos a los linfocitos T, son los encargados de identificar las células del organismo y
diferenciarlas de las extranas, funcionando como una especie de documento de identidad de
cada célula. El elevado polimorfismo genético del CMH permite un gran nimero de
combinaciones de estas moléculas, y la probabilidad de que dos individuos tengan los
mismos determinantes antigénicos es extremadamente baja. Los genes que codifican las
proteinas que forman este sistema antigénico en el ser humano (antigeno leucocitario
humano [human leukocyte antigen, HLA]) estan en el cromosoma 6. Los mas relevantes
codifican dos tipos de antigenos con distinta funcién bioldgica: los de clase I (locus A, By C)
y los de clase II (locus DR, DP y DQ). Los antigenos de clase I aparecen en casi todas las
células nucleadas del organismo, en tanto que los de clase II se limitan a las células
encargadas de la presentacion de antigenos: linfocitos B, macrofagos y células dendriticas,
principalmente. Las moléculas de clase I se especializan en presentar los péptidos
procesados a los linfocitos T CD8, mientras que las de clase II los presentan a los CDA4.
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La traduccién de cada gen del sistema HLA da lugar a una proteina homogénea en la que se
intercalan algunas regiones muy variables y polimorficas que reciben el nombre de epitopos
y que se comportan como aloantigenos. Cada epitopo o combinacién de epitopos es
especifico de cada alelo, pero algunos alelos de los distintos loci pueden compartir epitopos.
Estos motivos compartidos explican las relaciones que tienen entre si determinadas
especificidades (divisiones o splits, grupos de reaccion cruzada, antigenos publicos) y deben
tenerse en cuenta en la interpretacion de los estudios de anticuerpos y en la seleccién de
donantes. Mas recientemente se ha descrito la estructura tridimensional de los antigenos
HLA y las secuencias aminoacidicas lo que ha permitido definir sus bases estructurales. De
este modo, lo que comienza a proponerse actualmente es que mas que el polimorfismo a
nivel alélico del HLA se consideren los residuos polimérficos de aminoacidos en la superficie
del HLA con capacidad inmunogénica y que pueden ser desencadenantes de la respuesta
humoral frente al injerto. Es lo que se conoce como eplets, que vienen a ser los epitopos del
HLA reconocidos por las regiones determinantes de complementaridad (CDR) de los
anticuerpos.

Reconocimiento antigénico y activacion de la respuesta inmunitaria

Salvo en los casos de gemelos HLA idénticos, en los que las células del injerto son
reconocidas como propias, la puesta en contacto del paciente con el injerto activara el
sistema inmunitario, que reconocera a las células extraias y las destruira. Esta activacion
es tanto mas intensa cuanto mayor es la disparidad inmunoldgica de la pareja
donante/receptor. La sensibilizacidon previa especifica del receptor contra las células del
donante puede dar lugar a una destruccién inmediata del injerto (rechazo hiperagudo) a
través de mecanismos humorales (anticuerpos anti-HLA) en los que interviene la activacion
del complemento.

La destruccion de un aloinjerto por el sistema inmunitario del receptor tiene lugar en dos
fases bien diferenciadas [1]: una fase inicial en la que se produce el reconocimiento de las
células del injerto como extrafias (fase de reconocimiento o fase de induccién de la
respuesta) y una segunda fase en la que se produce la activacion de los mecanismos de
destruccion del injerto (fase efectora).

Las primeras células del receptor que tienen contacto con el injerto son las células
presentadoras de antigenos (CPA: células dendriticas, macréfagos y células endoteliales),
que adquieren y procesan los aloantigenos del donante ensambléndolos junto con moléculas
del CMH del receptor en la superficie celular para su presentacion a los linfocitos T del
receptor, que los reconoce mediante su receptor de células T (T cell receptor [TCR]). Esta es
la sefial principal del reconocimiento antigénico por la via indirecta. Para que se lleve a
cabo el proceso de reconocimiento antigénico (sefial coestimuladora o segunda sefial) se
necesita otra sefial accesoria, que consiste en la union de la molécula CD28 del linfocito T
con la molécula B7 de la CPA. Ademas, existe otro tipo de alorreconocimiento por la via
directa, mediante la cual las células T del receptor reconocen directamente los antigenos sin
procesar del CMH expresados en la superficie de las CPA del donante. La via directa parece
actuar preferentemente en las fases iniciales del trasplante y seria responsable del rechazo
agudo, mientras que la indirecta lo hace en fases mas tardias y tendria un papel mas
relevante en el rechazo cronico [2].



La generacion de una sefial principal y secundaria correctas induce la sintesis por el
linfocito T de interleucina 2 (IL-2) y otras citocinas, asi como la expresion del receptor de la
IL-2 (IL-2R) en su superficie, lo que permite la expansién clonal de los linfocitos
alorreactivos. Segun las condiciones locales en que se encuentre el injerto y las sistémicas
del receptor, la respuesta aloinmunitaria se dirigira a un tipo de respuesta T helper (Th)
CD4+. Asi, las respuestas Th1 y Th17, caracterizadas por la secrecion de interferén gamma
(IFN-g) e IL-17, respectivamente, favorecen la respuesta celular citotdxica, mientras que la
respuesta Th2, definida por la secrecién principalmente de IL-4, facilita el rechazo humoral
por aloanticuerpos. No obstante, los mecanismos inflamatorios propios de la respuesta
Th1/Th17 también pueden favorecer el rechazo humoral. En el rechazo crénico parece cada
vez mas relevante el papel de los anticuerpos anti-HLA [3]. Finalmente, se reconoce que
existe un balance entre las respuestas efectoras frente al injerto comentadas y las
respuestas supresoras y/o reguladoras, como las células T reguladoras, capaces de suprimir
la respuesta inmune por diversos mecanismos de accion.

ESTUDIOS INMUNOLOGICOS DEL DONANTE Y DEL RECEPTOR DEL TRASPLANTE RENAL
Tipificacién HLA

En el caso del trasplante renal, la determinacion de los antigenos HLA en donante y
receptor es obligatoria, dada la relacion incuestionable entre su compatibilidad y la
evolucion del injerto con independencia de cualquier otro factor: la supervivencia del injerto
a largo plazo disminuye cuanto mayor es el nimero de incompatibilidades HLA (Figura 1).

El tipaje HLA solia determinarse mediante métodos serolégicos pero cada dia mas se
imponen los métodos moleculares que permiten una mayor definicidén a nivel alélico, lo cual

cobra especial relevancia en el manejo del rechazo humoral [4].

Métodos seroldgicos

La tipificacion por métodos seroldgicos consiste en la determinacion de los alelos del
sistema HLA que se expresan en un individuo. Clasicamente se realizaba incubando las
células (linfocitos) del receptor con sueros que contenian anticuerpos contra especificidades
HLA conocidas. Tras la adicién de complemento de conejo, se produce la lisis de las células
con aquellos sueros que contengan anticuerpos especificos contra los determinantes
antigénicos que expresen en su superficie (prueba de microlinfocitotoxicidad de

Terasaki) (Figura 2). Un analisis detallado (utilizando varios sueros) de aquellos que
producen lisis celular y de los que no la producen permite averiguar los determinantes
antigénicos que muestran las células del individuo. Para estudiar los antigenos de clase II de
los locus DR y DQ hay que separar los linfocitos B del resto, puesto que son los tnicos que

expresan HLA de clase II. La técnica seroldgica es barata y rapida, pero practicamente se
ha abandonado en la rutina.

Analisis del ADN (métodos moleculares)

Con la metodologia de la reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction
[PCR]) es posible definir un mayor nimero de especificidades y con mayor grado de
resolucion en trasplante que con los métodos seroldgicos. Aunque hasta la fecha se ha
empleado el nivel de resolucion equivalente al seroldgico (2 digitos: por ejemplo, HLA-
A*02), la mayor resolucion del tipaje molecular esta ganando importancia dado el papel
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creciente de los anticuerpos anti-HLA en la evolucion del injerto renal [5]. Por ello, esta
practicamente aceptado aumentar la resolucion a 4 digitos (diferencias de aminodacidos a
nivel de alelos), especialmente en el caso de pacientes hipersensibilizados (Figura 3) .

Las técnicas moleculares se centran en los exones polimoérficos 2 y 3 del HLA-I y en el exén
2 del HLA-II. Los métodos moleculares se dividen en tres tipos seguin se basen en sitios de
restriccion (secuencias reconocidas por los sitios de restriccion o PCR-RFLP), en secuencias
especificas o en la conformacion de la molécula de acido desoxirribonucléico (ADN). En el
caso del trasplante renal, las técnicas mas empleadas actualmente son las basadas en
secuencias especificas (PCR-SSP y, sobre todo, PCR-SSO). Sus grandes ventajas son su
rapidez, sencillez y reproducibilidad. Las basadas en secuenciacion, como la NGS (Next
Generation Sequencing), introducidas ya en todos los laboratorios de inmunologia del pais,
se emplean en situaciones complejas de hipersensibilizados y en trasplante de médula

osea [6][7]1[8].

La PCR-SSP (sequence specific primer) utiliza cebadores que contienen secuencias
complementarias de secuencias especificas de las especificidades HLA conocidas. Se
pueden emplear multiples pares de cebadores de forma independiente con la misma

muestra de ADN (Figura 4). Esta técnica se emplea fundamentalmente durante el tipaje
realizado en la alarma de trasplante puesto que es réapida y permite trabajar con la muestra
individual del donante. L.a adaptacion de la PCR-SSP que mads se emplea en el momento
actual es la qPCR o PCR a tiempo real. La PCR-SSO (sequence specific oligonucleotide)
amplifica todo el locus donde se encuentran los exones de HL.A-1 y HLA-II por PCR.
Posteriormente, ese ADN se hibrida con sondas de oligonucledtidos marcadas en un soporte

sdlido (PCR-SSO directa). En los ultimos afios se ha adaptado la tecnologia Luminex al tipaje
HILA. Se trata de una variante de los test de fase sélida (ver mas adelante): las microesferas
de Luminex llevan fijadas las sondas de ADN caracteristicas. Tras la amplificacién por PCR,
el ADN problema se hibrida a una microesfera, y queda marcado con un

fluorocromo (Figura 5). Dado que cada microesfera del test tiene un color especifico, la
combinacidn del color especifico de la esfera y del fluorocromo del ADN permite la lectura
mediante un citdmetro de flujo, la cual serd interpretada por el programa de tipaje [9]. La

PCR-SSO se ha adaptado para permitir un tipaje HLA en un tiempo equivalente a la PCR-
SSP y actualmente se esta implantando también durante las alarmas de trasplante.

Compatibilidad HLA entre el donante y el receptor

Una vez obtenido el tipaje HLA del donante y del receptor se puede definir el grado de
compatibilidad HLA entre ambos. A mayor compatibilidad (niumero de identidades) menor
riesgo de respuesta inmune del receptor contra el érgano [10]. El nimero de
incompatibilidades del donante que se introducen en el receptor con el 6rgano (antigenos
no compatibles) es importante porque definira el riesgo y el tipo de sensibilizacion humoral
contra el donante en caso de que se produzca.

En general se persigue la compatibilidad en los loci A, B, C, DR, DP y DQ a nivel genérico,
pero no alélico. Las principales razones son:

* Escaso tiempo entre la extraccion del érgano y el trasplante para poder hacer un
tipaje de mayor resolucion.
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 El nimero de pacientes en lista de espera es suficientemente bajo como para
conseguir encontrar suficiente nimero de receptores compatibles a nivel alélico.

Sin embargo, ante el reconocimiento cada vez mas frecuente de especificidades de
anticuerpos anti-HLA dirigidos frente a HLA-C y -DQ, se consideran ya los 6 loci.

Las pruebas anti-HLA mediante la técnica SAB (Single Antigen Bead), que se explican mas
adelante, permiten una alta resolucién en la deteccion de anticuerpos, identificando
reacciones contra epitopos compartidos (CREGs) y eplets, incluso frente a moléculas HLA
no incluidas directamente en el panel de andlisis. Esta capacidad ha impulsado un cambio
hacia el analisis del mismatch o incompatibilidad molecular (MM) entre donante y receptor

[11].

El MM molecular busca evaluar con mayor precision la compatibilidad inmunoldgica, pero
para aplicarlo correctamente se necesita tipificacion HLA de alta resolucion (HR), algo que
no siempre esta disponible, especialmente en donantes fallecidos. Para compensarlo,
existen herramientas de imputacion online como Haplostats, HLA-EMMA y Easy-HLA,
aunque su precision puede verse afectada por la etnia del paciente.

Se han desarrollado diversos algoritmos para estimar el MM molecular:

. PIRCHE: predice epitopos reconocibles indirectamente por células T.
. HLA Matchmaker: analiza disparidad de eplets (respuesta de células B).
. HLA-EMMA: compara aminoacidos accesibles.

Distintos trabajos han mostrado como la disparidad de eplets de clase II (>11 eplets HLA-
DR/DQ) se asocia a un mayor riesgo de generar anticuerpos donante-especificos de novo
(dnDSA). No obstante, ain existen dudas metodoldgicas y falta de consenso sobre cémo
calcular estos riesgos y qué eplets tienen relevancia clinica real.

A pesar de estas limitaciones, se considera que el uso del MM molecular podria:

. Reducir el riesgo de rechazo y de pérdida del injerto.
. Disminuir la sensibilizacion del paciente.
. Optimizar la asignaciéon de érganos.

Sin embargo, se requieren mas estudios clinicos longitudinales y una validacion
estandarizada para implementar estos métodos de forma segura en la practica clinica.

Deteccion de anticuerpos circulantes

Los pacientes en lista de espera de trasplante renal deben ser objeto de un estudio
periddico (trimestral y ante cualquier evento sensibilizante) para detectar la existencia y, en
su caso, las especificidades y la evolucion de los titulos de anticuerpos anti-HLA, lo que
resulta imprescindible para un correcto manejo de estos pacientes a la hora de realizar el
trasplante. La deteccidn y caracterizacion de anticuerpos aumenta las posibilidades de éxito



del trasplante, pero a la vez, cuantos mas anticuerpos detectemos (especificidades
prohibidas), méas se reducen las posibilidades de encontrar un donante compatible. Por
tanto, nos movemos en un estrecho equilibrio entre la sensibilidad (que permite detectar el
maximo nimero de anticuerpos en el receptor, y mejorar la supervivencia del injerto) y la
especificidad (que permite caracterizar aquellos anticuerpos con verdadera relevancia
clinica) [12]. Los nuevos métodos de caracterizacion de anticuerpos anti-HLA, como
Luminex, han introducido cierta confusion a la hora de tomar decisiones clinicas. A
continuacion, se destacan los datos practicos para la interpretacién de estos resultados.

Deteccion de anticuerpos por citotoxicidad

La deteccidn de anticuerpos se ha realizado tradicionalmente basandose en la prueba de
microlinfocitotoxicidad de Terasaki. Debe enfrentarse el suero a un panel de linfocitos
representativo de la poblacidon general (lo cual supone un minimo de 20 donantes diferentes,
y preferiblemente entre 30 y 50). De esta forma se puede determinar el nimero de donantes
contra el que reacciona el suero, lo que se denomina porcentaje de reactividad contra panel
(panel reactive antibodies [PRA]).

La aparicién de anticuerpos anti-HLA es, en la mayoria de los casos, consecuencia de
transfusiones sanguineas (o de derivados), embarazos (o abortos) o, cada dia mas frecuente,
trasplantes previos fracasados. Cuando el suero del receptor reacciona contra mas del
50-75% de los linfocitos del panel se considera que el paciente esta hiperinmunizado, una
situacion que marca significativamente el prondstico de un futuro trasplante. Estos
pacientes tienen menos posibilidades de trasplantarse (es decir, de encontrar un donante en
el que la prueba cruzada sea negativa), menor supervivencia del injerto en caso de
realizarse un trasplante y menor supervivencia del paciente. Dada la importancia de esta
situacion, se precisa una evaluacién periodica del suero de los posibles receptores en busca
de estos anticuerpos, asi como estudios adicionales tras estimulos antigénicos,
fundamentalmente transfusiones sanguineas (a los 15-30 dias de realizarlas). Es importante
tener en cuenta que cuando un paciente desarrolla anticuerpos contra un estimulo
antigénico, como una transfusion, aunque estos desaparezcan en 1 6 2 meses seguira
existiendo la memoria inmunoldgica y por tanto el riesgo sera mas elevado que el de un
paciente que nunca haya desarrollado anticuerpos. De ahi la importancia de determinar
anticuerpos siempre tras cualquier estimulo alogénico de los mencionados anteriormente.

El PRA empleado hasta hace pocos afios se basaba en la prueba clasica de citotoxicidad.
Actualmente, se emplea el PRA calculado (cPRA) en funcion de los resultados de las
especificidades detectadas con el Luminex (ver mas adelante). EI cPRA se basa en antigenos
HLA prohibidos, identificados por la presencia de anticuerpos anti-HLA en el suero de los
receptores en lista de espera. Se calcula a partir de las frecuencias de antigenos HLA de la
poblacién y representa el porcentaje de los posibles donantes de riidn que expresan al
menos uno de los antigenos prohibidos [13].

Ademas del numero de donantes contra el que reacciona un suero, es necesario conocer la
maxima dilucién a la que siguen actuando dichos anticuerpos, es decir, su titulo. Cuando un
anticuerpo se presenta a titulos altos reacciona no sélo contra el antigeno contra el que va
dirigido, sino también contra otros antigenos que muestran cierta similitud a nivel
molecular (a nivel de epitopos, lo que se conoce como grupos de reaccion cruzada). S6lo



cuando desciende el titulo de anticuerpos y se reducen estas reacciones cruzadas se limita
su espectro de reactividad. En esta situacion, es posible definir las especificidades
antigénicas que deben ser evitados si se pretende realizar un trasplante.

La técnica de linfocitotoxicidad ha sido reemplazada por las técnicas de fase sélida (excepto
para la prueba cruzada), que veremos a continuacion, las cuales, aunque son sensiblemente
mas caras permiten una mayor rapidez en la obtencion de los resultados y, sobre todo,
mayor sensibilidad y mejor caracterizacion de los anticuerpos presentes en el suero. Aunque
se han venido empleando ensayos como el ELISA, solo se explica aqui la técnica de luminex

Deteccion de anticuerpos por citometria de flujo

Esta técnica detecta la presencia de anticuerpos anti-HLA mediante el uso de anticuerpos
frente a inmunoglobulinas humanas conjugados a fluorocromos, sin necesidad de que el
complemento se fije. El empleo de fluorescencia hace a esta técnica mucho mas sensible
que la de la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) clasica. En un principio, este
método utilizaba, como en la CDC, un panel de linfocitos T (clase I) y B (clase II). Pero para
evitar la dependencia de linfocitos, se han desarrollado sistemas basados en microparticulas
de poliestireno que llevan fijadas en su superficie moléculas HLA de clase I o II. Aunque
existen métodos con microparticulas para emplear en un citdmetro convencional, la
tecnologia de citometria implantada en los laboratorios de histocompatibilidad desde 2003
es la automatizada del Luminex® por su reproducibilidad y sensibilidad. Se basa en el
empleo de una suspension de 100 microparticulas al mismo tiempo con una mezcla de
fluorocromos, que llevan en su superficie moléculas HLA purificadas a partir de lineas
celulares linfoblasticas. Los anticuerpos anti-HLA se fijan a la molécula HLA
correspondiente y se ponen de manifiesto mediante una inmunoglobulina anti-IgG, marcada
con un fluorocromo. Cuando la solucién de particulas pasa por el citdmetro, los haces de
laser revelan por una parte el fluorocromo (sefial positiva) y por otra el color de la
microesfera al que estd asociado (especificidad). El sistema informéatico asociado interpreta
estas sefiales, emitiendo un resultado de presencia o ausencia de anticuerpos anti-HLA [14].
Existen diversos reactivos Luminex, tanto para el escrutinio de anticuerpos (determinar
unicamente si existen anticuerpos contra clase I o contra clase II); como para el estudio de
las especificidades (contra qué antigenos concretos van dirigidos). De este modo, en un solo
tubo podemos realizar estudios complejos de forma semiautomatica.

Una ventaja de la citometria de flujo es que permite cuantificar objetivamente la
concentracién de los anticuerpos anti-HLA mediante la intensidad media de fluorescencia
que alcanza el suero (mean fluorescence intensity [MFI]). Esto, por tanto, seria algo similar
(aunque no igual) al titulo de anticuerpos que se obtiene haciendo diluciones en los estudios
clasicos de linfocitotoxicidad. Se supone que cuanto mas alto sea el MFI de un anticuerpo,
mayores posibilidades de que ese anticuerpo sea dafino para el injerto. Sin embargo, el
gran problema en la actualidad es que no existe un criterio comun entre los diferentes
laboratorios para definir qué nivel de anticuerpos (MFI) es relevante y cual no lo es, de
forma que cada laboratorio tiene que establecer su punto de corte de MFI (que puede
oscilar entre 500 y 3000 aproximadamente) [15]. En realidad, el resultado que aporta
Luminex no es dicotdmico (negativo/positivo) y depende en gran medida de condiciones del
laboratorio. A pesar de este problema aun por resolver, el Luminex se ha convertido hoy en
dia en el estandar en la mayoria de los laboratorios de histocompatibilidad. En un



documento resumen de la metodologia Luminex y los parametros empleados en los
laboratorios de Inmunologia de Espaiia, el punto de corte mas frecuentemente empleado
para definir una positividad result6 ser de 1500 MFI [16]. En todo caso, la consideracion de
positividad/negatividad no s6lo depende de la MFI, sino también del contexto clinico y del
riesgo asumible a sufrir un rechazo mediado por anticuerpos. Mas bien, en el caso de un
paciente hipersensibilizado, se tiene en cuenta el descenso de las MFI en los tratamientos
desensibilizantes pretrasplante.

El Luminex permite conocer de forma muy detallada cuales son las especificidades
antigénicas contra las que reacciona el receptor (antigenos prohibidos) y cuales contra las
que no reacciona (antigenos permitidos), definiendo muy claramente qué donantes podrian
ser compatibles con el receptor a priori, incluso antes de hacer la prueba cruzada [17]. En
ocasiones, un nivel elevado de anticuerpos anti-HLA puede dar un resultado negativo de
Luminex por el denominado efecto prozona en el que el exceso de anticuerpo anti-HLA
impide la formacion del complejo con las microesferas con el antigeno HLA en infravaloren
el nivel de anticuerpos anti-HLA.

La gran cantidad de informacion que aporta Luminex, que resulta en la deteccion de
numerosos anticuerpos, puede complicar la seleccidn de donantes [18]. Para solventar esta
situacion se han desarrollado programas informaticos (p. Ej. HLA Matchmaker) basados en
el andlisis de los epitopos caracteristicos de cada molécula de HLA (eplets comentados
anteriormente), y las caracteristicas de los anticuerpos detectados por Luminex [19]. Asi,
podemos precisar el grado de compatibilidad que existe entre los epitopos del donante, los
del receptor y las especificidades de los anticuerpos presentes en Luminex, lo cual ayuda a
mejorar las busquedas de donantes para pacientes polisensibilizados [20].

Prueba cruzada

La prueba cruzada consiste en el analisis de la sensibilizacion humoral especifica del
receptor contra el donante. Esta técnica, basada también en la prueba de
microlinfocitotoxicidad de Terasaki e instaurada a mediados de la década de 1960, es
obligatoria antes de la realizacion del trasplante. Con ella se consiguié reducir la frecuencia
de rechazo hiperagudo hasta valores minimos.

Prueba cruzada clasica por citotoxicidad

En esencia, esta prueba consiste en la incubacién de suero del receptor con linfocitos del
donante; si se produce la lisis celular (tras la incubacién con complemento de conejo) se
interpreta que existen anticuerpos en el suero del receptor especificos contra el donante y
un riesgo elevado de rechazo hiperagudo. Esta situacién se considera una contraindicaciéon
absoluta para la realizacion del trasplante. Habitualmente la prueba se lleva a cabo con el
suero que histéricamente haya mostrado una mayor reactividad y con el mas reciente,
congelados previamente. Cabe la posibilidad de que exista reactividad en sueros recogidos
un tiempo atras, sin que pueda detectarse en sueros mas recientes. Esta situacion, que se
suele definir como prueba cruzada historica positiva y actual negativa tiene una especial
significacion y su interpretacion es discutida, aunque en general puede aceptarse la
realizacion del trasplante cuando la prueba cruzada con suero actual es negativa y se
detecta reactividad en sueros antiguos de mas de un afo.



La CDC clasica al emplear linfocitos (mayoritariamente linfocitos T que expresan HLA-I pero
no HLA-II), pueden no detectar los anticuerpos anti-HLA-II. Para evitarlo, se puede emplear
la CDC con linfocitos T (HLA-I) y con linfocitos B (HLA-II) separados previamente mediante
aislamiento magnético con anticuerpos.

En ocasiones pueden existir anticuerpos no linfocitotoxicos (que no producen una prueba
cruzada positiva) que sean nocivos para el injerto. Esto puede ser debido a la existencia de
anticuerpos anti-HLA no fijadores de complemento, frente a HLA no reconocidos y/o de baja
afinidad, o a la de diferentes anticuerpos no dirigidos contra el sistema HLA, entre los
cuales los mas importantes son los anticuerpos dirigidos contra el sistema antigénico
endotelio-monocitico. Entre estos anticuerpos han adquirido importancia los anticuerpos
anti-MICA. MICA codifica en la misma region del cromosoma 6 humano que HLA y también
es polimdrfico, por lo que funciona como un aloantigeno, capaz de generar una
alorrespuesta humoral [21]. Sin embargo, sélo se expresa en células endoteliales,
especialmente tras activacion, por lo que no se pueden detectar en una prueba cruzada
convencional. Los anticuerpos anti-MICA también pueden detectarse por tecnologia de
Luminex®, aunque su verdadera relevancia no esta claramente establecida. A pesar de no
existir evidencia suficiente, es posible que el estudio de anticuerpos dirigidos frente a
antigenos no-HLA en el suero de pacientes en lista de espera se implemente en la practica
clinica, puesto que se estan demostrando especificidades de estos anticuerpos no-HLA
relacionados en rechazo (por ejemplo, anticuerpos anti-AT1R, -perlecan, -endotelio, etc.).

Prueba cruzada por citometria de flujo

Cuando se sospeche la existencia de anticuerpos anti-HLA a pesar de una prueba cruzada
negativa, es posible aumentar la sensibilidad de la técnica aumentando el periodo de
incubacion (1 h la primera fase y 2 h la segunda) o bien anadiendo anticuerpos
antiinmunoglobulina humana (para detectar aquellos anticuerpos incapaces de activar el
complemento). Sin embargo, el método mas sensible es la realizacion de la prueba cruzada
por citometria de flujo, capaz de detectar anticuerpos en titulos muy bajos y anticuerpos
que no activen el complemento. En esta prueba, se enfrentan los linfocitos del donante con
el suero del receptor y, en caso de haber anticuerpos anti-HLA en el suero, se revelan en un
citdmetro de flujo tras afadir un anticuerpo anti-IgG conjugado a fluorocromo. Se diferencia
entre anticuerpos anti-HLA de clase I o de clase II, al combinar la tincién para linfocitos T
(clase I) o linfocitos B (clase II). Es un método que reduce la subjetividad y variabilidad de la
CDC por complemento, puesto que se mide en funcion del cambio de canal de fluorescencia
(Mean Channel Shift) en el citometro (Figura 6). Aunque no esta claro si los anticuerpos

detectados con este método son realmente nocivos, parecen relacionarse con rechazos mas
frecuentes y graves, asi como con menor supervivencia a medio plazo, sobre todo en
aquellos pacientes que perdieron un primer trasplante de forma precoz y en pacientes
sensibilizados previamente al trasplante [22]. En estos pacientes de alto riesgo es

aconsejable la realizacion de la prueba cruzada por uno de estos métodos para asequrarse
de la ausencia de sensibilizacion. Y en todo caso, se recomienda realizarla en todo

trasplante renal con donante vivo junto con la prueba cruzada con CDC.

Prueba cruzada virtual

Cuando se hace un analisis detallado de los anticuerpos presentes en un suero con las
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técnicas de fase solida se puede predecir si ese suero va a reaccionar contra las células de
un determinado donante, una vez conocidos los antigenos HLA del mismo. Si el donante
tiene alguno de los antigenos prohibidos definidos en el receptor la prueba cruzada sera
previsiblemente positiva y esto es lo que se llama prueba cruzada virtual (PCv)

positiva [23] [24]. Esto permite ganar tiempo y poder tomar la decision de si un érgano es
valido para un receptor que se encuentre en otra ciudad (o pais), sin tener que enviar
linfocitos del donante ni hacer la prueba cruzada por citotoxicidad (al menos en la fase
inicial). Esta es la base del programa actual de hipersensibilizados coordinado por la
Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT), denominado PATHI, asi como del programa de
Donacién Renal Cruzada. La experiencia de Espafia en prueba cruzada virtual a nivel
Nacional esta basada en el Programa de Trasplante Cruzado. Este ultimo programa se
fundamenta en un algoritmo matematico que detecta posibles intercambios entre los
donantes de parejas donante-receptor incompatible. La seleccion de las nuevas parejas se
basa en el cruce entre el tipaje de los donantes y la ausencia de anticuerpos anti HLA entre
los receptores, con grupo compatible. Una vez realizada la prueba cruzada virtual, se
establece un score de priorizacion para no penalizar al grupo sanguineo O y para facilitar el
trasplante al receptor inmunizado. Esta aproximacion ha permitido incluso realizar
trasplantes cruzados internacionales [25].

Por su parte, en el PATHI cuando un hospital que participa en el plan (o pertenece a un
centro de trasplante renal adscrito al programa) tiene un donante en muerte encefélica o,
mas recientemente un donante en asistolia, que cumple los criterios clinicos establecidos,
ofertara uno de sus rifiones. Para ello, el coordinador informara al inmundlogo de la
existencia de un donante para incluir en el PATHI, con la mayor celeridad posible para que
el inmundlogo realice el tipaje del donante y no se retrase el procedimiento.

El inmundlogo responsable en el centro donante o centro de referencia de trasplante renal,
una vez realizado el tipaje del donante entrara en la aplicacion, buscara la informacién
correspondiente al registro de dicho donante (incluida previamente por el coordinador del
centro o por la ONT, en funcién de la politica de trabajo habitual) e introducira la
informacion correspondiente a los loci HLA establecidos en el programa (HLA-A, -B, -C, -DR,
-DQ). Acto seguido, le pedira a la aplicacidon que cruce los datos de este donante con el pool
de receptores y obtendra un listado de resultados (tanto en caso afirmativo como negativo).
En caso de obtener mas de un receptor, elegira aquel que tenga una mayor puntuacion, en
base a los criterios decididos en el programa. Tendra acceso, en todo caso, a toda la
informacion referente a los receptores seleccionados, para una mejor evaluacién del
resultado.

Es preciso tener en cuenta que debido a la gran sensibilidad de las técnicas de fase solida es
frecuente encontrar casos con PCv positiva en los que luego la PC por CDC sea negativa. En
estos casos es dificil tomar la decision de trasplantar o no. Sila PC por CDC es negativa es
casi imposible que se produzca rechazo hiperagudo, pero si la PCv es positiva es probable
que acabe produciéndose un rechazo agudo o cronico mediado por anticuerpos por lo que
hay que valorar el riesgo en cada paciente, en funcién de las caracteristicas de los
anticuerpos responsables de esa PCv positiva [26]. En gran medida la causa de esta
discordancia entre la PCv y la CDC puede radicar en que el Luminex mide anticuerpos
fijadores y no fijadores de complemento dirigidos frente a moléculas HLA desnaturalizadas



y/o recombinantes que no presenta los epitopos conformacionales de las moléculas HLA
intactas.

EVALUACION DEL PACIENTE EN LISTA DE ESPERA DE TRASPLANTE RENAL

La (Figura 7) resume los pasos que hay que sequir en la evaluacion del paciente en lista de
espera de trasplante renal con respecto a los anticuerpos anti-HLA. I.os pacientes que no
tengan antecedentes de transfusiones, embarazos o trasplantes tendran un riesgo muy bajo
de desarrollar anticuerpos anti-HLLA, pero en cualquier caso deberan tener al menos una
determinacién de anticuerpos antes del trasplante (al menos en los tres meses anteriores).
Aquellos con eventos inmunizadores previos tienen riesgo de haber desarrollado
anticuerpos. La prueba de escrutinio por Luminex permitira saber de forma rapida y
relativamente barata si existen o no; en caso de que sea negativa no hay, en principio, que
hacer mas estudios y se debera repetir periddicamente. En los pacientes con prueba de
cribado positiva es preciso hacer la prueba de Single Antigen para determinar las
especificidades contra las que van dirigidos los anticuerpos y poder definir los antigenos
prohibidos y los antigenos permitidos, que deberdn quedar reflejados en la ficha de la lista
de espera del paciente. Estas determinaciones se deben repetir aproximadamente cada 3
meses mientras el paciente esté en lista de espera y siempre a los 15-30 dias de un evento

sensibilizante [27].

CRITERIOS DE SELECCION DE LA PAREJA DONANTE/RECEPTOR

La seleccion del receptor adecuado es un proceso complejo en el que se tienen en cuenta
factores inmunologicos y no inmunoldgicos (edad, tiempo en dialisis, trastornos asociados,
etc.). El aspecto inmunoldgico es de suma importancia, especialmente en pacientes
hiperinmunizados y retrasplantados, sobre todo aquellos que perdieron un primer injerto de

forma precoz por rechazo agudo. En la (Figura 8) se muestra un algoritmo orientativo de
aquellos factores que es preciso tener en cuenta durante este proceso y de su importancia.

Existen dos factores que son practicamente condicion imprescindible para la realizaciéon del
trasplante: la compatibilidad (preferiblemente identidad) de grupo sanguineo y la
negatividad de la PC por CDC. Aunque la PC sea negativa en aquellos pacientes que hayan
perdido un trasplante previo, se recomienda no utilizar donantes que compartan
incompatibilidades con el primer trasplante, ya que existe la posibilidad de sensibilizacion
previa contra alguno de estos antigenos que no haya sido detectada en los estudios previos
de anticuerpos ni por la prueba cruzada.

Los pacientes hiperinmunizados o con trasplantes previos son dos grupos de receptores de
alto riesgo inmunoldgico. En ellos la posibilidad de rechazo grave (hiperagudo, acelerado o
agudo), bien por anticuerpos preformados o por memoria inmunoldgica, es alta, y es muy
importante encontrar donantes con elevada compatibilidad HLA. Estos son los pacientes
que se incluyen en programas de intercambio como el PATHI. El trasplante de vivo puede
ser una opcion para estos pacientes cuando hay un donante emparentado con alta
compatibilidad HLA, o bien aplicando tratamientos desensibilizantes. Actualmente, se ha
impulsado la opcidén de donacion renal cruzada no soélo para pacientes hipersensibilizados,
sino también para aquellos con incompatibilidad de grupo sanguineo.
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Los pacientes con un cPRA del 100% (altamente sensibilizados) presentan una alta
dificultad para recibir un trasplante, ya que reaccionan contra practicamente todos los
donantes disponibles. Las estrategias de delisting buscan reconsiderar algunos anticuerpos
anti-HLA que podrian no ser clinicamente relevantes, permitiendo ampliar las opciones de
donacion.

Los estudios de dilucion de suero han demostrado que no todos los pacientes cPRA-100 son
iguales: en algunos, el cPRA se reduce tras la dilucion, indicando que ciertos anticuerpos
son débiles o inactivos. Esto puede reflejar el éxito de estrategias de desensibilizacion
previa al trasplante.

Una herramienta prometedora en este contexto es Imlifidasa (IdEs), una enzima derivada de
Streptococcus pyogenes que degrada rapidamente la IgG humana. Se ha demostrado que
puede convertir una prueba cruzada positiva en negativa en pocas horas, facilitando el
trasplante en pacientes que de otro modo serian no aptos. A pesar de ser segura y eficaz en
ensayos clinicos iniciales, algunos estudios recientes no han mostrado una ventaja clara
frente a terapias convencionales como el recambio plasmatico. Ademas, se ha observado
una alta tasa de rechazo mediado por anticuerpos en los primeros meses postrasplante con
IdEs, aunque con buenos resultados a largo plazo en términos de supervivencia. Existen
casos documentados de uso exitoso de IdEs en trasplantes renales incompatibles, asi como
en pacientes con enfermedades autoinmunes y hasta en trasplante pulmonar. Sin embargo,
persisten preocupaciones por el rebote de anticuerpos anti-HLA tras el procedimiento y se
necesitan estudios mas amplios para confirmar su eficacia.

Ademas del uso de IdEs, se estan desarrollando estrategias de delisting alternativas. Estas
incluyen aceptar ciertos anticuerpos con baja intensidad (bajo MFI) o que reconocen
epitopos compartidos, siempre bajo evaluacion clinica estricta. Por ejemplo, las guias
francesas sugieren considerar para delisting aquellos HLA con MFI <5000 tras dilucién del
suero 1:10, y si la prueba cruzada aun es positiva, entonces usar IdEs. Es fundamental la
colaboracion entre los laboratorios de histocompatibilidad y los equipos clinicos para tomar
estas decisiones [28].

Las guias europeas han destacado que, aunque los pacientes cPRA-100 tienen prioridad en
programas de asignacion, siguen esperando largos periodos sin recibir trasplantes. A
menudo deben aceptar trasplantes con incompatibilidad HLA, lo que incrementa el riesgo
de rechazo y complicaciones, pero también mejora significativamente su supervivencia
frente a permanecer en lista de espera. El tratamiento de estos pacientes incluye terapias
inmunosupresoras mas agresivas (como timoglobulina o alemtuzumab), las cuales deben
ajustarse si se utiliza IdEs, ya que esta enzima también degrada anticuerpos de conejo.

Finalmente, otras terapias inmunomoduladoras —como plasmaféresis, inmunoadsorcion,
inmunoglobulina intravenosa (IVIG), rituximab, ofatumumab, eculizumab o inhibidores de
células T— se han implementado con éxito para controlar el rechazo humoral. En conjunto,
estas estrategias estan abriendo nuevas oportunidades para los pacientes con alta
sensibilizacion inmunoldgica, permitiendo trasplantes exitosos que antes eran inalcanzables.

La existencia de compatibilidad HLA es un factor que influye sensiblemente en la
supervivencia del injerto a medio y largo plazo en todo tipo de receptores. Este efecto es



independiente del tipo de inmunosupresion utilizado. Sin embargo, no es homogéneo para
los diferentes loci del sistema HLA. Asi, la existencia de compatibilidad en el locus DR ha
demostrado la mayor influencia en dicho parametro, seguido de la compatibilidad en el
locus B. La compatibilidad en el locus A practicamente no influye en la supervivencia del
injerto (aunque puede tener importancia a la hora de evaluar el riesgo de sensibilizacién
tras la pérdida del injerto, como ya se comentod). Hay que intentar conseguir una elevada
compatibilidad en el locus DR y secundariamente en el B. En los ultimos anos, con las
nuevas metodologias, han aparecido evidencias acerca de la importancia del locus DP y DQ
en la supervivencia del injerto y el pronostico del trasplante renal [29].

SEGUIMIENTO POSTRASPLANTE

Tras el trasplante renal, la aparicion de anticuerpos anti-HLA especificos contra alguno de
los antigenos del donante (anticuerpos especificos de donante [DSA]) es uno de los criterios,
junto con los datos histologicos de la biopsia renal, para el diagndstico del rechazo mediado
por anticuerpos o rechazo humoral (agudo o cronico), una situacion que se diagnostica cada
vez con mas frecuencia, por lo que dichos anticuerpos deben buscarse especificamente en
los pacientes en los que se sospeche este diagndstico. Las técnicas de fase sélida permiten
obtener los resultados de manera rapida, lo que resulta esencial para tomar decisiones
terapéuticas. Aunque no esta claramente definida la indicacion de buscar sistematicamente
la aparicion de anticuerpos anti-HLA en pacientes trasplantados en fase estable, si que
parece clara su conveniencia en pacientes con aparicion reciente de proteinuria o deterioro
progresivo de la funcién renal y también en aquellos pacientes en los que se haga un cambio
terapéutico que implique riesgo de disminucién de la inmunosupresion, como ocurre tras la
retirada de esteroides o tras la conversion a un imTOR [30] [31] [32].

En los ultimos anos ha adquirido importancia la presencia de anticuerpos anti-HLA fijadores
de complemento y los métodos comerciales son capaces de determinar si los anticuerpos
fijan C1q o C3 [33]. La presencia de estos anticuerpos parece asociarse a peor funcién y
supervivencia del injerto renal [34]. De forma paralela, también se han implicado las
subclases IgG3 e IgG1 de estos anticuerpos por fijar complemento de forma mas efectiva,
aunque hasta el momento no existen métodos comerciales validados para su medicion [35].

Ademas de los anticuerpos anti-HLA, otros aloanticuerpos han sido investigados como
responsables del rechazo mediado por anticuerpos. Muchos de ellos son de antigenos
expresados por células endoteliales y no linfocitos (MICA, AT1R, anticuerpos anti-
endoteliales, GSTT, etc.). No obstante, aun no existe evidencia suficiente, ni los métodos
han sido validados, para implantar su uso en la rutina de monitorizacidn del trasplante [36].
Su empleo se limita mas bien a aquellos casos de sospecha de rechazo mediado por
anticuerpos en los que no se detecta la presencia de anticuerpos anti-HLA en suero [37].



IMAGENES

Figura 1: Gréfica de supervivencia d

el injerto renal a 10 afios con datos obtenidos del CTS

(Collaborative Transplant Study) que relGne datos de miles de pacientes. Se compara la

supervivencia de los pacientes segun el

ndmero de incompatibilidades de HLA (MM). Se comprueba

como a mayor grado de incompatibilidad (6 MM), peor es la supervivencia del injerto. La mejor
supervivencia en los primeros 10 afios después del trasplante se consigue cuando la compatibilidad

para HLA-A, -B y —DR es total (0 MM).
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Figura 2: La prueba de
microlinfocitotoxicidad de Terasaki es la
técnica bdsica en el estudio inmunolégico
del trasplante renal. En ella se basan tanto la
tipificacion serolégica de donante y receptor
como la deteccién de anticuerpos anti-HLA
en suero y la realizacion de la prueba
cruzada pretrasplante  (obligatoriamente
debe ser negativa). Consiste en la incubacién
de una pequefia cantidad de suero con
linfocitos en pequefios pocillos. Si en dicho
suero existen anticuerpos que reaccionan
contra los antigenos de la superficie celular
del linfocito, tras la adicién de complemento
de conejo se producird la lisis celular. Esta
lisis se pone de manifiesto tras la adicion de
un colorante vital (eosina o azul tripan), que
penetra al interior de las células muertas a
través de los orificios abiertos por el sistema
del complemento.
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Figura 3: La prueba de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la multiplicacién de una
pequefia cantidad de ADN utilizando una ADN-polimerasa, que en ciclos repetidos de desnaturalizacién
(separacién de las dos hebras del ADN) y sintesis de la cadena complementaria llega a formar millones de
copias iguales. Tras este proceso la utilizacién de sondas o primers de oligonucleédtidos especificos de
diferentes alelos del sistema HLA permite detectar las especificidades alélicas presentes en el ADN estudiado.
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Figura 4: Reaccion PCR-SSP: En esta prueba la
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Figura 6: Prueba cruzada mediante citometria Células de Donante
de flujo: En esta prueba cruzada se incuba suero
del posible receptor con linfocitos del donante.
Si en dicho suero existen anticuerpos 1gG que
reaccionan contra los antigenos de la superficie
celular del linfocito, se reconocen con la adicion
de un anticuerpo anti-IgG humano conjugado a
fluorocromo. De modo que si hay anticuerpos
(CFXM positiva), emitird una seffal fluorescente
(pico verde) y, en caso de ausencia (CFXM
negativa), no habrd desplazamiento del pico
(pico azul) . Al mismo tiempo, en la reaccién se
aflade otro anticuerpo anti-CD3 y otro anti-
CD19 humanos. Estos anticuerpos reconocen
linfocitos Ty B, respectivamente, y se considera
que la presencia de anticuerpos que reconocen
los linfocitos T corresponde a anticuerpos anti-
HLA de clase I, mientras que, si reconocen los
linfocitos B, reconocen a anticuerpos anti-HLA
de clase II. Los linfocitos T sélo expresan HLA de
clase I, mientras que los los linfocitos B expresan
HLA de clase Il. En el ejemplo, la prueba cruzada
del receptor estudiado es negativa (pico rojo al
mismo nivel que pico azul de negativo tanto
para clase | como II).
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Figura 7. Todos los pacientes en lista de espera de trasplante renal ser periédicamente estudiados para detectar la presencia o
aparicion de anticuerpos anti-HLA, especialmente si hay antecedentes de transfusiones sanguineas, embarazos o trasplantes previos.
Lo habitual es hacer una prueba rapida de screening de anticuerpos y si es negativa no hay que hacer mas. En aquellos casos en que
el screening sea positivo habra que investigar el suero con la prueba del Single Antigen para conocer con exactitud las especificidades
antigénicas contras las que reaccionan los anticuerpos.
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