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ARTICULO ORIGINAL

MONITOREO DEANTICUERPOS ANTI-HLA EN PACIENTES CON IN-
SUFICIENCIA RENAL CRONICA EN LISTA DE ESPERA PARA TRAS-
PLANTE RENAL EN PARAGUAY

ANTI-HLA ANTIBODIES MONITORING IN PATIENTS WITH CHRONIC RE-
NAL FAILURE ON WAITING LIST FOR RENAL TRANSPLANT IN PARAGUAY

Fernanda Prieto, Claudia Cabanas, Verénica Villagra

Departamento de Inmunologia, Laboratorio Central de Salud Publica (LCSP), Asuncién, Paraguay

Nefrologia, Didlisis y Trasplante 2016; 36 (2) Pdg. 75-81

RESUMEN

Introduccién: El estudio de anticuerpos anti- un PRA (Panel Reactivo de Anticuerpos) positi-
HLA en el suero del paciente en lista de espera vo el 69% de ellas (p<0,05). Por tltimo, el 24%
para trasplante renal es fundamental para opti- de los pacientes poli-transfundidos presentaron
mizar la eleccién de un donante asi como el es- anticuerpos anti HLA (p<0,05). Conclusiones:
quema de inmunosupresién de induccién y man- En el trascurso de los dos afnos de estudio, 51
tenimiento acorde al riesgo inmunoldgico. Estos pacientes fueron trasplantados, de los cuales un
anticuerpos pueden encontrarse de manera pre- solo paciente presentaba anticuerpos anti-HLA
existente al trasplante como resultado de expo- antes del trasplante. Esto indica claramente que
sicidén del individuo a transfusiones sanguineas, la inmunizacién frente a antigenos de HLA re-
embarazos y trasplantes previos. El objetivo del presenta una barrera para el acceso al trasplante.

estudio fue determinar la incidencia de inmuni-
zacién frente a antigenos de HLA, los factores PALABRAS CLAVES: antigenos leucocitarios

asociados y su impacto en pacientes en espera humanos; panel reactivo de anticuerpos (PRA);
de un trasplante renal. Material y métodos: En histocompatibilidad; trasplante; insuficiencia re-
este estudio, observacional retrospectivo de corte nal crénica

trasversal, fueron incluidos 254 pacientes en lista

de espera para trasplante renal que acudieron al ABSTRACT

Laboratorio Central de Salud Publica en el pe- Introduction: Anti-HLA antibodies determi-
riodo comprendido entre julio de 2013 y julio nation in the serum of patients on a waiting
de 2015. Resultados: De los 254 pacientes estu- list for renal transplant is essential to optimi-
diados, 30% presentaron anticuerpos anti-HLA. ze donor selection as well as for the induction
El evento sensibilizante més significativo fue la and maintenance immunosuppression scheme,
exposicién a un trasplante previo, presentando according to immunological risk. These antibo-
anticuerpos anti-HLA el 84% de los candidatos dies could be present before transplantation as
a retrasplante (p<0,05). En segundo lugar se en- a result of being exposed to blood transfusions,
contraron las mujeres multiparas, presentando pregnancies and previous transplants. The ob-
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jective of the study was to determine immuni-
zation against HLA antigens, associated factors
and their impact on the waiting list for a renal
transplant. Methods: In this observational re-
trospective cross sectional study, 254 patients on
the waiting list for renal transplant were inclu-
ded. These patients attended the Public Health
central laboratory between July 2013 and July
2015. Results: 30% of the 254 studied patients
presented anti-HLA antibodies. The most sig-
nificant sensitizing event was the exposure to
a previous transplant (p=<0.05). Multiparous
women were in second place, 69% of them pre-
senting positive PRA (panel reactive antibodies)
(p=<0.05). Finally 24% of poly transfused pa-
tients presented anti-HLA antibodies (p=<0.05).
Conclusions: During the 2 year of the study, 51
patients were transplanted, presenting only one
of them anti-HLA antibodies before transplan-
tation. This results clearly indicate that the im-
munization against HLA represents a barrier for
transplantation access.

KEYWORDS: human leucosyte antigens; pa-
nel reactive antibody (PRA); histocompatibility;
transplant; chronic renal failure

INTRODUCCION

El trasplante de rindn es actualmente el me-
jor tratamiento para la insuficiencia renal crénica
en términos de sobrevida del paciente, calidad de
vida y costos, gracias a los avances en las terapias
inmunosupresoras y en las técnicas de deteccién
de anticuerpos'”.

El rechazo mediado por anticuerpos (RMA)
es actualmente reconocido como uno de los re-
tos mds serios e importantes en el escenario del
trasplante renal. Los RMA, sean estos de tipo
hiperagudo, agudo o crénico, son ocasionados
en su gran mayoria por anticuerpos dirigidos
contra antigenos leucocitarios humanos (HLA)
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC), antigenos que estdn presentes en el en-
dotelio vascular de los injertos renales *°.

Los anticuerpos anti-HLA pueden encon-
trarse de manera pre-existente al trasplante como
resultado de exposicién del individuo a eventos
tales como transfusiones sanguineas (o sus deri-
vados), embarazos (o abortos) y trasplantes pre-
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vios, y condicionar diversos grados de sensibili-
zacién en el paciente’.

El monitorear periédicamente la presencia de
anticuerpos anti-HLA en el suero de los pacien-
tes que se encuentran en lista de espera para tras-
plante, es sin duda alguna uno de los mayores
logros clinicos en los laboratorios de histocom-
patibilidad. La informacién que se obtiene con
dicho monitoreo sirve para conocer el grado de
sensibilizacién de cada paciente en lista de espe-
ra, que se expresa como porcentaje de reactivi-
dad contra el panel (% PRA)".

El PRA indica el porcentaje de células prove-
nientes de un panel de donantes, contra las cud-
les reacciona el suero de un paciente candidato
a ser trasplantado. En pacientes con porcentajes
elevados de PRA, las probabilidades de trasplan-
te se ven importantemente reducidas, dado que
es menor la probabilidad de encontrar un donan-
te con antigenos HLA para los que el receptor no
tenga anticuerpos > "%,

En la actualidad existen numerosas técni-
cas para la determinacién del PRA. En el La-
boratorio Central de Salud Publica utilizamos la
técnica de ELISA para estudiar los anticuerpos
anti-HLA de nuestros pacientes en lista de espe-
ra para trasplante.

En base a los resultados obtenidos en nues-
tra anterior investigacién acerca de las “caracte-
risticas de los pacientes en lista de espera para
un trasplante renal” hemos decidido profun-
dizar en el estudio de la inmunizacién frente
antigenos de HLA, con el objetivo de estudiar
el estado de inmunizacién de pacientes renales
en espera de un trasplante, describir los facto-
res asociados a la inmunizacién y finalmente,
estudiar el efecto que tiene la presencia de es-
tos anticuerpos en la posibilidad de acceso a un
trasplante en nuestro pafs.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional retros-
pectivo de corte trasversal, que incluy6 a 254 pa-
cientes en espera de un trasplante renal que acu-
dieron al Laboratorio Central de Salud Publica
para realizarse estudios de histocompatibilidad
en el periodo comprendido entre julio de 2013 y
julio de 2015.

Los datos demogrificos y el historial inmu-
nolégico de cada paciente fueron obtenidos en el
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momento de la toma de muestra, mediante un
formulario que recogia datos personales y glo-
bales como: nombre del paciente, nimero de
cédula de identidad, teléfono, fecha y lugar de
nacimiento, grupo sanguineo, causa de falla re-
nal, centro de didlisis y médico referente, antece-
dentes de transfusiones sanguineas, embarazos y
trasplantes previos. La recoleccién de las mues-
tras para deteccién de anticuerpos anti-HLA se
realiz6 antes de que el paciente recibiera hepari-
na y fuera dializado.

La técnica utilizada para la deteccién de an-
ticuerpos anti-HLA fue la de ELISA. Esta téc-
nica de ELISA (One Lambda Inc., CA, USA)
se basa en el principio de presentacién de an-
tigenos HLA purificados como destino para la
unién del anticuerpo del paciente. Esta unién
especifica del anticuerpo de la muestra del pa-
ciente con cualquiera de los antigenos presentes
en la placa de ELISA, se detecta mediante una
incubacién posterior con un anticuerpo conju-
gado con fosfatasa alcalina; que reconoce sélo
la IgG humana. Se obtiene una medida cuan-
titativa del alcance de la reaccién mediante de-
terminacién espectrofotométrica tras anadir el
sustrato de la enzima adecuada para el desarro-
llo de color. Las placas son leidas con el detec-
tor de ELISA ELX-800 (Bio-Tek Instruments
Inc., VT, USA) y las densidades épticas leidas
son analizadas por el software HLA Fusion 3.0
(One Lambda Inc., CA, USA)*“.

El Monitoreo Inmunolégico realizado en el
LCSP consistié primeramente en testar el sue-
ro de todos los pacientes con un kit de Scree-
ning de Anticuerpos anti-HLA. Este test (LAT-
M10X5 One Lambda Inc., CA, USA) determina
la presencia o ausencia de anticuerpos anti-HLA
en suero del paciente pudiendo obtenerse un
resultado positivo o negativo. Posteriormente,
a los pacientes con resultado positivo en el test
de Screening, se los estudi6 con un kit que de-
termina el porcentaje de anticuerpos reactivos
contra el panel conocido como PRA (LAT1288
One Lambda Inc., CA, USA). El PRA permite
predecir el porcentaje de donantes que pueden
dar prueba cruzada positiva al ser enfrentados
contra el suero del receptor.

Todos los datos recolectados (sexo, transfu-
siones recibidas, embarazos, trasplantes previos)
y los resultados obtenidos de los ELISA fueron
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introducidos en una planilla Excel (Microsoft
Office, 2013) y luego analizados utilizando he-
rramientas de estadistica descriptiva. Para eva-
luar la asociacién entre las variables y la sensibi-
lizacién contra antigenos de HLA se utilizaron
tablas de contingencia de dos por dos, test de
chi cuadrado y razén de momios (odd radio). La
raz6n de momios se calculé para cada factor de
sensibilizacién aislado o combinado en http://
www.samiuc.es/index.php/estadisticas-con-va-
riables-binarias/medidas-de-comparacion/odds-
ratio-or.html. Para todas las pruebas de hipétesis
se f1j6 un nivel de significacién de p < 0,05.

Para el andlisis de las variables estudiadas en
este trabajo (trasfusiones sanguineas, embarazos
y trasplantes previos) se tomaron las siguientes
consideraciones: se definié como paciente poli-
trasfundido a aquel que ha recibido tres o mds
trasfusiones sanguineas en su vida, y como mujer
multipara a aquella que haya estado embarazada
tres o mds veces en su vida, independientemente
de si el embarazo llegé a término o no. Se consi-
deré como no sensibilizados a los pacientes que
presentaban un valor del PRA inferior a los 20
% vy sensibilizados a aquellos con valor de PRA
mayor o igual a 20 %> '> .

El protocolo fue revisado por el comité de
ética (que cuenta con Certificacién Internacio-
nal FWA N° FWAOOO20088) de la Institu-
cién con Cédigo de Aprobacién CEI-LSCP Ne
61/190515.

RESULTADOS

Se estudiaron un total de 254 pacientes con
un promedio de edad de 40 anos (entre 4 y 74
afnos), de los cuales 59% correspondieron al gé-
nero masculino.

A través de las encuestas realizadas a los pa-
cientes, obtuvimos los siguientes datos: el 63,4%
de estos pacientes eran poli-transfundidos, el
33,7% de las pacientes mujeres en la lista eran
multiparas y el 10% de esta lista estaba com-
puesta por candidatos a un segundo trasplante.

Detectamos anticuerpos anti-HLA en 30%
de los pacientes (PRA mayor o igual a 20%) y
un tercio de estos (28 pacientes) se encontraban
hiperinmunizados (PRA mayor o igual a 80%).
En cuanto a las especificidades de los anticuer-

pos anti-HLA de Clase I, las tres mds frecuentes
fueron contra antigenos HLA A2, AG8 y AG9
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seguidas por A23 y A24. En el caso de los an-
ticuerpos anti-HLA Clase II las especificidades
mds frecuentes fueron contra los antigenos HLA
DR4, DR7, DR9 y DR53.

Algunos pacientes presentaban solo anticuer-
pos anti-HLA de Clase I (39%), otros solamente
de Clase II (21%) y otros anticuerpos anti-HLA
de ambas clases (40%). La clase de anticuerpos

1.a. Politransfundidos

60%
52%
50%
40%
31%

30%
20% 17%

- .
0%

Clase | Clase li Clasely i

Politrasfundidos N=29
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Clase Il 5 17%

Claselyll 9 31%

1.c. Multiparas- Politransfundidas
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Clase | Clase | y Clase Il

Poliy Multi N=12
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Clase |l 3| 25%

Clase | yClase |l 5| 42%

Por otro lado, si analizamos a los hombres
y a las mujeres por separado se puede observar
que solo el 16% de los hombres se encuentran
inmunizados, mientras que mds de la mitad de
las mujeres (51%) lo estdn.

Para estudiar los efectos que tienen las trans-
fusiones, los embarazos y los trasplantes previos
sobre la inmunizacién del paciente frente a an-
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predominantes varié segin el evento sensibili-
zante sea trasfusiones (Figura 1.a), embarazos
(Figura 1.b), una combinacién de trasfusiones
y embarazos (Figura 1.¢) o un trasplante previo
(Figura 1.d). Cabe destacar que aquellos pacien-
tes cuyo evento sensibilizante es un trasplante
previo presentan en su mayoria anticuerpos anti-

HLA de Clase I y de Clase II.

1.b. Multiparas

15%

5%

0%

Clase | Clase Il Clase | y Clase Il

Multiparas N=11

Clase | 5| 46%

Clase |l 3| 27%
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1.d. Candidatos a Retrasplante

Clase | Clase Il Clase | y Clase II
Retrasplante N=21
Clase | 3| 14%
Clase |l 4] 19%
Clase lyClasell 14| 67%

tigenos de HLA dividimos a los pacientes en
cinco grupos: Grupo Control, Politransfundi-
dos, Multiparas, Multiparas-Politransfundidas
y Candidatos a retrasplante. En funcién a los
resultados de los test de Screening de Anticuer-
pos y de PRA definimos a su vez a los pacientes
en inmunizados y no inmunizados (Tabla 1).
El evento sensibilizante mds significativo
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Tabla 1. Pacientes inmunizados y no inmunizados divivdidos en grupos de acuerdo a los diferentes even-
tos sensibilizantes

Error relativo
de la razén
de momios

Pacientes no
inmunizados

(PRA <20% )

Razén de
momios

Pacientes inmuniza-

dos (PRA > 20% )

Valor de p

Control

Politransfundidos 0,023867719

multiparas 5 11 1,11697E-07 i 0.75
multiparas-Poli- 6 12 1,22

5 ,22012E-07 35 0,72
transfundidas
Candidatos a 4 21 1,65988E-12 91,9 0,75

retrasplante

Grupo Control (Paciente no trasplantado, con menos de 3 transfusiones, y con menos de 3 embarazos). Poli-
transfundidos (Paciente no trasplantado, con 3 o mds transfusiones, y con menos de 3 embarazos). Mul-
tiparas (Paciente no trasplantada, con menos de 3 transfusiones , y con 3 o mds embarazos). Multipa-
ras politransfundidas (Paciente no trasplantada, con 3 o mds transfusiones, y con 3 o mds embarazos).
Candidatos a retrasplante (Paciente en espera del segundo o tercer trasplante)

fue la exposicién a un trasplante previo, pre- DISCUSION
sentando anticuerpos anti-HLA el 84% de los De acuerdo a los estudios realizados en
candidatos a retrasplante. En segundo lugar se nuestro servicio, 30% de los pacientes en lista
encuentran las mujeres multiparas, presentando de espera para trasplante renal en el Paraguay
un PRA positivo el 69% de ellas. Por tltimo, presentan anticuerpos anti-HLA, y 11% de
solo el 24% de los pacientes poli-transfundidos ellos se encuentran hiperinmunizados. Aunque
presentaron anticuerpos anti HLA. no contamos con datos regionales, estos datos
Del total de los 254 pacientes estudiados, 51 se corresponden con los de la lista de espera de
pudieron ser trasplantados (20%) y solo uno de los Estados Unidos* 7. Al igual que lo obser-
este grupo presentaba anticuerpos anti HLA en vado en otros estudios'®, nuestra investigacién
el suero pre-trasplante (PRA= 37%). demuestra que los factores que sensibilizan a los
Hubo un total de siete operativos de tras- pacientes contra estos antigenos son, en primer
plante rechazados por obtenerse un Cross- lugar la exposicién a un trasplante, en segundo
match positivo por la técnica de citotoxici- lugar los embarazos y por ultimo las transfusio-
dad dependiente de complemento (CDC). En nes sanguineas.
dos de estos pacientes se pudo identificar la Existe una clara diferencia en cuanto a la pre-
especificidad de los anticuerpos siendo estos sencia de anticuerpos anti-HLA entre hombres y
especificos contra el donante (DSA). En los mujeres. Esto podria explicarse en parte por los
otros casos no fue posible determinar la espe- embarazos a los que se encuentran expuestas las
cificidad de los anticuerpos ya que el PRA de pacientes femeninas. Pero es dificil establecer la
los pacientes oscilaba entre el 65 y el 96% vy verdadera relacién entre los embarazos y la sensi-
no contamos con la tecnologia necesaria (Lu- bilizacién a antigenos HLA porque la mayoria de
minex y reactivos con antigenos unicos). El las mujeres en nuestra lista han recibido también
Gnico trasplante realizado a un paciente con una o mds transfusiones sanguineas. Es por esta
PRA positivo, resulté en un Crossmatch nega- razén que nuestro siguiente estudio se centrard
tivo y no se demostraron DSA. en mujeres multiparas sanas que nunca han reci-
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bido transfusiones sanguineas.

El hecho de que solo el 2% de los pacientes
que accedieron a un trasplante renal presenta-
ban anticuerpos anti-HLA, mientras que el 30%
de los pacientes en lista de espera estdn inmu-
nizados, indica claramente que la inmunizacién
frente a estos antigenos es una barrera muy im-
portante para el trasplante en nuestro medio.

Para superar esta dificultad es necesario
utilizar todas las estrategias disponibles en la
actualidad, para lo cual es indispensable que
nuestro pais implemente nuevas politicas de
asignacién de érganos.

Por un lado se debe elegir al receptor tenien-
do en cuenta el grado de compatibilidad o match
de HLA entre este y el donante, para que el tras-
plante tenga mayores probabilidades de éxito y
menor riesgo de rechazo del injerto.

Por otro lado, puesto que la sensibilizacién
frente a antigenos de HLA es una barrera para
el trasplante, se debe tener en cuenta el PRA del
paciente en la puntuacién establecida a los can-
didatos a trasplante’™ Y, para hacer que la distri-
bucién de 6rganos sea lo mds equitativa posible.

Ademis de las estrategias de aproximacién
biolégica (match de HLA), se deben utilizar téc-
ticas farmacoldgicas en pacientes con anticuer-
pos donante especificos, como lo son los pro-
tocolos de desensibilizacién con plasmaféresis,
inmunoglobulina intravenosa (Ivlg), anticuerpos
monoclonales (anti-CD20), agentes antitimoci-
ticos, etc.> 7% 18,

Finalmente, si bien es cierto que hemos podi-
do asignar algunas especificidades a los anticuer-
pos anti-HLA, la técnica de ELISA que utiliza-
mos para la identificacién de anticuerpos HLA
es limitada y debemos avanzar hacia una técnica
mids sensible y especifica como lo es la tecnologia
Luminex"%2,

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
poseer ningun interés comercial o asociativo que
presente un conflicto de intereses con el trabajo
presentado.
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