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RESUMEN

En el Hospital Universitario de Canarias pusimos en mar-
cha, en mayo de 2008, un protocolo de tratamiento de
induccidon para pacientes hipersensibilizados que reciben
injerto renal de cadaver utilizando inmunoglobulinas in-
travenosas, plasmaféresis y rituximab mas una inmunosu-
presion triple con prednisona, tacrolimus y micofenolato
mofetil. Presentamos los resultados de 4 pacientes. Todos
ellos presentaban una tasa de anticuerpos anti-HLA (PRA
por CDC) superior al 75%, llevaban en lista de espera de 4
a 17 afos, el tiempo de seguimiento posterior al trasplan-
te fue de 10-14 meses y la supervivencia de paciente y del
injerto en este periodo fue del 100%. Sélo un paciente su-
frié un rechazo agudo mediado por anticuerpos y otro uno
celular, en ambos casos reversibles con el tratamiento. En
la evolucién no se objetivé aparicion de novo de anticuer-
pos donante-especificos. Todos los pacientes habian redu-
cido significativamente el niumero de células CD19+ des-
pués de la infusién de rituximab. No se han detectado
sintomas neurolégicos indicativos de leucoencefalopatia
multifocal progresiva ni infecciones virales graves después
del trasplante y tampoco se han observado efectos secun-
darios inmediatos tras la administracién de la medicacion.
En resumen, el tratamiento de induccion combinado con
inmunoglobulinas, plasmaféresis y rituximab en pacientes
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hipersensibilizados permite la realizacién del trasplante re-
nal procedente de donante cadaver con buenos resultados
a corto y medio plazo y sin graves efectos secundarios.
Queda por conocer si estos buenos resultados se manten-
dran a mas largo plazo.

Palabras clave: Paciente hipersensibilizado. Trasplante renal.
Plasmaféresis. Inmunoglobulinas. Rituximab.

Induction treatment by combining immunoglobulins,
plasmapheresis and rituximab in hypersensitive patients
receiving cadaveric renal allograft

ABSTRACT

In our Universitary Hospital of Canarias we iniciated in May
2008 a induction therapy protocol for sensitized patients
receiving cadaveric renal graft using intravenous
immunoglobulins, plasmapheresis and rituximab plus
immunosuppression with prednisone, tacrolimus and
mycophenolate mofetil. We present the results of four
patients. Everyone had anti-HLA antibodies rate (PRA by CDC)
more than 75%, were on a waiting list during 4 to 17 years
and follow-up time was 10-14 months after transplantation.
Patient and graft survival in this period was 100%. Only one
patient suffered a humoral acute rejection and another
one cellular rejection, in both cases reversible with treatment.
During the first year, no evidence of de novo donor-specific
antibodies was detected. All patients had significantly reduced
the CD19+ cells percentage after infusion of rituximab.
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Neurological symptoms suggestive of progressive multifocal
leukoencephalopathy or serious viral infections after
transplantation have not been observed. Additionally, no
immediate side effects were observed after administration of
medication. In summary, induction therapy by combining
immunoglobulin, plasmapheresis and rituximab in
hypersensitive patients allows the realization of deceased
kidney transplantation with good results in the short and
medium-term without serious side effects. It remains to know
whether this success will continue in the long term.

Key words: Hypersensitive patients. Renal transplant.
Plasmapheresis. Imnmunoglobulins. Rituximab.

INTRODUCCION

Los recientes tratamientos de induccioén usando la combi-
nacion de plasmaféresis o inmunoadsorcién mas la admi-
nistracion de inmunoglobulinas intravenosas y/o rituximab
han hecho posible el trasplante en pacientes de alto riesgo in-
munolégico con aceptables supervivencias del injerto a
medio y largo plazo'’.

En el Hospital Universitario de Canarias pusimos en mar-
cha, en mayo del afio 2008, un protocolo de tratamiento
de induccién para pacientes hipersensibilizados utilizan-
do inmunoglobulinas intravenosas, plasmaféresis y rituxi-
mab mds una inmunosupresion triple con prednisona, ta-
crolimus y micofenolato mofetil (MMF). Presentamos los
resultados de este protocolo aplicado a 4 pacientes de
nuestro centro.

METODOS

Se consideraban pacientes hipersensibilizados si presentaban un
titulo de anticuerpos reactivos contra el panel de antigenos HLA
(PRA), superior al 75%, determinado por citotoxicidad media-
da por anticuerpos (CDC) y luminex. Los requisitos para reali-
zar un trasplante a un paciente hipersensibilizado en nuestro
centro fueron: a) prueba cruzada previa al trasplante renal ne-
gativa por citotoxicidad, y b) «prueba cruzada virtual» anterior
al trasplante renal negativa, es decir, ausencia de antigenos HLA
de clases I o II en el donante que hayan producido alorrespues-
ta en el receptor histéricamente.

El tratamiento inmunosupresor consistié en:

1. Precirugia: tacrolimus 0,1 mg/kg por via oral, MMF 2 g.

2. Intraoperatoriamente: metilprednisolona 500 mg i.v.y pri-

mera dosis de ATG (timoglobulina) (1,25 mg/kg de peso)

hasta completar 7 dosis en los dias posteriores.

MMF 2 g/dia.

4. Prednisona 1 mg/kg/dia las primeras 48 horas y reduc-
cién posterior hasta alcanzar 0,2 mg/kg/dia en el pri-
mer mes posterior al trasplante.
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El tratamiento desensibilizante consistia en:

1. Primer dia posterior al trasplante: rituximab 375 mg/m?
que se repitia a igual dosis al séptimo dia.

2. Plasmaféresis en los dias 3, 5 y 7 posteriores al tras-
plante, con infusién de inmunoglobulinas i.v. a dosis de
0,5 g/kg de peso tras cada sesién y posteriormente un
refuerzo de 1 g/kg en los dias 10, 11 y 30 posteriores
al trasplante.

Los niveles plasmaticos propuestos de tacrolimus en el se-
guimiento oscilaban entre 10 y12 ng/ml en el primer mes,
8 y 10 ng/ml en los meses 1 a 6 y de 7 a 9 ng/ml a partir
del sexto mes. Se monitorizaron las poblaciones linfocita-
rias CD19+/CD20+ y la posible aparicién de infecciones
oportunistas por medio de la deteccion por PCR de CMYV, se-
rologia de virus de Epstein-Barr, parvovirus B-19 y polioma-
virus BK®. La profilaxis de infecciones para citomegalovirus
se realizé con ganciclovir/valganciclovir y la de Pneumocis-
tis jirovecii con trimetoprima-sulfametoxazol. En todos los
pacientes se obtuvo el consentimiento informado.

Ante cualquier deterioro de la funcién renal no secundario a
una causa evidente, se realizaba biopsia del injerto y tincién
con C4d*". El rechazo agudo mediado por anticuerpos se tra-
taba con tres sesiones de plasmaféresis diarias yde 2 a5 a
dias alternos junto con infusién de inmunoglobulinas
(0,25g/kg) tras cada sesion y 1 g/kg tras la dltima". Ademas,
se administraban dos dosis, separadas por una semana'>", de
rituximab 375 mg/m?. Si el rechazo era de tipo celular grave
se trataba con bolos de metilprednisolona y ATG u OKT3".

Presentamos los resultados de nuestro protocolo aplica-
do a 4 pacientes de nuestro servicio.

CASOS CLiNICOS
Caso 1

Varén de 46 afios de edad, con nefropatia intersticial que lle-
vaba 8 afios en programa de hemodidlisis (HD), con dos tras-
plantes previos en los afios 2000 y 2004, con anticuerpos ma-
ximos circulantes y actuales anti-HLA-I y II del 75-80%. El
primer injerto lo perdié a los 4 meses posteriores al trasplan-
te por rechazo agudo vascular de grado III y el segundo in-
jerto nunca fue funcionante. Desarrollé un sindrome uré-
mico hemolitico y rechazo mediado por anticuerpos que
requiri6 trasplantectomia al mes del trasplante. Era un pa-
ciente politransfundido y las especificidades por luminex
anti-HLA-I iban dirigidas contra los antigenos Al, BS5,
B5c, B35, B53, B51, B8, B15 y las especificidades anti-
HLA-II contra DR3, DR6, DR11, DR12, DR13, DR14,
DR16, DR 51, DR52.

El tercer trasplante renal se realizé el 2 de julio de 2008 con
un donante de 16 afios de edad cuyo tipaje era A24,A32, B40,
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B57, DR4, DR-. El tipaje del receptor era A23, A68, B41,
B47,DR1, DR4.

El paciente carecia de positividad previa por luminex de an-
ticuerpos especificos contra los antigenos HLA de su nuevo
donante (prueba cruzada virtual negativa). El paciente reci-
bi6 el protocolo inmunosupresor de induccién como previa-
mente se ha descrito y la evolucién posterior fue muy favo-
rable, con funcidn renal inmediata y creatinina al alta de 0,9
mg/dl. En la tabla 1 y en la figura 1 se expone la evolucién
de los parametros de funcion renal y otros durante el segui-
miento. El paciente no presentd efectos secundarios inmedia-
tos con la infusion de la medicacién. Las PCR de CMV, BK
virus y virus hepatotropos fueron negativas durante la evolu-
cion. El recuento CD19+ fue de 0,90 + 0,02%.

Caso 2

Var6n de 40 afios de edad, con diabetes tipo 1 y con nefropa-
tia diabética que llevaba 15 afios en HD. No habia recibido
ningln injerto renal, la tasa de anticuerpos maxima anti-
HLA-I era del 100% y la actual del 98%. Era un paciente po-
litransfundido y por luminex no se detectaban anticuerpos
anti-HLA-II. Las especificidades anti-HLA-I iban dirigidas
contra los antigenos B5,B5c, B15,B15¢,B13,B7,B45,B12.
Fue sometido a trasplante el 27 de junio de 2008. El tipaje del
receptor era A2, A24, B14,B27, DR3, DR4 y la de de su do-
nante, de 43 afios de edad, A2, A68, B39, B—, DR4, DR16.
La prueba cruzada virtual fue negativa y evoluciono inicial-
mente con funcién renal inmediata alcanzando una creatinina
al alta de 1,1 mg/dl (tabla 1 y figura 1). No presentd episo-
dios de rechazo agudo en el periodo posterior al trasplante ni
efectos secundarios inmediatos con la medicacion. La PCR
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Figura 1. Evolucién de la creatinina en el primer afio.

de BK virus en orina al alta fue de inferior a 10" copias/ml y
en plasma 22 copias/ml. El recuento de CD19+ fue de 0,9 +
0,012%.

A cuarto mes del trasplante el paciente presentd un incre-
mento de la creatinina desde 1,1 hasta 2,2 mg/dl. En la
biopsia del injerto se detectaron datos de nefropatia por
BK virus estadio B1. La PCR para BK virus en plasma as-
cendi6 a 91.905.137 copias/ml y en orina de
260.002.582.000 copias/ml. Se decidi6 disminuir la inmu-
nosupresion e iniciar tratamiento compasivo con cidofovir
a razén de 4 dosis semanales de 0,5 mg/kg/dosis y 4 dosis
mds quincenales hasta marzo de 2009. La creatinina fue des-
cendiendo hasta 1,5 mg/dl al quinto mes.

Tabla 1. Evolucién de los pardmetros analiticos y clinicos de los pacientes

Casos Anticuerpos Proteinuria Linfocitos Efectos N.° de rechazos Complicaciones
anti-HLA Mes 12 B CD19+ (%) secundarios infecciosas
por CDC (%) (mg/24 h) (mg/dl) tras la infusion
1 75-80 120-200 0,90 + 0,020 No 0 ITU por E. coli
2 98 200-300 0,9 +0,012 No 2 Nefropatia
secundaria
a virus BK
Infeccién
asintomatica por CMV
3 93 500 0,17+0,010 No 1 No
85-95 150 0,3 +0,02 No 0 No

ITU: infeccién del tracto urinario; virus BK: poliomavirus; CMV: citomegalovirus.

Supervivencia global del paciente durante el primer afo: 100%.
Supervivencia global del injerto durante el primer afo: 100%.
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Al sexto mes del trasplante el paciente sufri un nuevo dete-
rioro de la funcién renal con ascenso de la creatinina hasta
2,2 mg/dl. La segunda biopsia resulté en un rechazo agudo
celular de grado Ia, con abundantes células plasmadticas en el
intersticio y ocasionales cambios citopdticos en epitelio tubu-
lar (antigeno SV40 negativo) y tincién C4d negativa, sin evi-
dencia de nefropatia por BK virus. La PCR para BK en plas-
ma era superior a 10* copias y en orina superior a 10’
copias/ml. Ante estos hallazgos el paciente fue tratado con
bolos de MP, inmunoglobulinas intravenosas a altas dosis
(0,5 g/kg de peso administradas en tres dosis) y recibid la
cuarta dosis de cidofovir. La PCR y serologias viricas de in-
fecciones oportunistas fueron negativas y la creatinina se es-
tabiliz6 en 1,6 mg/dl.

Al octavo mes del trasplante present6 de nuevo un deterioro,
con ascenso de la creatinina hasta 3 mg/dl. Se realizé una ter-
cera biopsia renal, en la que se observé un rechazo agudo ce-
lular Ia, con tincién C4d negativa y sin evidencia de nefropa-
tia por BK virus (inmunotincién SV-40 negativo y PCR viral
en tejido renal negativa). El paciente fue tratado con tres bo-
los de metilprednisolona de 250 mg e inmunoglobulinas in-
travenosas (0,5 g/kg de peso administradas en tres dosis). La
creatinina descendi6 hasta 2,1 mg/dl. A los 10 meses del tras-
plante present6 infeccién por CMV asintomatica tratada con
valganciclovir. A los 14 meses del trasplante el paciente se
mantiene con funcion renal estable, creatinina de 2,5 mg/dl y
proteinuria oscilante entre 200 y 300 mg en 24 horas. En toda
su evolucion el PRA por luminex permanecié en una tasa del
33-36%, manteniendo el mismo perfil de especificidades pre-
vias al trasplante y sin aparicién de anticuerpos especificos
del donante.

Caso 3

Mujer de 57 afios de edad con poliquistosis renal que llevaba
16 afios en HD. Habia sido trasplantada en el afio 1991 y per-
di6 el injerto por nefrotoxicidad por anticalcineurinicos a los
6 meses. La tasa de anticuerpos anti-HLA-I oscilaba entre el
68 y el 93%. Era una paciente politransfundida y habia teni-
do dos embarazos. Las especificidades anti-HLA-I iban diri-
gidas contra los antigenos A10, A29, A32, A33, B51, B52,
BS5c, B7c y B8 y las especificidades anti-HLA-II contra DR4,
DR6, DR10, DR13, DR51. El tipaje del receptor era A2, A—,
B44, B50, DR1, DRS. Se realizé el trasplante renal el 23 de
mayo de 2008 con un injerto procedente de un donante cada-
ver de 41 afios cuya tipificacion era A2, A30, B44, B—, DR1,
DR?7. La prueba cruzada virtual fue negativa. Inicialmente no
recibid la induccidn ya descrita porque el trasplante fue ante-
rior a la puesta en marcha de nuestro protocolo. La induccién
que recibié fue ATG, metilprednisolona y una dosis de inmu-
noglobulinas de 0,5 g/kg, junto con tacrolimus y MMF. La
paciente evoluciond con funcién renal retrasada, por lo que
se le realiz6 una primera biopsia a los 8 dias del trasplante.
Se observé un rechazo agudo mediado por anticuerpos con
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tincién C4d+ y marginacién leucocitaria junto con rechazo
agudo celular (t1, i2) y toxicidad leve tubular y vascular por
anticalcineurinicos. Se inicié tratamiento con siete sesiones
de plasmaféresis e inmunoglobulinas intravenosas tras cada
sesion, pero la evolucién no fue favorable y persistia el dete-
rioro, por lo que una segunda biopsia a los 21 dias de nuevo
demostro la existencia de datos de rechazo mediado por anti-
cuerpos con tincién C4d+ y marginacion leucocitaria junto
con rechazo agudo celular Ila (t1, v1, g1, il) y toxicidad tu-
bular por anticalcineurinicos. Recibi tres bolos de metilpred-
nisolona y dos dosis de rituximab. La evolucién posterior fue
muy favorable, recuperando la funcién renal y quedando la
creatinina al alta con valores de 1,6 mg/dl (tabla 1 y figura
1). El recuento CD19+ fue de 0,1 +0,01%.

Caso 4

Mujer de 50 afios de edad, con enfermedad renal de base no
filiada que llevaba 4 afios en HD. La tasa de anticuerpos ma-
xima y actual anti-HLA-I era del 85-95%. Era una paciente
politransfundida sin embarazos previos. Habfa recibido un
trasplante renal en el afio 2004 que perdi6 a los 4 meses por
rechazo agudo vascular y trombosis vascular. Las especifici-
dades anti-HLA-I iban dirigidas contra los antigenos Al,
All, A23, A24, B7, B7c, B12¢c, B13, B15, B27, B37, B40,
B41, B44, B45, B47, B48, B49, B60, B61, B63 y los anti-
cuerpos anti-HLA-II eran negativos. El tipaje del receptor era
A2,A68,B7,B51, DR4, DR13. La paciente habia recibido
unos meses antes de su segundo trasplante un tratamiento de
desensibilizacion con plasmaféresis e inmunoglobulinas in-
travenosas (2 g/kg de peso), pero sin disminucién en la tasa
de anticuerpos, por lo que se afadieron dos dosis de rituxi-
mab. Tras finalizar el tratamiento no se observé un descenso
significativo en la tasa de anticuerpos, pero si desaparecieron
algunas especificidades, de manera que se realiz6 un informe
minucioso con los antigenos de clase I permisibles para el
trasplante renal.

La paciente recibi6é un injerto renal de caddver procedente
de un donante de 34 afios el 27 de septiembre de 2008,
cuyo tipaje era A30, A—, B35, B-, DR13, DR-. Evolucio-
né con funcién renal inmediata alcanzando una creatinina
al alta de 0,7 mg/dl (tabla 1 y figura 1). No sufrié episo-
dios de rechazo agudo ni efectos secundarios inmediatos
con la medicacion. La PCR de BK virus y CMV en el se-
guimiento han sido negativas. El recuento CD19+ fue de
0,3+0,02%.

En julio de 2009 presentd un deterioro de funcién renal
con elevacion de creatinina hasta 2,3 mg/dl. En la biop-
sia no se observaron datos de rechazo agudo si no de to-
xicidad tubular y vascular por anticalcineurinicos. La
funcién renal mejoré parcialmente hasta alcanzar una
creatinina de 1,6 mg/dl tras optimizar niveles de anti-
calcineurinicos.
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DISCUSION

Hoy dia existen pocas opciones para el trasplante renal en los
pacientes hipersensibilizados en Ia lista de espera si no son
sometidos previamente a tratamientos desensibilizantes o a
potentes terapias de induccién. En este sentido, las inmuno-
globulinas intravenosas a dosis altas han logrado reducir la
tasa de anticuerpos circulantes, pero, a pesar de su eficacia,
en muchos pacientes se obtiene sélo una respuesta parcial y
su efecto es variable entre individuos®. Otros investigadores
han demostrado que la plasmaféresis puede disminuir los an-
ticuerpos circulantes’, pero tras el cese de las sesiones se pro-
duce habitualmente un rebote importante en el titulo de los
mismos y, por tanto, hoy dia se considera una técnica com-
plementaria al uso de las inmunoglobulinas para disminuir la
tasa de anticuerpos. De igual forma, el rituximab también ha
demostrado un efecto beneficioso cuando se combina con in-
munoglobulinas y plasmaféresis en la reduccion de los anti-
cuerpos anti-HLA y en el tratamiento del rechazo mediado
por anticuerpos*'. En cualquier caso, la estrategia de com-
binar estas medidas pudiera representar la mejor eleccion te-
rapéutica en estos enfermos, en especial cuando se detecta
precozmente el rechazo agudo mediado por anticuerpos me-
diante técnicas histoldgicas o seroldgicas.

En nuestro laboratorio de inmunologia se lleva a cabo sis-
tematicamente el estudio previo al trasplante del paciente
con dos tipos de aproximaciones: la monitorizacién de an-
ticuerpos circulantes periddica y la realizacion de pruebas
cruzadas previas al trasplante. La monitorizacién de anti-
cuerpos circulantes tiene como principal objetivo la medi-
cion del PRA y la identificacién de anticuerpos especificos,
con el fin de evaluar el riesgo inmunoldgico del paciente e
interpretar una prueba cruzada. Esto lo hacemos mediante
CDC y luminex. Esta tltima técnica nos permite realizar un
cribado para saber si el paciente presenta anticuerpos anti-
clase I o anti-clase II y determinar su especificidad contra
los antigenos HLA purificados'®". Todos los pacientes de
nuestro estudio presentaban una tasa PRA por CDC supe-
rior al 75%, llevaban en lista de espera de 4 a 17 afios, la
media de tiempo de seguimiento posterior al trasplante fue
de 10-14 meses y la supervivencia de paciente y del injerto
en este periodo fue del 100%. Sé6lo uno de los pacientes
tuvo un episodio de rechazo agudo mediado por anticuer-
pos, precisamente el que no habia recibido la induccién
propuesta. En otro paciente se produjo una disfuncién in-
munoldgica del injerto pero de tipo celular no humoral, y
en ambos casos reversibles con el tratamiento. En la evo-
lucién no se objetivo la aparicion de anticuerpos donante-
especificos de novo en nuetros pacientes. Si bien el PRA se
mantuvo con perfil similar al de la etapa previa al trasplan-
te en tres de nuestros pacientes, en el caso 2 disminuyo sig-
nificativamente al 33%".

Todos los pacientes habian reducido el nimero de células
CD19+ después de la infusion de rituximab a porcentajes pro-
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medio del total de linfocitos B del 0,56 + 0,02%, lo cual ha-
bla del potente efecto depletivo que poseen estos farmacos a
medio plazo sobre los linfocitos B. Hasta la fecha no se han
detectado sintomas neuroldgicos indicativos de leucoencefa-
lopatia multifocal progresiva ni infecciones virales graves
después del trasplante'”?. Tampoco se observaron efectos se-
cundarios inmediatos tras la administracion de los farmacos,
probablemente debido a la premedicacion utilizada antes de
la infusion.

En resumen, el tratamiento combinado con inmunoglobuli-
nas a altas dosis, sesiones cortas de plasmaféresis y dosis ba-
jas de rituximab como tratamiento de induccién en pacientes
con alta tasa de PRA permite la realizacion del trasplante re-
nal procedente de donante caddver con buenos resultados a
corto y medio plazo, sin graves efectos secundarios deriva-
dos de la inmunosupresion. Queda por conocer si estos bue-
nos resultados se mantendrdn a mds largo plazo sin efectos
secundarios indeseables infecciosos o tumorales. Estudios
longitudinales a mas largo plazo aclarardn estos aspectos.
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