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RESUMEN

B objetivo del estudio consiste en evaluar el riesgo de pérdida del
injerto.

Deben identificarse en el receptor los aloanticuerpos donante-es-
pecificos y determinarse las incompatibilidades HLA entre recep-
tor y donante.

Para determinar losaloanticuerposexisten diferentesmétodosque
tienen diferente sensbilidad y diferente valor prondstico, unosde-
terminan un alto riesgo de rechazo hiperagudo, otrosun aumen-
to en el riesgo de pérdida de injerto en retrasplantes.

Determinaciones en la primera fase del estudio pretrasplante:
a) Tipificacion HLA del receptor y de losposiblesdonantes.

b) Aloanticuerpospor citotoxicidad dependiente de complemen-
to frente a panel (PRA-CDQ) y cribado de aloanticuerpos anti-
HLA por fase sdlida.

¢) Enenfermossensbilizados, puede ser Gtil identificar lasincom-
patibilidades aceptables mediante una determinacién de anti-
geno aidado en fase sblida y la evaluacién del «crossmatch vir-
tual» (VCM).

Estudio pretrasplante inmediato (10 dias):

a) Prueba cruzada linfocitaria por citotoxicidad (CM-CDC) entre
receptor y donante.

b) Prueba cruzada linfocitaria por citometria de flujo entre recep-
tor y donante (FCCM) especialmente indicada en el retrasplan-
te. Permite también descartar autoanticuerposIgM.

Desensibilizacion de los receptores: evaluar la necesdad real y las
posbilidadesde éxito antesde iniciar un tratamiento.

M onitorizacion inmunoldgica postrasplante:
Determinacion de aloanticuerposs esnecesario para:

a) Diagnéstico diferencial de episodio de rechazo corticorresisten-
te con componente humoral.

b) Como marcador de probabilidad de la reduccién de supervi-
vencia a largo plazo.
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Epilogo: Debe valorarse la historia de alosensibilizacion del re-
ceptor. Bl crossmatch por citotoxicidad pronostica un alto ries-
go de rechazo hiperagudo y se considera una contraindicacion.
El crossmatch por citometria indica un aumento de riesgo de
pérdida al aino del injerto, bajo en el primer trasplante (>10%),
pero mayor en el retrasplante (>30%). El VCM por fase solida
positivo indica un incremento del riesgo de un episodio de re-
chazo mediado por anticuerpos (del 5 al 55%), pero no con-
traindica necesariamente el trasplante.

Immunological study of the donor-recipient pair

ABSTRACT

The objective of the study isto evaluate the risk of graft failure.

The presence of donor specific alloantibodies and the HLA
incompatibilities between donor and recipient mus be identified.

There are several methodsto identify alloandibodies that has
different sensitivity and different Prognostic Value. Some
define a high risk of hyperacute rejection, others an increase
in the risk to lossthe graft in defined subgroups.

First steps of the pretransplant study identify:
a) HLA typing of the recipient and available donors.

b) Alloantibodies by Complement Dependent Cytotoxicity
against Panel (PRA-CDC) and screening of alloantibodies
against HLA by Solid Phase.

¢) In sensitized recipients it can be useful to identify
acceptable incompatibilities using Sngle Antigen Solid
Phase technique and to evaluate the «Virtual Crossmatch».

Pretransplant study (10 days):

a) Crossmatch by Citotoxicity (CM-CDC) between recipient
and donor.

b) Crossmatch by Flow-Cytometry (FCCM) between recipient
and donor specially indicated in the retransplant. Useful
also to discard IgM auto-antibodies.

Recipients desensitization: the necessity and success probability
of desensitization should be evaluated before treatment.

Post-Transplant Monitoring:
Identify alloantibodies for:

a) The differential diagnostic of corticorresistant rejection
episodes with humoral component.
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b) As a marker of long term reduced graft survival
probability in the long term.

Final remarks: Evaluation should consider the allosensibilization
history of the recipient. The cytotoxicity crossmatch indicates a
high risk of hyperacute rejection and is considered a
contraindication. The Flow Cytometry crossmatch indicates an
increase in the probability to lossthe graft in the first year that is
low for first trangplants (>10%) but higher for retrangplantation
(>30%). The virtual crossmatch by solid phase indicates an
increase in the probability to have an antibody mediated
rejection (from 5% to 55%) but did not contraindicate always
the transplant.

INTRODUCCION

El estudio inmunoldgico de la pareja donante-receptor pre-
tende cuantificar y minimizar la probabilidad de pérdida
del injerto a corto y largo plazo. El riesgo de pérdida del
injerto puede pronosticarse pretrasplante y postrasplante
mediante el uso de diversas determinaciones inmunoldgi-
cas. El resultado de estas determinaciones permite no sélo
evitar los trasplantes de muy alto riesgo sino también ofre-
cer el tipo de tratamiento inmunosupresor adecuado a cada
nivel de riesgo.

La cldsica prueba cruzada linfocitaria por citotoxicidad o
crossmatch-CDC tiene un alto valor prondstico positivo
(VPP) sobre la pérdida del injerto (80%) y su positividad cla-
sicamente contraindica el trasplante renal. Otras pruebas po-
seen un valor prondstico menos rotundo y su positividad in-
dica aumentos en el riesgo de pérdida del injerto que oscilan
entre el 10 y el 30% al afio.

La decisién de llevar a cabo un determinado trasplante de-
penderd de: /) el nivel de riesgo que se considere asumi-
ble; 2) las alternativas existentes para un determinado pa-
ciente, y 3) las herramientas diagndsticas y terapéuticas
de las que se dispone.

La eleccidn del tipo e intensidad del tratamiento inmuno-
supresor mds adecuado deberd hacerse evaluando conjun-
tamente los datos actuales y la historia de alorrespuesta
del paciente.

El éxito de los trasplantes depende de evitar la alorrespuesta
del receptor frente a las diferencias en los antigenos mayores
de histocompatibilidad del dérgano trasplantado, principal-
mente del sistema HLA. La alorrespuesta serd mds intensa
cuanto mayor sea la diferencia entre donante y receptor.

La mayoria de los inmunosupresores disponibles pueden
inducir la aceptacidn del injerto, pero en general son poco
eficaces sobre las células plasmdticas productoras de alo-
anticuerpos.
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ELECCION DE LAS TECNICAS
Los objetivos de la mayorfa de las técnicas utilizadas son:

1. Evaluar las incompatibilidades que el receptor va a detec-
tar en las células del donante.

2. Identificar la presencia en un receptor de aloanticuerpos di-
rigidos contra polimorfismos HLA de posibles donantes.

3. Identificar si los aloanticuerpos del receptor reaccio-
nan contra los polimorfismos expresados en el donan-
te propuesto.

4. Identificar el tipo de inmunoglobulina (IgM o IgG) y la
diana (HLA-I, HLA-II, o no HLA).

Las distintas técnicas que identifican aloanticuerpos coinciden en
su mayoria, pero no absolutamente; las dianas de cada técnica son
diferentes (células viables o antigenos HLA purificados). Se evi-
dencian por métodos distintos (capacidad citot6xica o marcado-
res de IgG) y tienen, ademads, diferentes niveles de sensibilidad,
y son interferidas por elementos diferentes (v. anexo 1).

En la practica cada método sirve para pronosticar eventos dis-
tintos y/o con diferentes valores prondsticos. Es la evaluacion
conjunta de las distintas pruebas lo que nos permitird evaluar
el riesgo real.

En cada técnica debemos considerar el tipo de evento que preten-
demos pronosticar y el valor prondstico positivo (VPP) o negati-
vo (VPN) de su resultado.

Los estudios prospectivos para evaluar el valor prondstico de las
pruebas de mds reciente introduccion, respecto de eventos clinicos
bien definidos, son escasos. Su evaluacion respecto de técnicas de
referencia puede inducir a cierta confusién por cuanto las nuevas
técnicas postulan una mayor sensibilidad. Todo indica que este plus
de sensibilidad no tiene el mismo valor pronéstico que la técnica
de referencia (p. ej., citotoxicidad) y puede incluso pronosticar
eventos distintos a los de esta técnica de referencia.

La eleccién de las técnicas que deben utilizarse debe funda-
mentarse en la utilidad clinica de la informacién proporcio-
nada, pero también deben considerarse el coste econémico y
las dificultades logisticas y de personal, evitando en lo posi-
ble el consumo innecesario de recursos.

Para asegurar la eficiencia y la fiabilidad de las pruebas, el labora-
torio debe mantener un control de sus procesos y de sus resulta-
dos. Una garantia de este control es la acreditacién de los proce-
sos y el control de calidad de los resultados evaluados por
organismos externos expertos en histocompatibilidad (p. ej., Pro-
grama de Acreditacion de la European Federation of Immunoge-
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ANEXO 1. Descripcién de lastécnicasdisponibles para el estudio de aloanticuerpos

1 Cribado de aloanticuerpos, identificacion de aloanticuerpos anti-HLA o PRA de «Panel Reacting Antibodies»:

1.1 Aloanticuerpospor dtotoxicidad dependiente de complemento (PRA-CDQC)

La técnica se basa en el efecto citolitico del complemento sobre los linfocitos en cuya superficie tiene lugar una reaccion antigeno (de la células)
con un anticuerpo (sérico). Esta reaccidn se realiza con un panel de células de diferentes donantes (30-60) portadores de antigenos HLA distin-
tos. Esta técnica detecta la presencia en suero de anticuerpos citotoxicos de clase IgG1, IgG3 e IgM.

La asignacién de especificidad se realiza por correlacion matematica entre la presencia de un determinado antigeno en los lin-
focitos y las reacciones positivas y negativas del suero. La asignacion de especificidad es especialmente fiable si se ha repetido
en varias ocasiones con suero de fechas distintas. En los receptores con multiples aloanticuerpos la definicion de los alelos
aceptables por técnicas de citotoxicidad es imprecisa dado que cada célula expresa 6 alelos.

1.2 Cribado aloanticuerpos anti-HLA por fase solida
Se fundamenta en la unién a una «fase sdlida» de antigenos HLA purificados a partir de células de multiples individuos. Esta base
solida puede ser: 1) placa de ELISA de poliestireno; 2) microesferas de poliestireno con marcaje fluorescente interno identificable por
citometria (How-PRA/ citometro de flujo, Luminex), o 3) matrices de distribucion puntual en diferente tipos de soporte (Microarrays).
La reaccion se revela con un anticuerpo secundario generalmente anti-lgG-humana marcado con enzimas o fluorocromos,
por lo que no se detectan anticuerpos de tipo IgM (excepto que se utilice una anti-lgM), ni aquellos dirigidos contra antige-
nos no HLA (p. ej., autoanticuerpos).

1.3 Asignacion de especificidad anti-HLA con técnicas de fase sdlida

Puede hacerse por dos sistemas:

1) Dianas multialélicas de un individuo Unico: cada microesfera estd rebozada de los antigenos purificados procedentes
de una linea celular (en general dos alelos) de clase | locus 2A + 2B + 2C, o bien clase Il 2DR y/o 2DQ y/o 2DP; se
utilizan diversas microesferas con antigenos de diferentes lineas celulares. La asignaciéon de especificidad se realiza
por correlacion matematica entre la presencia de un determinado alelo en la microesfera y las reacciones positivas y
negativas con las distintas dianas.

2) Dianas con antigenos aislados (0 «single antigen»): cada microesfera esta rebozada con un solo alelo HLA clase | o de
HLA clase Il. El sistema de antigeno aislado es mas preciso para la identificacion de las incompatibilidades aceptables,
es decir, aquellos alelos contra los que el receptor no tiene aloanticuerpos.

Cuando se utilizan como dianas las técnicas de microesferas (Luminex) el resultado se expresa en MFl (Median Auores-
cence Intensity) y es una media de la lectura de decenas (50-100) de microesferas que poseen el mismo alelo, por lo
que el resultado es mas fiable que el estudio de uno o dos pocillos de una placa de ELISA.

Por el momento el antigeno aislado no esta disponible en forma de Microarrays.

Los métodos de fase solida tienen la ventaja que no detectan anticuerpos contra antigenos no HLA. Sin embargo, existe
la posibilidad tedrica de que en el proceso de obtencion y union a la fase solida las moléculas HLA puedan sufrir cam-
bios conformacionales que interfieran con la unién a algunos aloanticuerpos o que den lugar a reacciones inespecificas.

2. Prueba cruzada linfocitaria (o Crossmatch o X-Match)

2.1 Prueba cruzada linfocitaria por CDC entre donante y receptor
Basada en la técnica CDC, hace reaccionar el suero del receptor con los linfocitos del donante en presencia de comple-
mento. La positividad de la reaccion se visualiza con ayuda de un colorante vital, que penetra a través de la membrana
celular si ha sido permeabilizada por el complemento. Detecta anticuerpos de clase IgG1, IgG3 e IgM.
Se puede realizar a partir de linfocitos totales o de subpoblaciones celulares. Si se separan las subpoblaciones de linfo-
citos Ty B es posible diferenciar los anticuerpos anti-HLA-I de los anti-HLA-II (tabla 1).
Se puede realizar un tratamiento con DTT (que destruye las IgM) para diferenciar anticuerpos linfocitotoxicos de tipo
IgM (generalmente autoanticuerpos) de los de tipo IgG (tabla 2).

Tabla 1. Identificacion de anticuerpos anti-HLA-l y HLA-II Tabla 2. Identificacion de tipo de inmunoglobulina en CDC
Tipo de linfocitos Anti- HLA1  Anti- HLA Il Tratamiento del suero IgG IgM

CDC linfocitos totales Pos. Neg. (10-40% mortalidad ) Sin DTT (pre-DTT) Pos. Pos.

CDC linfocitos T Pos. Neg.

CDC linfocitos B Pos. Pos. Con DTT (post-DTT) Pos. Neg.

Contintia en pagina siguiente>
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ANEXO 1. Descripcion de lastécnicasdisponibles para el estudio de aloanticuerpos. (Continuacién)

Para conocer de forma aproximada la «cantidad» de aloanticuerpos anti-HLA en el receptor se pueden detectar la citotoxici-
dad del suero a diferentes diluciones (desde 1/1 a 1/512). Este analisis tiene interés en caso de pretender desensibilizar al receptor.

2.2 Prueba cruzada linfocitaria por citometria de flujo entre donante y receptor
La unién de los anticuerpos del suero del receptor a los antigenos de membrana de los linfocitos del donante se identifica con una
antiinmunoglobulina humana (generalmente un Fab2-anti-lgG) marcada con un fluorocromo detectable por citometria de flujo.
Para identificar los subtipos de linfocitos con los que reacciona el suero, éstos se identifican con anticuerpos monoclonales
marcados con un fluorocromo distinto del de la anti-lgG. Habitualmente se utiliza anti-CD3 para identificar los linfocitos T y
anti-CD19 o anti-CD20 para identificar los linfocitos B. Las células T (sin activar) expresan sdlo HLA-I, mientras que las células B
expresan HLA-I + HLA-II. Los anticuerpos anti-HLA-I reaccionaran con las células T y B. Los anticuerpos anti-HLA-II sdlo reco-
noceran los linfocitos B (tabla 3).
La identificaciéon de los linfocitos T y B permite, ademds, minimizar la interferencia derivada de la presencia fisiologica de in-
munoglobulinas humanas en la membrana de los linfocitos B.
La positividad se calcula generalmente basandose en el cambio en el canal medio de fluorescencia (= [canal medio del suero
problema] — [canal medio del control negativo]).
El dintel de positividad debe establecerse en cada laboratorio. Los valores de corte habituales oscilan ente 10 y 40 y
pueden ser distintos para linfocitos T (CD3+) y para linfocitos B (CD19+)". Unos dinteles conservadores podrian ser:
Para T. SMCF <10 = negativo; SMCF >10 y <20 = positivo débil; SMCF >20 = positivo.
Para B: SMCF <30 = negativo; SMCF >30 y <40 = positivo débil; SMCF >40 = positivo.

3. Otras pruebas en fase de evaluacion

Existen otras pruebas en fase de evaluacion aln sin la suficiente evidencia cientifica para desaconsejar un trasplante o pronosticar
su evolucion de una forma estadisticamente significativa. Entre ellas se encuentran:

3.1 Anticuerpos anti-MICA
Se han descrito como relacionados con el rechazo del injerto, pero su valor pronéstico pretrasplante no esta bien definido.
Por inferencia podriamos sospechar su participacién en pacientes que han perdido un injerto previo con evidencias de recha-
zo humoral (p. €j., depdsitos de C4d), sin que haya sido posible demostrar anticuerpos anti-HLA. En estos casos es coherente
buscar otros anticuerpos que justifiquen el rechazo. En caso de ser positivos se pueden determinar los alelos MICA del donan-
te, e intentar evitar en un nuevo donante los antigenos MICA contra los que existen anticuerpos®.

3.2 Crossmatch utilizando precursores endoteliales
Con la misma indicacién que los anticuerpos anti-MICA pero especifico de donante se encoentraria el llamado crossmatch
con precursores endoteliales enriquecidos a partir de sangre periférica. Bl resultado sblo sirve para un donante concreto y tie-
ne un coste de reactivo elevado.

3.3 Crossmatch por captacion de aloantigenos solubilizados del donante sobre fase sdlida
Se puede realizar en soporte de microesferas de Luminex o placas de ELISA.
Existe la posibilidad de utilizar microesferas de poliestireno recubiertas de un monoclonal anti-HLA clase | o clase Il que captura
los aloantigenos HLA a partir de las membranas solubilizadas de las células de los donantes. Después de incubar las esferas con
el suero del receptor pueden identificarse aloanticuerpos mediante una anti-IgG (o anti-lgM) fluorescente y un citémetro tipo Lu-
minex. B valor prondstico de esta técnica, en el pretrasplante, esta en fase de evaluacion. Puede ser especialmente Util en el se-
guimiento de los aloanticuerpos de novo en el postrasplante, ya que permite utilizar células del donante almacenadas en un con-

Tabla 3. Clase anti-HLA y tipo de inmunoglobulina Tabla 4. Interpretacion de diferencias entre citotoxicidad y
por citometria (con anti-IgG) fase solida

IgG-anti-HLA  Anti-HLA no Citotdxicos

‘A ; . citotoxicos  no anti-HLA
Subpoblacion IgG anti-HLA | 1gG anti-HLA 1l IgM (0 débiles) Posibles

autoanticuerpos IgM

Anti-CD3+ (T) Pos. Neg. Neg. Cribaje
Fase solida Pos. Pos. Neg.
PRA

Anti-CD19+ (B) Pos. Pos. Neg. Citotoxicidad Pos. Neg. Pos.

Contintia en pagina siguiente>
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ANEXO 1. Descripcion de lastécnicasdisponibles para el estudio de aloanticuerpos. (Continuacién)

gelador (-70 °C) utilizando un detergente especial sin necesidad de disponer células viables conservadas en nitrégeno liquido.
B mismo fundamento se aplica usando como soporte de los anticuerpos monoclonales placas de ELISA.

3.4 Anticuerpos anti-GSTT1

Si bien descritos inicialmente como no patogénicos en el rindn®, se han asociado con depoésitos de C4d*. Su valor prondstico
pretrasplante no ha sido definido.

3.5 AloHlispot

Es una técnica que cuantifica el nimero de linfocitos T del receptor capaces de reconocer aloantigenos del donante y activar-
se. Es una medida estimativa de la presencia de células T alorreactivas. Metodol6gicamente se valora la secrecion de una cito-
cina (p. €j., IN gamma como valoracion) después de un cocultivo de células del receptor con células/ antigenos del donante.
Después de una incubacién de unas 18 h se cuenta el nimero de células secretoras de la interleucina. Como todas las técni-
cas de respuesta a células tiene el inconveniente de la reproductividad y la necesidad de incluir controles que validen los resul-
tados, pero constituye uno de los pocos instrumentos disponibles para evaluar la reactividad celular® y su resultado posible-
mente esté relacionado con la memoria inmunoldgica del receptor.

4. Elementos que pueden interferir en las determinaciones

4.1 Citotoxicidad dependiente de complemento PRA y crossmatch

Autoanticuerpos linfocitotdxicos. Mas frecuentes en pacientes con enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso sisté-
mico; artritis reumatoide, cirrosis biliar primaria, etc.). La frecuencia de autoanticuerpos en pacientes sensibilizados en lista de
espera es de aproximadamente el 4% .

Tratamiento reciente con suero antilinfocitario. Falsos positivos muy frecuentes o con algunos anticuerpos monoclonales.

4.2 Aloanticuerpos por fase sdlida

Tratamientos recientes con inmunoglobulina intravenosa. Inciden sobre el resultado y los controles, debe conocerse

para la validacion del resultado.

4.3 Crossmatch por citometria

Tratamientos con monoclonales humanizados. Por ejemplo anti-CD20: falsos positivos para linfocitos B muy frecuentemente.
Tratamientos recientes con inmunoglobulina intravenosa. Puede incidir sobre el resultado, debe conocerse para la vali-

dacion de éste.
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netics [EFI] o American Society of Histocompatibility and Immu-
nogenetics [ASHIJ).

INDICACION E INTERPRETACION DE LAS DIFERENTES
PRUEBAS EN EL TRASPLANTE DE VIVO

El proceso de seleccién de un donante inmunoldégicamente compa-
tible con un receptor renal es progresivo. En funcién de los resulta-
dos de las pruebas previas se adoptard el proceso a seguir (figura 1).

64

Primera fase del estudio pretrasplante
Tipificacién HLA del receptor y de losposblesdonantes

Deben tipificarse el receptor y el donante por lo menos
en HLA-A, B y HLA-DRBI1 a nivel antigénico (2 o 3 pri-
meros digitos). Las técnicas de tipificacion HLA por
ADN son altamente recomendables por su fiabilidad y
reproducibilidad. Para la tipificacién HLA-A y HLA-B
puede ser aceptable la serologia.

Nefrologia 2010;30(Suppl 2):60-70
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Si se han identificado en el receptor anticuerpos anti-HLA-C
o HLA-DQ o DP puede resultar conveniente ampliar la tipi-
ficacion del donante a estos locus (v. crossmatch virtual).

La tipificacién alélica del donante (cuatro o mds digitos)
puede estar indicada en casos especiales en los que existan
anticuerpos s6lo contra algunos alelos (4 digitos) de un
mismo grupo antigénico (2 digitos) (p. ej., A2402 positivo,
A2403 negativo).

Utilidad de la tipificacién HLA

1. Permite conocer la probabilidad de supervivencia del in-
jerto a largo plazo. Supervivencia a 10 afios de los injer-
tos HLA idénticos: 73%; supervivencia de injertos no
idénticos del 64% (una incompatibilidad) a 53% (seis in-
compatibilidades)'.

2. Permite evaluar las probabilidades de que una prueba cru-
zada resulte negativa, conociendo el porcentaje de PRA-
CDCy la especificidad de los anticuerpos del receptor. En
pacientes altamente sensibilizados disponer de un herma-
no HLA idéntico es, en ocasiones, una de las pocas opor-
tunidades de trasplante para estos pacientes.

3. Hace posible el evaluar el llamado crossmatch virtual
(VCM o virtual Crossmatch).

4. Facilita la identificacién de aloanticuerpos donante-especi-
ficos en el postrasplante utilizando técnicas de fase sélida.

5. Hace posible evitar la repeticién de las mismas incompa-
tibilidades de trasplantes previos o futuros.

Aloanticuerpos por citotoxicidad dependiente
de complemento frente a panel (PRA-CDC)

La determinacién de aloanticuerpos debe realizarse en todos
los pacientes susceptibles de ser trasplantados cada 3 meses?.

También debe realizarse 15 dias después de cada evento sen-
sibilizante (transfusién, pérdida de injerto o después de un
embarazo).

Este estudio secuencial permite conocer anticuerpos identifi-
cados en el pasado que pueden no ser detectables en el mo-
mento del trasplante, pero que pueden haber generado linfo-
citos memoria, facilmente reactivables, por lo que habrd que
adaptar la inmunosupresion a esta circunstancia.

Mediante la prueba PRA-CDC se obtienen tres tipos de in-
formacion:
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1. Si el receptor tiene o no tiene aloanticuerpos.

2. El porcentaje de reactividad, que permite predecir la pro-
babilidad de una prueba cruzada linfocitaria positiva.

3. Identificar, en algunos casos, contra qué antigenos reac-
cionan estos aloanticuerpos. Este conocimiento permite
pronosticar para los donantes que tienen estos antigenos
una muy alta probabilidad de prueba cruzada linfocitaria
positiva por citotoxicidad.

Cribado de aloanticuerpos anti-HLA por fase sblida

Debe realizarse: /) cuando han existido o no pueden des-
cartarse elementos sensibilizantes antiguos no controla-
dos; 2) ante la sospecha de autoanticuerpos y la necesidad
de descartarlos en un paciente con PRA-CDC positivo (fi-
gura 1).

Indica ausencia o presencia (negativo/positivo) de anticuer-
pos anti-HLA de tipo IgG contra alelos anti-HLA-I (HLA-A,
B, C) y/o anti-HLA-II (DR, DQ, DP) y en algunos kits tam-
bién anti-MICA.

Tiene mayor sensibilidad que PRA por citotoxicidad (CDC)**.

Si se usa una anti-IgG como anticuerpo secundario no se de-
tectan anticuerpos de tipo IgM.

Al utilizar antigenos HLA purificados, no identifican anti-
cuerpos no anti-HLA.

Si se detectan anticuerpos anti-HLA no evidenciables por ci-
totoxicidad, pero si por fase sélida, es muy aconsejable utili-
zar las técnicas de crossmatch de mayor sensibilidad, como
las de citometria de flujo o el crossmatch virtual (VCM) para
definir mejor el riesgo de estos pacientes.

Los autoanticuerpos IgM no contraindican un trasplante,
siempre y cuando sea posible descartar que no se trata de an-
ticuerpos anti-HLA de tipo IgM inducidos por una transfusién
reciente, que si pueden afectar a la supervivencia del injerto.

Prueba cruzada linfocitaria virtual (o VCM)

Esta prueba estd indicada en pacientes candidatos a retrasplan-
te, en mujeres con embarazos previos y en caso de resultados
positivos en el cribado por fase sélida pero negativos por CDC.

Esta técnica permite conocer con precision y con alta sensi-
bilidad si un receptor posee anticuerpos IgG contra cada uno
de los antigenos del sistema HLA.
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Se pueden identificar anticuerpos contra moléculas HLA de
clase I (A, B, C) y contra moléculas HLA de clase I (DR, DP
y DQ). Los reactivos tienen un coste elevado.

Conociendo la tipificacién del donante puede realizarse una
estimacién muy aproximada de los donantes que no reaccio-
nardn con los anticuerpos del receptor. A esta aproximacion
se la conoce como VCM.

El VCM permite definir, incluso en los pacientes con anticuer-
pos contra muchos alelos, las llamadas «incompatibilidades
aceptables», siendo un valioso instrumento para identificar po-
sibles donantes para receptores altamente sensibilizados.

Dado que el resultado de esta prueba es un valor numérico (se-
micuantitativo), es importante distinguir lo que es el dintel infe-
rior de sensibilidad de la técnica, del dintel que pronostica un de-
terminado evento clinico. La fijacion de estos dinteles estd en fase
de evaluacion, por esta razén si los anticuerpos son detectables
también por otras técnicas mejor evaluadas, crossmatch por cito-
toxicidad o citometrfa, el valor prondstico de éstas prevalece.

En el caso de que la tnica positividad sea la del VCM positi-
vo, siendo negativo por otras técnicas, indica una probabili-
dad del 55% de padecer un episodio de rechazo mediado por
anticuerpos en el primer afio frente a una probabilidad del 5%
en caso de VCM negativo. El 45% de receptores que no su-
fran un episodio de rechazo tendrdn una supervivencia seme-
jante a los de VCM negativo, s6lo los que lo que lo sufran ve-
rdn su supervivencia reducida en un 20% a 5 afios”.

Anticuerpos Anti-HLA-C?, anti-HLA-DQ’ y también anti-HLA-
DP* han sido relacionados con el rechazo. Si el receptor tiene an-
ticuerpos contra estos antigenos, puede estar indicado conocer los
alelos del donante en estos locus, si bien el valor pronéstico pre-
trasplante de estos anticuerpos no esté bien definido.

El VCM tiene un alto valor predictivo negativo sobre el cross-
match por citotoxicidad. Su VPP es menor (es decir, detecta anti-
cuerpos no evidenciables por citotoxicidad)’.

De lo anterior se deduce que un VCM positivo, aislado, no
implica que un trasplante esté necesariamente contraindica-
do, significa una sefial de alarma para realizar una evaluacién
concienzuda, un seguimiento cuidadoso y un tratamiento in-
munosupresor mds orientado al control de la produccién de
aloanticuerpos.

Utilidad e interpretacion de la prueba cruzada
preliminar

Estd indicada en receptores con riesgo de crossmatch positi-
vo. La finalidad de este estudio preliminar es evitar costosos
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estudios en donantes que corren un alto riesgo de ser recha-
zados, por motivos inmunolégicos, en las pruebas de pretras-
plante inmediato (10 dias).

Debe incluir las pruebas cruzadas que se utilizardn para el es-
tudio pretrasplante inmediato.

Se consideran receptores con riesgo de prueba cruzada lin-
focitaria positiva: /) PRA-CDC o PRA fase sdlida positivo;
2) retrasplantes, incluso sin aloanticuerpos detectados por
PRA-CDC, y 3) mujeres con embarazos previos del candi-
dato a donante (figura 1).

Estudio pretrasplante inmediato (10 dias)

Prueba cruzada linfocitaria por CDC entre donante
y receptor

Esta prueba debe realizarse antes de cualquier trasplante renal.

Una prueba cruzada por citotoxicidad (CDC) sobre linfocitos
T o totales positiva a 22 + 5 °C tiene un VPP sobre la pérdida
del injerto en las primeras 48 h del 80%, por tanto, contrain-
dica el trasplante.

El trasplante puede no estar contraindicado si existen eviden-
cias de que la positividad se debe a autoanticuerpos anti-IgM.
Para ello es preciso que: /) la positividad se negativice des-
pués del tratamiento del suero con DTT; 2) no exista eviden-
cia de evento sensibilizante en los tltimos 15 dias, y 3) la de-
terminacion de cribado de aloanticuerpos anti-HLA en fase
solida (Luminex) sea negativa en un suero que haya sido
PRA-CDC positivo. Pueden ayudar a confirmar la autorreac-
tividad evidencias de enfermedad autoinmune (LES, AR,
CBP, etc.), o la determinacién previa o simultdnea de un
crossmatch autélogo positivo por CDC, que se negativice
después del tratamiento del suero con DTT.

Debe incluir por lo menos los sueros con porcentaje de
PRA-CDC mais elevado de los tltimos 2 afios y los poste-
riores a elementos sensibilizantes. El suero actual debe es-
tudiarse por duplicado sin diluir ni tratar, y por lo menos a
una dilucién (estandares EFT).

El hallazgo de un crossmatch B positivo T negativo puede
estar ocasionado por tres circunstancias: a) presencia de
anticuerpos anti-HLA-II; b) presencia de anticuerpos anti-
HLA-I de bajo titulo detectables sélo en linfocitos B debi-
do a que éstos expresan mayor cantidad de HLA-I que los
T, y c¢) presencia de autoanticuerpos especificos de B.

Criterio de temporalidad: crossmatch previo positivo-actual
negativo. Los criterios de contraindicacion descritos se apli-
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Figura 1. Algoritmo de evaluaciéon inmunélogica.

can por regla general al suero del dia del trasplante y a los de
los tdltimos 2 afios. Para sueros de mds de 2 afios pretrasplan-
te existen indicios de que los pacientes con PRA >80% co-
rren un riesgo de pérdida adicional del 20% sobre la de los
pacientes con sueros histéricos negativos'.

Prueba cruzada linfocitaria por citometria de flujo
entre donante y receptor (FCCM)

Esta prueba debe realizarse en pacientes candidatos a retras-
plante, en mujeres con embarazos previos y en caso de resul-
tados positivos en el cribado por fase sélida pero negativos
por CDC y es recomendable en todo trasplante de donante
vivo.

Permite precisar el riesgo de pérdida del injerto al afio, espe-
cialmente en los retrasplantes.
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Permite descartar positividades de la prueba cruzada CDC que
no contraindican el trasplante (p. ej., autoanticuerpos IgM).

Proporciona valores semicuantitativos de la cantidad de anticuer-
pos existentes evaluando el cambio en el canal medio de fluores-
cencia, y es una forma facil, completa y precisa de identificar alo-
anticuerpos contra todos los antigenos HLA-II del donante.

Estd muy especialmente indicado si se detectan aloanticuer-
pos no evidenciables por citotoxicidad pero si por fase sélida.

Si la prueba cruzada por citotoxicidad (CDC) simultdnea es positiva
se aplicard el criterio correspondiente a la prueba de citotoxicidad.

Si la prueba cruzada por citotoxicidad (CDC) es negativa y
la prueba cruzada por citometria es positiva, la probabilidad
de supervivencia del injerto al afio es un poco inferior a la de
injertos con prueba cruzada negativa por citometria (puede

67



M.2 Guadalupe FErcilla et al. Estudio inmunolégico de donante-receptor

ser igual en algunos centros)": a) primer trasplante: 10% in-
ferior, y b) retrasplantes: 30% inferior.

Asfi pues, la deteccién de anticuerpos no detectables por fija-
cién de complemento no pronostica un rechazo hiperagudo,
pero si pronostica una menor supervivencia del injerto, espe-
cialmente en los retrasplantes.

La valoracién un crossmatch B positivo T negativo sigue sien-
do motivo de controversia. La positividad para B por citoto-
xicidad no se ha considerado histéricamente una contraindi-
cacidn para primeros trasplantes en muchos centros. No debe
olvidarse que una parte de los anticuerpos anti-B por citotoxi-
cidad son realmente autoanticuerpos de tipo IgM que no dan
reacciones positivas en citometria. Sin embargo, los anticuer-
pos IgG anti-HLA-II consecuencia de un injerto previo si se
han relacionado con episodios de rechazo y se han considera-
do un factor de mal prondstico relativo para el retrasplante'.
Tanto la IgG anti-HLA-DR como los anti-HLA-DQ como los
anti-anti-HLA-DP han sido relacionados con el rechazo. Por
ello ante un crossmatch por citometria positivo para linfocitos
B, la decisién de trasplantar debe ser individualizada valoran-
do todas las fuentes de informacién en su conjunto.

Desensibilizacion de los receptores

Existen evidencias de que en algunos pacientes es posible
reducir los aloanticuerpos circulantes preexistentes hasta
niveles que no sean capaces de desencadenar un rechazo hi-
peragudo. Esto no implica que no existan linfocitos B con ca-
pacidad de reiniciar la produccién de aloanticuerpos, pero la
supervivencia de los injertos realizados en estas condiciones
a corto plazo en algunos centros es aceptable.

No entraremos aqui a analizar ni las indicaciones ni las dife-
rentes técnicas de desensibilizacidn que, en cualquier caso, de-
ben ser hechas por un equipo con experiencia. Sin embargo, es
importante conocer y valorar los marcadores inmunoldgicos
que la justificarian o indicarfan sus posibilidades de éxito y que
han sido recientemente revisados". Hay que recordar que no
todos los pacientes sensibilizados son candidatos a desensibili-
zacion. Es preciso plantearse dos tipos de preguntas:

1. ;Quiénes son posibles candidatos a desensibilizacién?

2. (En quiénes la desensibilizacion tiene probabilidades de
ser exitosa?

¢/Quiénes son posibles candidatos a desensibilizacion?

Los receptores con crossmatch positivo por citotoxicidad
(una vez excluidos los autoanticuerpos) son posibles candi-
datos a desensibilizacion pretrasplante.
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Los candidatos a receptores de un retrasplante con cross-
match por citometria positivo-citotoxicidad negativo son
posibles candidatos.

En los receptores de un primer trasplante con crossmatch
por citometria positivo, pero por citotoxicidad negativo,
la desensibilizacién puede no ser necesaria.

En los pacientes que presentan s6lo positividad en el VCM,
con crossmatch negativos por citotoxicidad y citometria, no
existen en la actualidad suficientes datos que apoyen la con-
veniencia de sean sometidos a desensibilizacion.

En cualquier caso, debe valorarse en su conjunto toda la
informacién disponible por parte de un equipo experi-
mentado: /) historia de los niveles de sensibilizacién y
de los elementos sensibilizantes; 2) si la positividad afec-
ta a linfocitos T y B o s6lo a B; 3) valor del cambio en el
canal medio de fluorescencia del crossmatch por citome-
tria, y 4) nimero de positividades y valor del MFI en el
VCM.

¢En quiénesla desensibilizacion tiene
probabilidades de ser exitosa?

En primer lugar, es necesario definir qué se considerara
una desensibilizacién exitosa: ;pretenderemos negativizar
el crossmatch por citotoxicidad y citometria o s6lo por ci-
totoxicidad? Aqui serd fundamental considerar la expe-
riencia previa del laboratorio y los niveles de sensibilidad
evidenciados para cada técnica en los controles externos
de calidad (p. ej., Taller Ibérico de Histocompatibilidad).

En términos generales se utilizan dos pardmetros para pre-
decir las probabilidades de éxito de una desensibilizacion:
a) la dltima dilucién del suero que resulta positiva en el
crossmatch por citotoxicidad, y b) el cambio en el canal
medio de fluorescencia del crossmatch por citometria.

Con respecto al crossmatch por citotoxicidad muchos la-
boratorios consideran que titulos iguales o superiores a
1/128 tienen escasas o nulas posibilidades de desensibili-
zacion; por otra parte, titulos inferiores o iguales a 1/32
son susceptibles de ser desensibilizados, siendo el titulo
1/64 motivo de controversia.

Con respecto al crossmatch por citometria, la bibliogra-
fia es escasa, pero podria decirse que cambios en el ca-
nal medio de fluorescencia inferiores a 70 tienen proba-
bilidad de éxito en la desensibilizacién, mientras que por
encima de este nivel es poco probable. En ambos casos
el nivel de corte depende de la sensibilidad de la técnica
en cada laboratorio.
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Monitorizacion inmunoldgica postrasplante

El deterioro del funcionalismo renal es frecuentemente la pri-
mera evidencia de rechazo. Adelantarse a esta evidencia uti-
lizando pruebas inmunoldgicas es dificil, por varias razones:
1) se precisaria una alta frecuencia de determinaciones para
realmente adelantarse a los marcadores de deterioro renal, y
2) si las pruebas no son antigeno-especificas, frecuentemente
se modifican también por episodios infecciosos. Sin embar-
g0, las determinaciones de aloanticuerpos son de utilidad en
dos circunstancias:

Diagnéstico diferencial del rechazo
corticorresistente con componente humoral

Ante un episodio de rechazo agudo, es importante deter-
minar si el episodio tiene o no un componente humoral.
Los rechazos con un componente celular son mayoritaria-
mente sensibles a corticoides. La resistencia al tratamien-
to con corticoides constituye de facto la primera sospecha
de un componente mediado por aloanticuerpos. Los recha-
zos con componente humoral requieren tratamientos especi-
ficos, tales como recambios plasmadticos e intervenciones so-
bre los linfocitos productores de inmunoglobulinas.

El diagndstico de un rechazo humoral se realiza, ademads de,
por el tipo y distribucién de las células infiltrantes, por la de-
terminacién de anticuerpos circulantes donante especificos
DSA (Donor Specific Antibodies). La presencia de depdsitos
de C4d en los capilares peritubulares tiene, al parecer, un va-
lor prondéstico positivo inferior al de los anticuerpos.

Identificar inequivocamente la reactividad de los anticuerpos
con el donante es logisticamente complicado, dado que re-
quiere células del donante. Estas células pueden guardarse
congeladas en nitrégeno liquido o debe citarse al donante
vivo en cada determinacion.

La prueba mds concluyente de los DSA es el crossmatch por
citometria de flujo. Las técnicas de citotoxicidad, aunque
pueden usarse, son menos sensibles que la citometria. La
permanencia in situ del injerto secuestra parte de aloanti-
cuerpos reduciendo los circulantes, por ello es recomenda-
ble utilizar las técnicas mds sensibles disponibles: citome-
tria y/o fase sélida.

La secuencia de pruebas debe equilibrar la informacién ne-
cesaria para tomar decisiones y los recursos disponibles. Ante
la sospecha de un rechazo corticoresistente en un:

1. Paciente sin aloanticuerpos previos: a) cribado de aloan-
ticuerpos por fase sélida para HLA-I y HLA-II; b) si son
negativos indica que no hay anticuerpos anti-HLA detec-
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tables y en principio no procede un crossmatch donante
especifico, y ¢) si son positivos debe valorarse si es 16gi-
co asumir que los anticuerpos han sido inducidos por el
donante, o por el contrario es estrictamente necesario
comprobar que son donante especificos por crossmatch
por citometria (p. €j., si se sospecha que los aloanticuer-
pos pueden haber sido inducidos por otras fuentes de sen-
sibilizacion).

2. Pacientes con aloanticuerpos previos por fase sélida:
a) si se pretende monitorizar su desaparicién un criba-
do de aloanticuerpos por fase sélida para HLA-I y
HLA-II puede ser ttil; b) si se dispone de células del
donante puede estar indicado un crossmatch donante
especifico por citometria.

En ambas situaciones, y en caso de que el crossmatch no pue-
da realizarse por falta de células del donante, puede conside-
rarse una determinacion por fase sélida con antigeno aislado.

Es conveniente considerar que sé6lo es posible identificar los
aloanticuerpos contra los alelos que tengamos identificados
en el donante. Dicho de otra forma, si el donante no ha sido
tipificado para HLA-C o HLA-DQ o HLADP y el receptor
tiene anticuerpos contra estos alelos el resultado del VCM
solo serd concluyente en el caso de ser positivo, pero no serda
concluyente si es negativo, dado que una parte de las dianas
presentes en el injerto no son conocidas.

El reactivo de antigenos aislado tiene un coste considerable y
su solicitud indiscriminada puede alterar significativamente
el presupuesto econdmico del programa de trasplantes.

La participacioén de aloanticuerpos en el rechazo hace reco-
mendable un tratamiento dirigido a reducirlos (recambios
plasmaticos, administraciéon de inmunoglobulinas intraveno-
sas, anti-CD20, etc.).

La monitorizacién del tratamiento puede hacerse valorando
el descenso de aloanticuerpos: /) por cambios en el canal me-
dio de fluorescencia del crossmatch por citometria; 2) por
disminucién del titulo del crossmatch dependiente de com-
plemento si era positivo (p. ej., de 1/128 a 1/32), y 3) valo-
rando el cambio de MFI de los alelos del donante en las prue-
bas en fase sélida que utilizan antigeno aislado.

Aloanticuerpos como marcador de mal prondstico

Existen cada vez mayores evidencias de que no sélo la pro-
babilidad de rechazo humoral agudo sino también la fibrosis
intersticial y la atrofia glomerular del rechazo crénico son
mds frecuentes en los receptores que han desarrollado aloan-
ticuerpos ex novo postrasplante. Por ello, antes de realizar una
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reduccién o un cambio significativos en la inmunosupresion,
puede estar indicado evaluar la probabilidad de pérdida del
injerto. En el cédlculo de esta probabilidad la determinacién
de aloanticuerpos constituye uno de los marcadores mads
aceptados'. No debe olvidarse, sin embargo, que se trata de
un aumento de riesgo de pérdida del injerto, pero es posible
encontrar numerosos pacientes con aloanticuerpos donante
especificos sin sintomas clinicos y que probablemente no van
a perder su injerto a medio plazo®.

La presencia de anticuerpos anti-HLA-clase I postrasplante
precede, incluso afios, al desarrollo de la glomerulopatia'®. La
presencia de anticuerpos anticlase II se asocia fuertemente a
rechazo crénico en receptores renales de donante vivo, pero
parece que el peor prondstico se asocia con la deteccién si-
multdnea de anticuerpos anti-HLA-I mds anti-HLA-IT'"%.
Para este cribado, evidentemente, la determinacién por fase
s6lida es la técnica indicada. Una posterior identificacion de
la reactividad con el donante puede o no ser necesaria segtin
las circunstancias del receptor (historia transfusional, aloan-
ticuerpos previos, etc.).

EPILOGO

Los datos de alosensibilizacién deben evaluarse en su conjun-
to, considerando también la historia de alosensibilizacion del
receptor. El crossmatch por citotoxicidad entre donante y re-
ceptor, en el momento del trasplante, pronostica un alto ries-
go de rechazo hiperagudo y se considera una contraindicacion.
El crossmatch por citometria indica un aumento de riesgo de
pérdida del injerto al aio bajo en el primer trasplante (>10%),
pero mayor en el retrasplante (>30%). El VCM por fase soli-
da indica un incremento del riesgo de episodio de rechazo me-
diado por anticuerpos (del 5 al 55%), pero no contraindica ne-
cesariamente el trasplante. Estos riesgos deben ser evaluados
en el contexto de la situacidn general del paciente y en el de
los recursos diagndsticos y terapéuticos disponibles.
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