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Introduccién

El dafio irreversible de 6rganos es uno de los principales desafios de la Salud Publica, siendo el
trasplante de los mismos una solucién parcial y transitoria. El trasplante de érganos ha tenido un
éxito considerable, pero diversos factores tales como los fenébmenos de rechazo inmunoldgico y
los efectos adversos de las terapias inmunosupresoras, limitan su efectividad. Sin embargo,
actualmente el problema mas acuciante es la falta de donantes.

De todos los érganos trasplantados, el rifién es el de mayor requerimiento. La relevancia socio-
econdémica de esta demanda se pone de manifiesto por los 29.246 pacientes en didlisis durante
el afio 2016, en la Argentina. La enfermedad renal crénica y por lo tanto la necesidad de dialisis
va en aumento, lo que genera altos costos, tanto para los pacientes como para el sistema de
salud. Ademas, se debe considerar la pérdida de calidad de vida y la capacidad productiva de los
pacientes. Por lo tanto, no cabe duda que una solucibn méas adecuada para estos pacientes es el
trasplante renal con politicas adecuadas que fomenten la donacién de 6rganos.

El trasplante de érganos sélidos es un tema complejo. Cada uno de los érganos trasplantados
presenta problematicas comunes y particulares. En este capitulo, detallaremos algunas
problematicas comunes a los trasplantes, pero nos avocaremos especialmente a la problematica
del trasplante renal y, en menor medida, hepatico por ser los 6rganos que mas se trasplantan.

Actualmente, el trasplante de 6rganos y tejidos en reemplazo de tejidos dafiados, es considerado
una terapia médica habitual, habiendo sido las transfusiones de sangre los primeros tejidos
trasplantados. Los inicios del trasplante renal se remontan al afio 1933 y fueron realizados por el
ruso Yu Yu Voronoy, pero ninguno de éstos trasplantes fue exitoso. Los primeros indicios sobre
la posibilidad de éxito datan del afio 1947 en la ciudad de Boston (EUA) y termina de
consolidarse cuando se obtuvo el éxito total al trasplantarse el rifidn entre gemelos univitelinos.
Los primeros aportes inmunoldgicos relacionados a las causas del rechazo de los injertos fueron
realizados por Peter Brian Medawer (1915-1987), quien junto con Frank Macfarland Burnet,
recibio el Premio Nobel de Medicina (1960), por su trabajo en los injertos de tejidos y sus aportes
al descubrimiento de la tolerancia inmunolégica. Es asi, como se comienza a reconocer la
importancia de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad en los fenébmenos de
rechazo de Organos vy tejidos. El éxito o fracaso en el trasplante dependia de la compatibilidad
entre moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), lo que resultaba casi
imposible debido al alto grado de polimorfismo poblacional del sistema de antigenos leucocitarios
de histocompatibilidad (HLA). Las consecuencias de este elevado polimorfismo, son el alto grado
de rechazo de 6rganos y tejidos mediado por la respuesta inmune adaptativa celular y humoral.

Con el correr de los afios se realizaron trasplantes de otros 6rganos. En 1963 Thomas Starzl
realizd el primer trasplante de higado entre humanos. En 1967, en Ciudad del Cabo, el Dr.
Christiaan Barnard realiz6 el primer trasplante cardiaco, ante la perplejidad de la opinién publica



mundial. A los primeros afios de grandes fracasos le siguieron los éxitos, que fueron
acompafados por un mayor conocimiento de los mecanismos de rechazo de los injertos y al
desarrollo de los farmacos inmunosupresores.

La conexién entre el area del trasplante y la inmunologia, generé una nomenclatura particular
para referirse a los efectores celulares y humorales y a los mecanismos de respuesta inmune
contra los 6rganos. Es asi como en el area del trasplante es comun referirse a los aloantigenos a
aquellos antigenos que son reconocidos como extrafios durante el rechazo; aloreconocimiento,
al reconocimiento de los aloantigenos, los que pueden ser mediados por anticuerpos,
denominados aloanticuerpos, y/o por linfocitos denominados linfocitos aloreactivos.

Tipos de trasplantes

Los trasplantes se pueden clasificar segun el material que se vaya a injertar. Estos pueden ser: i)
organos solidos vascularizados; ii) células; iii) tejidos; iv) materiales inertes; v) tejido compuesto;
o vi) materia fecal (Tabla 1).

Entre los 6rganos sélidos vascularizados que se pueden trasplantar se encuentran el corazén,
higado, intestino, pancreas, pulmén, utero y riidn. A veces, el cuadro clinico requiere el
trasplante simultaneo de dos Grganos; como por ejemplo en los pacientes diabéticos que estan
en insuficiencia renal debido a una nefropatia diabética, y a los que se les propone un trasplante
simultaneo renal y pancreético para restablecer la funcién renal y end6crina pancreatica.

Tabla 1. Tipos de células, tejidos u 6rganos que se pueden trasplantar
Tipos de Trasplante

Células Hematopoyéticas

Células de los islotes

de Langerhans

Tejidos Cérnea

Piel

Sangre

Oseo

Organos sdlidos Rifién

vascularizados Higado

Corazén

Pulmoén

Pancreas

Intestino

Utero

Tejido compuesto Mano

Cara

Laringe

Traquea

Cuero Cabelludo

Pene




También se ha trasplantado tejido compuesto como mano, cara, laringe, trdquea, cuero
cabelludo, fémur y pene, con diferentes grados de éxito. Pero lo que mas llama la atencion es la
reciente incorporaciéon de los trasplantes de microbiota fecal que, aunque se la propone como
terapia para el tratamiento de diversas enfermedades, la Unica indicacion médica real actual es
en los casos refractarios de diarrea por infecciones con Clostridium difficile, bacilo Gram positivo
anaerobio, responsable de una infeccién col6nica denominada colitis ssudomembranosa.

Clasificacién de los Trasplantes

A partir del descubrimiento de la relevancia del sistema de HLA en los mecanismos de rechazo,
los trasplantes se los puede clasificar de acuerdo al grado de similitud existente en los antigenos
de histocompatibilidad entre el donante y el receptor (Tabla 2). De esta manera reconocemos a
los trasplantes singeneicos (sin = idéntico), alogeneicos (alo = diferente) y xenogeneicos (xeno =
extrafo); siendo los trasplantes singeneicos aquellos que se realizan entre individuos de la
misma especie y de la misma cepa, y que por lo tanto comparten antigenos de
histocompatibilidad. Un ejemplo de trasplante singeneico es el que se produce entre gemélos
idénticos. En estos casos no se observan reacciones de rechazo en el corto o mediano plazo.
Una forma especial de trasplante singeneico, son los trasplantes aut6logos, también
denominados autotrasplantes o autoinjertos, en donde el donante y el receptor es el mismo
individuo vy, por lo tanto, también lo son los antigenos de histocompatibilidades. En estos casos,
los problemas relacionados al injerto, no son de tipo inmunoldgico, sino de tipo quirdrgico e
inflamatorio. Son ejemplos de autoinjertos, los injertos de piel, huesos, médula 6sea, vasos
(como por ejemplo los bypass coronarios), entre otros.

Los trasplantes alogénicos, aloinjerto o alotrasplante son realizados entre individuos de la misma
especie, pero de cepas diferentes; es decir, entre individuos que expresan diferentes alelos
codificados en el sistema del CMH. En estos casos se producen reacciones de rechazo siempre
y cuando no se dé el tratamiento inmunosupresor adecuado.

Tabla 2. Clasificacion de los trasplantes.
Clasificacion de los trasplantes

Caracteristicas Ejemplos
Trasplantes Sin diferencias en los | Gemelos univitelinos,
Singeneicos antigenos de | Trasplantes aut6logos

histocompatibilidad

entre donante vy

receptor
Trasplantes alogénicos, aloinjertos | Entre individuos que | Hermanos, primos,
o alotrasplante expresan  diferentes | tios, parientes,

alelos de | individuos no

histocompatibilidad relacionados.
Trasplantes xenogeneicos Entre especies | Corazén de cerdo a

diferentes humano.
Trasplantes de organos | Materiales inertes a | Corazon, uréter
bioartificiales individuos.




Los trasplantes xenogeneicos son realizados entre dos especies de animales diferentes. Durante
afos, se ha pensado en la posibilidad de utilizar cerdos u otros animales como fuente de érganos
a trasplantar para el ser humano. De hecho, se ha pensado e intentado modificar de manera
genética a los animales con el objeto de expresar proteinas humanas, como por ejemplo la
expresion de hDAF, que es un factor regulador de la activacion del complemento. Sin embargo,
la posibilidad de infecciones severas por retrovirus endégenos y/o la incorporacion de particulas
retrovirales al genoma humano, ponen cierto grado de pesimismo en la ejecucion de este tipo de
trasplantes.

Por udltimo, podemos mencionar que existe un nuevo tipo de trasplante que consiste en el
trasplante de 6rganos bioartificiales. Este tipo de trasplante, surge del avance del conocimiento
en medicina regenerativa, bioingenieria y células madre, pero existen problemas técnicos que al
dia de hoy no han sido resueltos de manera eficiente.

Factores criticos para la supervivencia del érgano trasplantado
La sobrevida de los 6rganos trasplantados, varia segun el tipo de trasplante (ver Tabla 3).

Tabla 3. Sobrevida de los injertos a lo largo del tiempo

Trasplante Porcentaje de sobrevida del 6rgano trasplantado
Al afio Al 3er afio Al 5to afio

Corazoén 88 84 79
RiAibn donante 97 95 88
vivo
Rifibn donante 94 89 84
cadavérico
Rifion y 90 86 84
pancreas
simultaneo
Higado 83 77 72
Pulmén simple 90 78 74
Pulmén doble 85 70 54

En este sentido, la histocompatibilidad del sistema HLA es uno de los factores que mas influye
en la sobrevida del 6rgano trasplantado. Sin embargo, también se reconocen otros factores que
condicionan el funcionamiento del 6rgano a corto y largo plazo, y se los puede clasificar en
factores pre-trasplante, peri-trasplante y post-trasplante, vinculados al donante y al receptor.
Entre los factores derivados del donante podemos mencionar la compatibilidad de grupo
sanguineo, la edad, tipo de donante (cadavérico o vivo) y la causa de muerte. En tanto que los
derivados del receptor incluyen la edad, el tiempo en dialisis (para trasplantes renales), su estado
de sensibilizacién frente a los antigenos del donante, entre otros. También existen factores
peritrasplante que pueden afectar la funcion del 6rgano, tales como el tiempo prolongado de
isquemia fria y caliente, el tiempo de sutura, entre otros. Otro de los factores mas relevantes, son
los tratamientos inmunosupresores, algunos de los cuales presentan efectos nefrotoxicos y



hepatotéxicos). A continuacién, se detallan algunos aspectos de los factores criticos mas
relevantes y que se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Factores que condicionan la sobrevida del injerto

FACTORES PRE-TRASPLANTE

DEL DONANTE DEL RECEPTOR INMUNOLOGICOS
TIPO DE DONANTE OBESIDAD COMPATIBILIDAD HLA Y
(Vivo o Cadavérico, con ABO
muerte enecfélica o asistolia)
EDAD EDAD SENSIBILIZACION PREVIA
SEXO SEXO TRASPLANTE PREVIO
COMORSBILIDADES COMORBILIDADES
TIEMPO DE ISQUEMIA FRIA | POLIMORFISMO GENETICO

TABAQUISMO

TIEMPO EN DIALISIS

FACTORES PERITRASPLANTE

TIEMPO DE ISQUEMIA FRIA | COMPLICACIONES

Y CALIENTE QUIRURGICAS
RELACIONADAS A LA
ANATOMIA DEL ORGANO

FACTORES POS-TRASPLANTE

COMORBILIDADES DEL | FACTORES MORFOLOGICO | FACTORES
RECEPTOR FUNCIONALES INMUNOLOGICOS
HIPERTENSION ARTERIAL NECROSIS TUBULAR | TRATAMIENTO

AGUDA INMUNOSUPRESOR
DIABETES MELLITUS POS- | FUNCION RENAL RECHAZO AGUDO
TRASPLANTE
ANEMIA PROTEINURIA RECHAZO SUBCLINICO
RECURRENCIA DE LA | INDICE DE RESISTENCIA FALTA DE ADHERENCIA AL
ENFERMEDAD DE BASE TRATAMIENTO
INFECCIONES (CMV, BK, | BIOPSIAS
PIELONEFRITIS)
UROPATIA OBSTRUCTIVA

Compatibilidad del Complejo Mayor de histocompatibilidad y grupo ABO

El éxito o el fracaso de un trasplante, depende en gran medida de la relacion genética entre
donante y receptor, ya que existen moléculas que marcan la diferencia entre lo propio y lo no
propio. Estas moléculas, codificadas por genes que pertenecen al CMH, se ubican en la
superficie de todas las células del organismo. Este conjunto de genes se encuentra en el brazo
corto del cromosoma 6 y son altamente polimérficos. Cada individuo hereda los alelos de CMH
del padre y de la madre, y al conjunto de alelos heredados (en cada cromosoma) se lo denomina




haplotipo. Un aspecto muy importante, es que su expresion es codominante, es decir, que se
expresan en la membrana celular todos los alelos heredados.

En el ser humano, estas moléculas corresponden al llamado sistema HLA (Human Leukocyte
Antigens). Existen tres clases de moléculas de HLA. Los genes de clase |, denominados HLA-A,
—-B y —C, son expresados en la mayoria de las células nucleadas y plaquetas, de forma tal que
constituyen el mayor blanco para las reacciones inmunes contra el injerto. A diferencia de los
genes de clase |, los de clase 1l (HLA-DP, —DQ y —DR) se encuentran expresados solamente en
las células presentadoras de antigenos profesionales. Por ultimo, los genes de clase Il codifican
para algunas proteinas que intervienen en la respuesta inmune como factores del sistema de
complemento o proteinas de shock térmico. La presencia en los 6rganos injertados de moléculas
HLA distinta a las del receptor (situacion de incompatibilidad HLA) provoca en éste una
respuesta del sistema inmune que puede resultar en el rechazo del 6rgano, el cual puede ser
mediado por anticuerpos y/o por células T. Por otra parte, si las moléculas HLA presentes en el
organo injertado son iguales a las del receptor (situacion de compatibilidad HLA), se reduce en
gran medida la incidencia y la severidad del rechazo, aumentando por tanto la sobrevida del
injerto. La implicancia del factor “incompatibilidad del sistema de HLA” en la sobrevida del injerto,
fue modificAndose con el tiempo. En la figura 2 se puede observar que, para una misma cantidad
de incompatibilidades (mismatch, MM), la sobrevida de los injertos fue mayor entre los afios
1993-1995 y aun mas entre los afios 2003-2005 comparado con la sobrevida de los injertos al
afio post-trasplante entre los afios 1983-1985. Este fendmeno se debid a la aparicion de nuevos
y mas eficientes tratamientos inmunosupresores. De esta manera, para los trasplantes de
6rganos solidos, la incompatibilidad en algunos alelos de HLA no es un factor condicionante para
el trasplante de 6rganos.
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Figura 2. Evolucién en el tiempo de la sobrevida del injerto segun la cantidad de disparidad de
alelos de HLA entre receptor y donante. En la figura se puede que las diferencias en la sobrevida
del injerto por efecto del mismatch se fue reduciendo en el tiempo debido a la incorporacion de
nuevos y mejores tratamientos inmunosupresores.



Ademés de la compatibilidad del sistema HLA, también es muy importante determinar la
compatibilidad del grupo sanguineo ABO. Dado que los antigenos del grupo sanguineo se
encuentran en muchas células, incluyendo eritrocitos, plaquetas y células endoteliales de todos
los érganos vasculares, la incompatibilidad ABO es una barrera inmunolégica significativa en el
trasplante. Esto es debido a la presencia de anticuerpos naturales contra los aglutinégenos
(antigenos) A y/lo B. Los pacientes con grupo sanguineo A poseen anticuerpos
(isohemaglutininas) contra el antigeno B y viceversa, mientras que los pacientes del grupo 0
poseen anticuerpos contra ambos antigenos. Solamente el grupo AB no presentan este tipo de
anticuerpos dado que posee naturalmente ambos antigenos. Si el donante y receptor poseen
incompatibilidad ABO, puede ocurrir rechazo agudo humoral. Por ejemplo, en trasplantes
hepaticos ABO incompatibles, se ha reportado un mayor riesgo de rechazo humoral y celular,
trombosis arterial y complicaciones biliares post-trasplante. Los mecanismos que llevan a
activacion del sistema inmune y al rechazo del 6rgano seran desarrollados méas adelante.

Tipo de Donantes

El tipo de donante es uno de los factores mas importantes a la hora de evaluar la sobrevida del
organo trasplantado. Los 6rganos a trasplantar pueden provenir de donantes vivos o cadavéricos
y se sabe que los rifiones provenientes de donantes vivos tienen mayor sobrevida que aquellos
derivados de donantes cadaveéricos.

Los donantes vivos son aquellos que pueden realizar la donacion de un 6rgano y sobrevivir luego
del procedimiento. Existen principalmente dos tipos de donantes vivos. Los donantes vivos
relacionados, que deben tener un vinculo parental hasta 4° grado con el receptor y los no
relacionados, quienes no se encuentran emparentados con el receptor. Es interesante sefialar
gue, en Argentina, este Ultimo tipo de donacion esta prohibido por ley; por lo tanto, sélo es
posible realizarla con autorizacién judicial que asegure los recaudos y medidas necesarias que
garantice que efectivamente se trata de un acto de “caracter voluntario, altruista, desinteresado y
solidario”. Existe un tipo particular de donante vivo no relacionado, y es el que se denomina
donante vivo cruzado. En estos casos, dos (0 mas) receptores, cuyos donantes vivos
relacionados son médicamente incompatibles, intercambian sus donantes. La donacién cruzada
es una alternativa valida, que ha tenido éxito en Espafia y en EEUU.

En el caso de los donantes cadavéricos, existen dos tipos: aquellos con muerte encefélica (a
corazon latente) y los donantes cadavéricos en asistolia o también llamados a corazén parado.
Los donantes con muerte encefélica son pacientes que no poseen ninguna actividad cerebral y
gue indefectiblemente van a sufrir paro cardiaco, una vez que se les deje de suministrar las
drogas que mantienen la perfusion de los 6rganos y sean desconectados de los aparatos de
respiracion artificial. En la Argentina, sélo se utilizan donantes cadavéricos con muerte
encefélica.

Otro de los factores que influye en la sobrevida del 6érgano trasplantado es la edad del donante.
Organos provenientes de pacientes afiosos suelen tener mayor probabilidad de rechazos agudos
y peor pronostico en comparacion con aquellos procedentes de pacientes jévenes (Figura 3).
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Figura 3. Relacién entre la edad del donante o del receptor con la probabilidad de rechazos
agudos. Se puede ver que a medida que aumenta la edad del donante mayor seré la probablidad

de rechazos agudos en el receptor. Lo opuesto se puede observar en los receptores. N Engl J
Med 2011; 364:1369-1370April 7

Por otra parte, se han identificado enfermedades preexistentes en los donantes que pueden
afectar el resultado global del trasplante. Las infecciones transmitidas por el donante al receptor
pueden tener importantes influencias sobre el resultado del trasplante. Por ejemplo, la infeccién
por citomegalovirus (CMV), especialmente cuando se transmite a un receptor (con serologia para
CMV negativa) que nunca ha estado expuesto, aumenta el riesgo para infecciones flingicas,
rechazo y se asocia con peor sobrevida del paciente. Sin embargo, el desarrollo de profilaxis y
regimenes preventivos ha limitado significativamente los efectos nocivos. Otro caso es el del
virus Epstein-Barr, cuyo contagio puede plantear un riesgo de enfermedad linfoproliferativa post-
trasplante y la muerte del receptor. Es dificil determinar completamente las relaciones causales
ya que todos estos factores (la edad, la diabetes, la enfermedad vascular, la obesidad,
infecciones) estan vinculados. Sin embargo, todos estos por separado, o juntos, pueden afectar
el funcionamiento del érgano y su recuperacién. Es decir, la salud general del donante es critica
para el futuro del trasplante.

Es por todo esto que los requisitos para que un individuo con muerte encefalica pueda ser
considerado un potencial donante son bastante estrictos, y tiene en cuenta la edad, la presencia
de comorbilidades como la hipertension arterial, alteraciones hidroelectroliticas, entre otras. Sin
embargo, la necesidad de aumentar el numero de donantes, hizo reevaluar esos criterios. Es asi,
como en algunos centros se comenzo a utilizar a donantes cadavéricos con criterios expandidos
(DCE). Las caracteristicas de estos donantes incluyen una edad > 60 afios, o edad 50-59 afios
con algunas de estas caracteristicas: diabetes o hipertension arterial, con trastornos
hidroelectroliticos 0 hemodinamicos graves, con serologia positiva para el virus hepatitis, que ha



fallecido por intoxicacion, con antecedente de neoplasias malignas, quemados, infectados y
hospitalizaciones prolongadas (mas de siete dias en la UTI).

Debido a todos estos factores mencionados, resulta fundamental la seleccion cuidadosa de los
donantes, pero teniendo en cuenta que, a pesar de haberse demostrado que los pacientes
trasplantados con DCE tienen una menor sobrevida del injerto en comparacion a los donantes
con criterio estandar (Tabla 5), frente a la falta de 6rganos ideales es preferible el trasplante por
sobre la continuidad en lista de espera, tanto en términos de calidad de vida, complicaciones y la
sobrevida del paciente a largo plazo.

Tiempo de | Sobrevida del paciente (%) Sobrevida del injerto
sobrevida DCE DCS DCE DCS
(afios)
1 90,6 94,5 81,7 89,3
3 78,5 89,9 65,1 80,4
5 69,9 81,2 48,6 65,2

Tabla 5. Tiempo de sobrevida del paciente y del érgano en trasplantes renales de receptores de
donantes con criterio estandad (DCS) y donantes con criterio expandido (DCE).

Los criterios de 6rganos expandidos, que en un principio solo se aplicaban a rifién, se han ido
extendiendo a otros 6rganos, en la medida en que las listas de espera divergen cada vez mas
entre receptores potenciales y donantes, por lo que se han incorporado al trasplante de higado,
pancreas, corazon, pulmon, intestino delgado y tejidos. A pesar de no ser donantes ideales, los
receptores de rifiones de DCE demostraron tener una tasa de sobrevida mayor en comparacion
con los pacientes con enfermedad renal terminal en lista de espera, permitiendo aumentar el
namero de trasplantes. También se han implementado programas de trasplante denominados
“viejos para viejos” (od to old), en donde se trasplantan rifilones provenientes de donantes afiosos
a receptores afiosos que tienen baja necesidades metabdlicas. En estos casos, la seleccion de
los receptores, no se realizan en base a la compatibilidad HLA, sino en funcién de la tasa de
filtrado glomerular del donante y prioriza el trasplante a pacientes proximos al donante,
permitiendo reducir significativamente los tiempos de isquemia fria.

Particularmente en el caso de trasplante hepéatico, como es un drgano con capacidad
regenerativa, también existe la donacién mediante técnica de particion hepatica (un solo higado
cadavérico se utiliza en dos pacientes) o técnica de reduccion hepética (un segmento de érgano
adulto se implanta en un receptor pediétrico).

Factores de riesgo derivados del receptor

En lo que respecta al receptor, también existen diversos factores de riesgo, entre ellos la edad. A
pesar que los receptores afiosos tienen un menor porcentaje de eventos de rechazos agudos
(Figura 3), se conoce que los mismos tienen una menor sobrevida del injerto y del paciente en
comparacion con receptores jovenes; probablemente debido a la asociacidbn con otras
comorbilidades. La obesidad es otro factor importante, habiéndose descrito que los pacientes
obesos son mas propensos a tener complicaciones quirdrgicas y post-quirdrgicas, y mayor
morbilidad perioperatoria que los pacientes no obesos. Las infecciones crénicas en el receptor




también son factores de riesgo para la sobrevida del paciente en el post-trasplante. Por ejemplo,
la infeccion con el virus de la hepatitis C y B (VHC, VHB), se asocid con un riesgo
aproximadamente 2 veces mayor de mortalidad post-trasplante.

Por otro lado, cada tipo de trasplante tiene factores de riesgo propios, en el caso de trasplante
renal, por ejemplo, se observé que los pacientes que permanecieron periodos prolongados en
dialisis sufren un impacto negativo en el resultado post-trasplante y en la sobrevida del paciente.
El impacto que tiene este factor resulta evidente en la mayor sobrevida de los pacientes y del
injerto en aquellos trasplantes denominados, segun la terminologia anglosajona preemptive
(anticipado) que significa realizar el trasplante renal antes de iniciar la dialisis. Las razones de
esta mejor sobrevida no estan del todo claras. Pero se conoce que la uremia presente en el
paciente con insuficiente renal terminal favorece el desarrollo de un cuadro inflamatorio mediado
por la acumulacién de sustancias proinflamatorios y un aumento del estrés oxidativo. Por otro
lado, la hemodidlisis facilita la acumulacion de sustancias de alto peso molecular que activan
células mononucleares de sangre periférica y eliminan otras sustancias de baja peso molecular
con actividad anti-oxidante.

Factores de riesgo perioperatorios

No solo las caracteristicas de los individuos participantes del trasplante son factores de riesgo
para el trasplante. Existen otros factores que son independientes del donante y del receptor.
Entre ellos, la isquemia del érgano es uno de los factores mas criticos que influye de manera
negativa en la funcién del érgano trasplantado. Durante el proceso de procuracion, el érgano es
ablacionado, lo que significa la interrupcién sanguinea y la consiguiente isquemia del érgano.
Este érgano isquémico, luego es conservado en frio para su trasporte hasta la implantacién en el
receptor.

En el proceso de ablacion, el 6rgano pasa por dos etapas de isquemia; la caliente y fria. La
isquemia caliente ocurre en dos momentos diferentes durante el trasplante. El primer evento de
isquemia caliente se inicia cuando los vasos del donante son pinzados y termina cuando se
perfunde el 6rgano con la solucién de preservacion fria (normalmente unos pocos minutos). El
segundo evento de isquemia caliente ocurre al colocar el érgano en el receptor hasta completar
la anastomosis vascular e iniciar la perfusion por parte del receptor (alrededor de 35 minutos
idealmente menos). La isquemia fria, transcurre desde que el 6rgano es ablacionado y
perfundido con solucién de preservacion fria, hasta el momento que el érgano es colocado en el
receptor. El tiempo total de isquemia fria deberia ser menor de 24 horas. Durante este periodo, el
organo es almacenado a 4°C, lo que permite una disminucién del metabolismo, sin cristalizacién
de las proteinas. De esta forma, el tiempo de isquemia caliente se vincula al proceso quirdrgico
mientras que la isquemia fria esta relacionada con el operativo de trasporte del érgano y la
evaluacién de compatibilidad con los potenciales receptores. Un tiempo de isquemia prolongado
tanto fria como caliente se asocia con efectos adversos a posteriori, dado que puede afectar la
funcion temprana del injerto, asi como disminuir la sobrevida del injerto y el paciente a largo
plazo. Desafortunadamente en nuestro pais el tiempo de isquemia fria suele ser elevado. Una
manera de reducir el impacto del tiempo de isquemia es a través de la utilizacion de maquinas de
perfusién que remedan la perfusion sanguinea. Se sabe que el uso de estas maquinas, permite
una recuperacion funcional del injerto mucho mas rapida y mejora la sobrevida del érgano y del
paciente.
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Impacto Inmunolégico de los factores de riesgo en la sobrevida del injerto

Cada uno de los factores de riesgo descriptos condicionan la sobrevida del injerto favoreciendo
el desarrollo de procesos inflamatorios e inmunolégicos; algunos de ellos bien caracterizados y
otros no tanto. Por ejemplo, se sabe que la muerte cerebral libera cantidades masivas de
citoquinas, factores de crecimiento y activa el complemento afectando todos los 6rganos y
sistemas del donante. El impacto de esta respuesta inflamatoria no regulada en los pacientes
con muerte cerebral repercute de manera negativa en la sobrevida de los 6rganos provenientes
de donantes cadavéricos, sugiriendo que el fenébmeno inflamatorio comienza previo al proceso
de ablacion del érgano. Este fendmeno sustenta la hipétesis por el cual algunos investigadores
proponen iniciar la inmunosupresiéon en el donante luego del diagnéstico de muerte cerebral. De
todas maneras, independientemente de este fenbmeno, no cabe ninguna duda que el mayor
condicionante en la sobrevida de los 6rganos es el dafio generado por el proceso de isquemia-
reperfusion que se detalla a continuacion.

Dafio por isquemia-reperfusion

El dafio por isquemia-reperfusiébn es una condicién patoldgica inevitable caracterizada por la
restriccion inicial del suministro de sangre al injerto, seguido de la posterior restauracion de la
perfusién con la re-oxigenacién concomitante. La injuria comienza por anoxia, prosigue y se
agrava al reperfundir el érgano, culminando con una reaccion inflamatoria estéril. La duracién de
la isquemia determina la gravedad del dafio tisular. Debido a la isquemia, ocurren cambios
estructurales y metabdlicos en el tejido como la reduccion del diametro capilar, la disfuncién
metabdlica de las células endoteliales, la disfuncion de la membrana celular y la regulacion
positiva de mediadores proinflamatorios. Una vez que se restablece el flujo sanguineo, se
desencadenan una serie de mecanismos moleculares que pueden provocar la muerte de las
células del tejido. A continuacién, se detallan los procesos que resultan en la alteracion funcional
y estructural del tejido.

Dafio en la fase isquémica

En la fase isquémica, la lesion andxica de las células O;-dependientes es sin duda el proceso
predominante. Esta lesiébn andxica comienza con una disminucién de la produccién de energia
mitocondrial, una caida de la energia celular (ATP) seguida por un desbalance hidroelectrolitico,
la activacién de hidrolasas y el aumento de la permeabilidad de las membranas celulares. Estas
alteraciones siguen solo en parte un orden secuencial y puede ocurrir la auto-amplificacién de los
procesos y la propagacion a través de diversas vias. El pH citosélico disminuye debido a la
degradacion del ATP, al aumento de la tasa glucolitica con acumulacién de lactato y a la
liberacion de H* de lisosomas dafiados. En paralelo, se deteriora la homeostasis celular de iones,
lo que implica un aumento de las concentraciones citosolicas de Na* y Ca**. Ambos sucesos
estan relacionados debido a que fallan los mecanismos compensatorios que regulan el pH. Se
produce una disminucion de la actividad de la bomba de Na*/K* ATPasa y se genera un mayor
intercambio de Ca™ y Na* por el contra-transportador Na*/Ca*™ que en las etapas avanzadas de
la isquemia comienza a funcionar en el modo inverso. Este fendmeno provoca un aumento en la
concentracion citosélica de Ca**, la cual puede activar hidrolasas, tales como las fosfolipasa A2 y
proteasas (calpainas y otras). Las hidrolasas producen la protedlisis de proteinas del
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citoesqueleto lo que aumenta el proceso de lesion tisular. Al mismo tiempo, el aumento de Ca++
citosdlico y la hipoxia generan un aumento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial que
produce un fracaso en la fosforilacion oxidativa con un agotamiento progresivo del ATP. A su
vez, la edematizacioén de las mitocondrias y el aumento de la permeabilidad llevan a la liberacion
de citocromo c, el cual activa una cascada de sefializacion que involucra a las caspasas 1y 9
provocando la apoptosis celular. Por otra parte, el aumento de Na* celular puede causar edema
celular, que contribuye al dafio de la membrana plasmatica resultando finalmente en la muerte
celular por necrosis. En el rifién, este proceso da lugar a diferentes grados de necrosis tubular
aguda, que se evidencian en las biopsias renales.

Por otro lado, el periodo de isquemia se asocia con una alteracion importante en la expresion
génica y la reprogramacion de la transcripcion. Por ejemplo, en condiciones de normoxia las
enzimas prolil hidroxilasas (PHD) reguladoras del factor inducible por hipoxia (HIF) modifican
post-traduccionalmente la subunidad alfa de dicho factor, agregandole hidroxilos en residuos de
prolina especificos. Dicha modificacibn permite su reconocimiento, lo que deriva en su
ubiquitinacion y protedlisis. A diferencia, en condiciones de hipoxia, la falta de oxigeno
imposibilita la accion de estas enzimas, permitiendo la acumulacion de la subunidad alfa, su
translocacion al nucleo y la formacion del factor de transcripciébn activo junto con HIF-1(,
permitiendo la transcripcién de genes que promueven la adaptacion y sobrevida tisular.

Dafio en la fase de reperfusion

El restablecimiento del flujo sanguineo, paradéjicamente, inicia una cascada de eventos que
pueden conducir a dafio celular adicional, mas alla del provocado por la isquemia. La lesion por
reperfusibn se caracteriza por respuestas inflamatorias y autoinmunes, incluyendo el
reconocimiento de neoantigenos por anticuerpos naturales y la posterior activacion del sistema
de complemento. Durante la reoxigenacién se generan nuevas lesiones por el aumento en la
produccion de las especies reactivas del oxigeno (ERO) y el nitrégeno en las células
parengquimatosas, endoteliales, plaquetas y leucocitos activados que infiltran la zona. Durante la
fase isquémica, las enzimas involucradas en la transferencia de electrones sufren protedlisis; tras
la reperfusion, se produce una transferencia de electrones al oxigeno por las enzimas dafiadas,
lo que resulta en la formacién de ERO. En condiciones normales, los efectos nocivos del
superéxido son prevenidos por la superdxido dismutasa, que convierte al anion en peroxido de
hidrogeno. Luego, la glutatiébn peroxidasa y la catalasa convierten al peroxido de hidrogeno en
agua. Durante la reperfusion, esta defensa natural se ve superada y el peréxido de hidrégeno es
convertido en radical hidroxilo, capaz de dafiar una amplia variedad de moléculas, incluyendo
aminoacidos, proteinas de transporte de membrana, lipidos, citocromos, y acidos nucleicos lo
que lleva a la disfuncion o muerte celular. La muerte puede darse por necrosis 0 apoptosis,
pudiéndose activar ambas vias tanto la intrinseca como la extrinseca. La apoptosis consiste en
una cascada de sefalizacion de caspasas que induce a un programa regulado de muerte celular.
En cambio, en la necrosis, se producira la exposicion y reconocimiento de DAMPSs, llevando a la
infiltracién de células inflamatorias y a la produccion de citoquinas proinflamatorias. Esto hace
que todo el dafio celular que ocurre durante el periodo de reperfusion, ademas, induzca y
perpetle la respuesta inflamatoria.

Es importante tener cuenta que la lesion tisular o la exposicion de la matriz permitira la activacion
de la cascada de la coagulacion, la cual tratara de reparar la lesion vascular. Sin embargo, la
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activacion de los factores de la coagulacién puede activar al sistema de complemento,
incrementando el dafio tisular a través de un mecanismo de retroalimentacion positiva.
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Figura 4. Mecanismo de retroalimentacién positiva entre la cascada de coagulaciéon y la cascada
del complemento. Blood 2017 129:2847-2856; doi: https://doi.org/10.1182/blood-2016-11-709865

Respuestainmune en el dafio por isquemia reperfusion

Las consecuencias de la isquemia-reperfusibn son muy similares a la activacion de una
respuesta inflamatoria del huésped dirigida a microorganismos invasores. Sin embargo, es una
respuesta inflamatoria aséptica que puede ser iniciada por los restos de células dafiadas. En
este proceso se activan eventos de sefializacién a través de moléculas de reconocimiento de
patrones, tales como receptores tipo Toll (TLR), reclutamiento y activacion de las células del
sistema inmune innato y adaptativo y la activacién del sistema del complemento. Como la
respuesta inmune desencadenada provoca un efecto adverso y genera un dafio en el injerto, el
tratamiento dirigido contra su activacion es una alternativa terapéutica emergente en el
tratamiento de la isquemia-reperfusion.

Respuesta inmune innata

La respuesta inflamatoria desencadenada por muerte celular, como ya se menciond tiene
muchas similitudes con lo observado durante las infecciones microbianas. En particular,
receptores que median la respuesta a los microorganismos como los receptores TLRs, pueden
ser activados por moléculas endégenas (DAMPSs) en ausencia de compuestos microbianos en el
contexto de dafio o muerte celular; como ocurre durante la isquemia-reperfusion, participando en
la activacion de la inflamacién aséptica. La union de los ligandos de TLRs conduce a la
activacion de vias de sefializacion, incluidas las de NF-«xB y proteinquinasa activada por
mitdgenos (MAPK), lo que resulta en la induccién de citoquinas proinflamatorias y quimiocinas
(Figura 4). Estos ligandos reciben el nombre de patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs). Muchos de estos ligandos como la proteina del grupo de alta movilidad Box1 (HMGB1)
o la proteina de shock térmico 70 (HSP70) se encuentran normalmente secuestrados en el
espacio intracelular, pero cuando hay dafo tisular, se liberan al compartimiento extracelular
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donde pueden activar la respuesta inmune. De esta forma, la respuesta inflamatoria puede
iniciarse a partir del reconocimiento de DAMPs a través de los receptores celulares o también a
partir de la activacion celular, especialmente la de macréfagos, células dendriticas y células
endoteliales, que son activadas por la secuencia de anoxia y re-oxigenacién debido al aumento
de Ca*™ citosolico. Mediadores como las moléculas de adhesién, citoquinas y quimiocinas
pueden ser expresados por estas células endoteliales activadas provocando el reclutamiento de
células del torrente sanguineo. Las moléculas de adhesién celular en la superficie de los
leucocitos interactian con sus ligandos en las células endoteliales e inician una secuencia
altamente coordinada que conduce, en ultima instancia, a la emigracion de leucocitos desde el
torrente sanguineo. Las células endoteliales, macréfagos y mastocitos, entre otros, reciben
sefales de dafo tisular y responden produciendo citoquinas proinflamatorias tales como TNF—a,
IL-1 y quimiocinas como el factor activador de plaquetas (PAF), leucotrieno B4 e IL-8.
Inicialmente, los neutréfilos son atraidos al sitio de inflamacién por medio de estas sefales
quimiotacticas. A su vez, el endotelio puede ser activado, no so6lo por mediadores
proinflamatorios sino también por factores de la coagulacién como la trombina, lo que resulta en
la expresion en su superficie de la P-selectina, la interaccion entre los ligandos de P-selectina de
los neutréfilos (PSGL-1) y las P-selectinas de las células endoteliales da lugar a que los
neutrofilos rueden con lentitud a lo largo del recubrimiento endotelial de los vasos. Las
quimiocinas que fueron generadas en respuesta al dafio se unen a glucosaminoglicanos en la
cara luminar del endotelio vascular y cuando los neutréfilos ruedan sobre el endotelio, sus
receptores para PAF e IL-8 se estimulan provocando una transduccion de sefiales que lleva a la
activacion de las integrinas. Esto genera un cambio de estado de las integrinas (principalmente
LFA-1 y Mac-1) de la membrana de los neutréfilos, que pasan de una conformacion de baja
afinidad a una conformacién de alta afinidad. Por otro lado, la IL-1 y el TNF-a aumentan la
expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1 sobre las células endoteliales,
favoreciendo la unién de estas moléculas a las integrinas presentes sobre la superficie de
neutrdéfilos y monocitos, promoviendo la adhesioén firme de los mismos al endotelio. Por ultimo,
las quimiocinas, actdan sobre los leucocitos adheridos al endotelio y estimulan su migracion a
través de los espacios interendoteliales hacia el sitio dafiado. Después de atravesar el endotelio,
los neutréfilos y monocitos rompen la lamina basal, probablemente segregando colagenasas, y
entran en el tejido extravascular. Para ello, se adhieren a la matriz extracelular mediante la union
de sus integrinas y CD44, a las proteinas de la matriz.

La acumulacién inicial de granulocitos debe ser muy controlada, ya que unos pocos granulocitos
son capaces de impedir la adecuada reparacion de los tejidos, mientras que un exceso de
granulocitos puede promover la inflamacién descontrolada y el dafio tisular. Existen varios
mecanismos por los cuales los neutréfilos pueden tener efectos nocivos, que incluyen la
secrecion de enzimas proteoliticas como la elastasa de granulos citoplasmaticos; la produccion
de radicales libres a través del estallido respiratorio y la obstruccién de la microcirculacion a nivel
capilar provocando asi la extension del dafio producido por la isquemia.

En el foco inflamatorio, ademas de granulocitos y monocitos, también se encuentran células
dendriticas convencionales. Luego de la isquemia-reperfusion estas células experimentan un
proceso de maduracion independiente del antigeno inducido por DAMPs (Figura 6). Por ahora la
importancia de estas células en el fendbmeno de dafio por isquemia reperfusion no es del todo
claro. En un trabajo publicado, se observo que las células dendriticas podrian favorecer el dafio a
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través de la produccion de mediadores proinflamatorios tales como TNF-a, IL-6, MCP-1 y
RANTES; mientras que, en otro, su deplecién en este contexto llevé a un aumento de la
inflamacion y la lesion tisular.
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Figura 5: Vias Aloinmunes activadas por TLR. La injuria aguda por stress oxidativo (por muerte
cerebral o isquemia) inducen DAMPs que activan TLR expresados sobre cél. Mononucleares, los
que producen citoquinas y factores de crecimiento, amplificando la activacion de TLR.
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Figura 6. Modelo simplificado que muestra el efecto de varias clases de DAMP en la maduracion
y activacion de células dendriticas y de la respuesta inmune adaptativa aloreactiva T. Las
Células dendriticas se pueden activar por DAMP como HMGB1 por sefializacién directa o los
DAMP son detectados por NLRP3/inflamasoma creando un medio proinflamatorio a través de la
secrecion de IL-1b. Pero también, las células estresadas expresan los DAMPs MICA/MICB que
son reconocidos por las células NK que ayudan en la maduracion de DC. Algunos neoantigenos
se comportan como DAMPs y activan el complemento que, a su vez, contribuye a la inflamacion.
American Journal of Transplantation 2016; 16: 3338—-3361.

Respuesta inmune adaptativa

Mientras que la activacién del sistema inmune innato toma lugar en cuestion de minutos, la
respuesta inmune adaptativa se evidencia dias después del acontecimiento. Dicha respuesta
involucra entre otros tipos celulares a los linfocitos T. Varios estudios han demostrado que las
células T se acumulan durante la isquemia-reperfusion. Las células T se localizan en una zona
gue limita la zona isquémica, dentro de las 24 hs post-reperfusion, y se acumulan por un lapso
de alrededor de 7 dias, disminuyendo su nimero después del dia 14. Estudios en ratones
deficientes en poblaciones especificas de linfocitos mostré que tanto los T CD4+ y CD8+ tienen
un papel perjudicial en la isquemia-reperfusion del cerebro, corazén y rifion. Ademas, un estudio
reciente sugiere un papel fundamental para la IL-17 producida por las células Tyd. A su vez,
niveles elevados de esta citoquina fueron encontrados en individuos que sufrieron un accidente
cerebrovascular, asi como en ratones expuestos a isquemia-reperfusion cerebral.

El mecanismo por el cual las células T antigeno especificas son activadas durante la inflamacién
aséptica, no se conoce bien todavia, pero evidencia emergente indica la contribucion de ambos
mecanismos de activacion, antigeno dependiente e independiente. Por ejemplo, las células T se
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pueden activar a través de radicales libres de oxigeno, citoquinas 0 RANTES de una manera
antigeno inespecifica, o0 mediante la activacion por interaccién con células presentadoras de
antigenos. En este Ultimo caso, se observo que el bloqueo de la coestimulacién disminuyé el
dafio en modelos animales de IRI. En contraste, las células Treg parecen tener un papel
protector en IRI. Un estudio reciente utilizando un modelo de accidente cerebrovascular
experimental mostré que la deplecion de las células Treg aumentaba el dafio cerebral y causaba
un deterioro en el resultado funcional final.

Repercusion clinica del dafio por isquemia-reperfusion

Una vez realizada la cirugia, se espera que el funcionamiento del érgano sea inmediato. Sin
embargo, en la mayoria de los distintos tipos de trasplantes de érganos sélidos vascularizados
esta descripto la posible ocurrencia de un fendmeno en el cual el injerto no responde como lo
esperado debido al dafio al que se somete. Este fendmeno llamado disfuncion del 6érgano es
definido de forma diferente segun el 6rgano trasplantado, e incluso, para un mismo tipo de
trasplante, entre distintos centros y en la literatura. Independientemente del érgano trasplantado,
el retraso en el funcionamiento de los érganos, se corresponde fuertemente con una mayor
inmunogenicidad, menor sobrevida del injerto a largo plazo y con un mayor riesgo de rechazo
agudo. Lo que condiciona un mayor riesgo de pérdida del injerto y una disminucién de la
sobrevida del paciente a largo plazo.

Para el trasplante renal, por ejemplo, este proceso se denomina retraso de la funcién del injerto
(DGF, delay graft function) y la definicion mas aceptada es la necesidad de dialisis dentro de la
primer semana post-trasplante. El DGF es descripto como una discrepancia entre la capacidad
funcional del injerto y de las necesidades fisiolégicas del receptor, siendo una forma de
insuficiencia renal aguda que resulta en oliguria post-trasplante. Alrededor del 30-50% de los
trasplantados renales sufren DGF. Sin embargo, en nuestro pais la cifra de pacientes con DGF
asciende al 60-70%. Con respecto a la relacion entre DGF y la sobrevida del injerto, se sabe que
la vida media de un rifibn con DGF es de 8,6 afios en comparacion con la vida media de 14,1
afos de un rifién sin DGF.

Los términos, DGF y necrosis tubular aguda (NTA) se utilizan a menudo para definir el mismo
trastorno, aunque el primero es un diagnostico clinico y el segundo es una caracteristica
histopatoldgica. La degeneracion de las células epiteliales tubulares, exfoliacion de las células
tubulares, edema intersticial e infiltracion celular intersticial se observan generalmente en las
biopsias de pacientes con DGF. Estos parametros histologicos se asocian a una disminucion de
la filtracidbn glomerular que genera una pérdida de la capacidad del injerto para excretar los
desechos, concentrar la orina, conservar electrolitos y mantener el balance de liquidos.

En el trasplante hepatico se describe un fendmeno similar denominado sindrome de post-
reperfusion (SPR) que es una consecuencia directa del dafio por isquemia reperfusion. Este SPR
es una causa conocida de disfuncién primaria del injerto. Aunque muchos de los 6rganos que
sufren disfuncion pueden recuperarse, aproximadamente el 5% no logran abastecer las
necesidades del receptor y sélo el retrasplante urgente puede salvar al paciente.

Como se describidé previamente, el desequilibrio entre la oferta y la demanda de oxigeno trae
como consecuencia un déficit de energia que compromete la integridad estructural y funcional de
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las membranas, las cuales muestran una incapacidad para mantener las concentraciones
fisiol6gicas de electrolitos, enzimas, y mediadores, en sus respectivos compartimientos. Una vez
restituido el flujo sanguineo, los componentes liberados al medio extracelular y la subita carga de
sangre fria, aciddtica, con elevados niveles de enzimas y mediadores inflamatorios alcanzan la
circulacion periférica, llegando en segundos hasta el corazén del receptor, pudiendo generar un
desacoplamiento ventriculo-arterial. A su vez, muchos mediadores inflamatorios tienen un efecto
vasoconstrictor sobre las arteriolas pulmonares, provocando un aumento repentino de la presion
arterial pulmonar. Al mismo tiempo, el efecto global sobre la circulacion sistémica es una
reduccion de la resistencia vascular. De esta forma se pueden observar consecuencias clinicas
inmediatas tales como colapso circulatorio, arritmias y muerte del paciente.

El SPR aparece tipicamente en los minutos que siguen a la retirada de las pinzas quirargicas de
los gruesos vasos venosos que ingresan y emergen del higado trasplantado. Clinicamente se ha
definido como una disminucién de la presion sanguinea arterial sistémica mayor al 30%, durante
al menos 1 minuto durante los primeros 5 minutos post-reperfusion. Es una de las causas de la
disfuncién primaria del injerto hepéatico (mas del 10% de los casos), afectando los resultados
globales del trasplante, se vincula con una mayor incidencia de rechazo tanto agudo como
cronico y una elevada morbimortalidad en el post-operatorio. Casos severos de SPR pueden
provocar una falla multiorganica y en este contexto uno de los principales érganos afectados es
el rifion.

Mecanismos inmunolégicos de iniciacion de la respuesta inmune alogénica de rechazo de
los injertos

El andlisis de los mecanismos de rechazo inmunolégicos requiere tener en cuenta dos tipos
diferentes de pacientes: i) no sensibilizados, y ii) previamente sensibilizados. En el primer caso,
el rechazo del injerto se produce siempre y cuando se genere una respuesta inmune alogénica
primaria. En tanto que en los pacientes previamente sensibilizados, se producira complejos
inmunes aloantigenos-aloanticuerpos que activaran la via clasica del complemento y, también, se
podran activar células de memoria que se diferenciaran en células efectoras.

Respuesta aloinmune primaria (en pacientes no sensibilizados)

Los pacientes no sensibilizados carecen de aloanticuerpos o de células de memoria contra los
aloantigenos. Una vez realizado el trasplante, se iniciara una respuesta inmune primaria frente a
los aloantigenos, la que requerira una etapa inicial de reconocimiento de los aloantigenos
(aloreconocimiento), su procesamiento y la activacion de los linfocitos T y/o B aloreactivos. La
posible activacion de linfocitos T y B naive que expresen TCR y BCR especificos para los
aloantigenos del donante, se comprende por la ausencia de los aloantigenos del donante
durante el proceso de seleccion negativa en el timo. Es decir que en el repertorio de linfocitos T y
B de cualquier individuo podran existir linfocitos T y B naive aloreactivos contra los aloantigenos
de los donantes. En estos casos, los aloantigenos del donante seran procesados y presentados
por CPA profesionales del receptor en el contexto de las moléculas de histocompatibilidad del
receptor a los LT perteneciente al receptor del trasplante. Este tipo de procesamiento y
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presentacion es similar al que ocurriria con un antigeno microbiano y se denomina via de
aloreconocimiento indirecta. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el
aloreconocimiento puede ocurrir por mecanismos diferentes a los ya descriptos para los
antigenos microbianos. Es asi que reconocemos mecanismos de reconocimiento de
aloantigenos por via directa, semidirecta, que se describirdn en los siguientes parrafos.

Via directa de aloreconocimiento

Como se mencion6 mas arriba, el trasplante de 6rganos solidos vascularizados, implica el injerto
de diferentes tipos celulares que forman parte del parénquima tisular. Todas ellas son CPA vy,
algunas como por ejemplo las células dendriticas (CDs), serdn CPA profesionales derivadas del
donante. Una vez realizado el trasplante, éstas CDs del donante, favorecidos por el
microambiente isquémico, maduraran y migrardn hacia los érganos linfaticos secundarios del
receptor, dando inicio a una respuesta inmune alogeneica. La interaccion entre las CDs del
donante y los linfocitos T del receptor (en los 6rganos linfaticos secundarios), permite la
interaccion directa del TCR con las moléculas de clase | y clase Il del CMH presentes en la
membrana de las CDs del donante. Este reconocimiento se denomina “alorreconocimiento” o
“reconocimiento alogeneico” y es una excepcion a uno de los paradigmas de la respuesta
inmune denominado “restriccion por el CMH”, por el cual el TCR uUnicamente reconoce un
antigeno siempre que el mismo estuviera presente en el contexto de moléculas CMH propias. En
el aloreconocimiento, la CDs y el linfocito T corresponden a diferentes individuos. En estos
casos, la activacion T en el aloreconocimiento se debe a la existencia de complementaridad
estructural (“encaje”) entre el TCR del receptor y las moléculas del CMH alogenicas, llevando a la
activacion del linfocito T (Figura 7).

Reconocimiento
antigeno
microbiano

———d——y
B | Allorecognition TCR del
~—————  receptor - receptor

Antigena
micrabiana

Antigeno Aloantigeno_del
microbiano donante No donante
procesado y procesado, ! procesado y
presentado por la expresado sobre presentado por la
CPA del receptor CPA del donante CPA del receptor

Figura 7. Complementariedad estructural de la molécula MHC del donante (B) con respecto a la molécula
de MHC del receptor que aloja un antigeno microbiano (A) o un aloantigeno derivado del donante (C).
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Esta respuesta alogénica, activada por la via directa, se caracteriza por ser de alta intensidad ya
que hay alta frecuencia de linfocitos T respondedores. Esta alta frecuencia de células
respondedoras (1/100 comparado con 1/10°-10° de células T Ag especificas) es producto de la
manera en que pueden ser reconocidos los diferentes complejo péptido-CMH presentes en la
superficie de las células del aloinjerto. Por lo tanto, finalmente la interaccién entre CDs derivadas
del donante y linfocitos T del receptor, permitira la activacion de las células T al recibir la sefial 1,
2 y 3 de activacién. Este reconocimiento se conoce como la via directa de activacion linfocitaria
(Figura 7).

Una vez activados los linfocitos T, éstos proliferardn y se diferenciaran en células T efectoras, las
que migraran al 6rgano trasplantado, el cual infiltran y desarrollan sus funciones efectoras. Los
linfocitos T CD4 contribuirdn a generar una respuesta pro-inflamatoria que promueve el
reclutamiento y activacion de macrofagos, y los linfocitos T CD8 desarrollaran funciones
citotoxicas contra células endoteliales y del parénquima del 6rgano trasplantado. En su conjunto,
estos fendmenos llevan a la destruccion tisular y pérdida de funcionalidad del érgano, lo que se
manifiesta clinicamente y se clasifica como rechazo. Como el nimero de CDs en el 6rgano
trasplantado es finito, esta via de activacion es de mayor relevancia en el denominado rechazo
celular agudo del injerto. Las terapias inmunosupresoras de deplecion de linfocitos T (por
ejemplo, el uso de timoglobulina) tienden a reducir las probabilidades de activacion de las
mismas por CDs derivadas del donante.

Es importante sefialar que esta via de activacion, nunca podré colaborar en la activacion de los
linfocitos B2. Esto se debe a que los linfocitos T CD4 no son activados por el procesamiento del
aloantigeno, sino por la complementariedad estructural de la MHC alogénica. Por lo tanto, en el
supuesto caso que el linfocito T CD4, activado por via directa, se diferencie en un linfocito TFH,
éste no expresara un TCR con capacidad de reconocer al aloantigeno procesado y presentado
por los linfocitos B en el contexto de las MHC del receptor (Figura 8).

Figura 8. Colaboraciéon T-B en la via indirecta de aloreconocimiento pero no en la via directa.
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Figura 9. Vias de activacion en los mecanismos de aloreconocimiento.

Via Indirecta

Simultaneamente a la migracién de las CDs del donante a los 6rganos linfaticos regionales del
receptor, las CDs del receptor o sus precursores infiltraran el injerto (Figura 9). Este fenémeno se
ve facilitado por el estado de activacién del endotelio vascular debido a la IRI. Una vez reclutadas
las CDs del receptor en el injerto, las CDs comenzaran a procesar, madurar y presentar
aloantigenos derivados del donante. Estas CDs se encontraran con nuevos estimulos de
maduracién que surgen de las reacciones inflamatorias locales producidas como consecuencia
de la respuesta inmune alogeneica generada por la via directa de activacién linfocitaria o incluso
por la respuesta inmune innata desencadenada por los procesos de dafio por isquemia-
reperfusion. Los restos de células del 6rgano trasplantado (Ag del donante) seran fagocitados
por estas CDs del receptor, destacandose entre ellos los antigenos polimorficos tales como las
moléculas alogénicas del CMH del donante que no estan presentes en el receptor. Como ya fue
mencionado, pero es importante remarcar, no existe tolerancia hacia esos aloantigenos, ya que
son antigenos a los que el receptor nunca antes estuvo expuesto y, por lo tanto, los linfocitos T
aloreactivos no sufren seleccion negativa en el timo. Estas CDs del receptor, una vez que hayan
madurado, llegaran a los érganos linfoides secundarios del receptor, presentando péptidos
derivados de proteinas del donante. Este reconocimiento se conoce como la via indirecta de
activacion linfocitaria (Figura 7 y Figura 9). Por lo tanto, en la via indirecta, las células T y las
CDs, que interactian son del receptor y los aloantigenos (alelos de HLA) procesados seran
presentado en el contexto de las moléculas de histocompatibilidad del receptor, de igual manera
como se procesan los antigenos microbianos. Este tipo de activacion cumple con el paradigma
de restriccion por el CMH y la frecuencia de activacion de linfocitos T ser& similar a la generada
por una infeccién microbiana. La Unica diferencia es el antigeno, que en lugar de ser un antigeno
microbiano, corresponde a un aloantigenos del donante del trasplante. Este proceso puede
ocurrir a lo largo de la vida del receptor, ya que el injerto se ird poblando de CDs propias que, al
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encontrarse con fragmentos celulares y estimulos madurativos, podran fagocitar, madurar y
migrar al ganglio drenante donde serdn capaces de presentarlos a linfocitos T, generandose
clones T capaces de reconocer proteinas del donante (Figura 7 y 9). Estos linfocitos T efectores
desarrollaran funciones efectoras, colaborando con los macrofagos y CDs para generar una
respuesta pro-inflamatoria que dafia al 6érgano de manera continua, con manifestaciones
subclinicas o clinicas. La estimulacion crénica promueve el reclutamiento y activacion de
macrofagos, los que ademas comienzan a secretar factores tréficos para las células de la capa
muscular de los vasos sanguineos del érgano trasplantado, promoviendo su engrosamiento.
Como en el caso anterior, estos fendbmenos llevan a la destruccion tisular y pérdida de
funcionalidad del 6rgano, lo que se manifiesta clinicamente y se clasifica como rechazo. Debido
a que se requiere de un cierto tiempo para que los 6rganos trasplantados sean repoblados con
un numero suficientemente alto de CDs del receptor como para permitir que esta reaccion se
desarrolle, se cree que la via indirecta de activacion linfocitaria es de mayor importancia en el
rechazo cronico del érgano trasplantado. Asimismo, la via indirecta permite la generacion de
células T CD4 colaboradoras para la activacién de linfocitos B que se diferencian a plasmocitos
secretores de aloanticuerpos (Figura 7). Vale la pena mencionar que la via indirecta es la via de
activacion T normal frente a cualquier Ag extrafio, mientras que la via directa es un proceso que
s6lo se da en trasplantes pero no en la respuesta inmune contra agentes infecciosos. Por lo
tanto, la frecuencia de clones T aloreactivos capaces de ser activados por CDs del receptor que
inflitran el érgano trasplantado es similar a la de cualquier respuesta antigeno especifica (1/10° o
10°). Ademas, la via indirecta es capaz de generar linfocitos TFH con capacidad de colaborar en
la activacion de linfocitos B2, ya que las CDs del receptor y los linfocitos B2 son capaces de
procesar y presentar el mismo aloantigeno (Figura 8).

Via semi-directa

Esta via fue recientemente descripta y se refiere al proceso por el cual las células presentadoras
de antigeno (CPA) del receptor adquieren moléculas de CMH, de clase | y/o de clase Il, del
donante a través de un proceso denominado cross-dressing. En este proceso, el contacto célula
a célula entre CPA del donante y el receptor puede permitir la transferencia de componentes de
la membrana incluyendo CMH intactos del donante a CPA del receptor (Figura 8 y 10). Por otro
lado, las CPA del donante pueden liberar pequefas vesiculas llamadas exosomas, conteniendo
CMH, las cuales pueden fusionarse con la membrana plasmatica de CPA del receptor. La CPA
del receptor, ahora quimérica, puede estimular células CD4 y CD8 tanto por via directa como
indirecta (Figura 8 y 9).
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Via Directa Via Semidirecta Via Indirecta

Linfocito T del receptor Linfocito T del receptor Linfocito T del receptor

CPA del donante

CPA del receptor

CPA del receptor

Complementariedad ' Fusion de exosomas del Procesamiento y
estructural entre MHC donante que contienen presentacion de
alogénica sobre CPA del MHC alogénicas a la aloantigenos del donante
donante y TCR del receptor membrana de las CPA del por CPA del receptor
receptor

Figura 10. Comparacion en la activacion de las vias de aloreconocimiento.

Respuesta aloinmune en pacientes sensibilizados

Muchos pacientes en lista de espera se encuentran sensibilizados a los aloantigenos del
donante, pudiendo presentar aloanticuerpos y/o linfocitos T y B aloreactivos de memaoria. Las
causas de la alosensibilizacion se pueden deber a diferentes mecanismos. En primer lugar, se
debe tener en cuenta que un paciente en lista de espera es una persona que ha sufrido o sufre
una patologia que, en muchos casos, necesitan de transfusiones de sangre. En estos casos la
transfusion de sangre favorece la sensibilizacion a antigenos menores presentes en el eritrocito,
gue forman parte de los grupos sanguineos Kell, Duffy, Kidd, entre otros. La transfusion de
plaguetas, al expresar moléculas de HLA, favorece la sensibilizacion hacia estos aloantigenos.
Otras causas de sensibilizacion deben buscarse en los embarazos mdltiples o retransplantes. La
patologia de base del paciente también lo puede predisponer a mayor numero de infecciones
microbianas. La memoria inmunoldgica es consecuencia de las respuestas inmunes contra
microorganismos. Por lo tanto, las infecciones pre-trasplante marcan el repertorio de linfocitos T
de memoria, los que pueden activarse sin necesitan de grandes sefiales coestimulatorias. De
esta manera se denomina inmunidad heteréloga al fendbmeno inmunoldgico por el cual la
exposicion a algunos organismos puede alterar la respuesta del huésped a la posterior
exposicion a antigenos no relacionados (Figura 11). La base de la inmunidad heter6loga la da el
mimetismo molecular y la plasticidad del repertorio T, siendo el mimetismo molecular la
capacidad que tiene un TCR especifico para un péptido antigénico microbiano de reconocer la
misma secuencia en proteinas propias del huésped. Por otro lado, se denomina plasticidad del
TCR a la capacidad que tienen algunos TCR de moldear sus sitios de anclaje de tal manera de
poder interactuar con distintos puntos de unién para reconocer CMH alogénicas-peptido
endogeno y CMH singeneico-peptidos virales.
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Un dato a tener en cuenta para poder entender la alta frecuencia de LT aloreactivos, es que el 50
% de la aloreactividad esta mediada por LT naive y el otro 50 % por LT de memoria. Estos LT de
memoria violan los criterios de activacion de la respuesta inmune primaria, ya que no necesitan
residir en los 6rganos linfaticos secundarios y tampoco necesitan tanta coestimulacion para
activarse. Por lo tanto, la respuesta alogénica mediada por LT de memoria permite que los
mecanismos efectores sean mucho mas fuertes que para las respuestas antigenos T
especificas. Es importante mencionar que ninguna de las terapias inmunosupresoras actuales es
capaz de disminuir el repertorio de linfocitos T de memoria. Por otro lado, se ha propuesto que
existen linfocitos T de memoria del donante, en el parénquima del injerto, los que pueden
activarse, migrar y generar algiin fenémeno similar al que ocurre en la enfermedad injerto contra
huésped. Otro aspecto interesante a destacar es el hecho que las personas mayores tienen un
mayor repertorio de linfocitos de memoria, lo cual supondria que los receptores afosos de
trasplante tendrian més eventos de rechazo. Por el contrario, como se mostro en la figura 3, los
receptores afiosos tienen menos porcentaje de rechazos agudos. Aun asi, los receptores de
trasplante en personas mayores, presentan una menor sobrevida del injerto. Se ha sugerido que
esta menor sobrevida del injerto se debe a cambios que ocurren en los linfocitos T CD4 y CD8 a
lo largo de la vida. Aparentemente, los individuos afiosos tendrian un menor potencial de
alorespuesta de linfocitos T CD4* y T CD8*. En los individuos afiosos, los linfocitos T CD4+
producirian menos IL-2, expresan menos CD28 y tendrian un mayor nimero de receptores NK
(NKG2D); en tanto que los linfocitos CD8* CD28", tendrian mejor capacidad citotoxica, expresan
CD57 y receptores de células NK (CD94/NKG2E). En conjunto, estas células CD4* y CD8" en
personas afiosas, serian menos eficientes en su capacidad de respuesta aloespecificas y mucho
mas eficientes en la respuesta inmune citotdxica inespecifica.
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a & VIR proteins of infectious organisms
/ [Activation] and human host proteins
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Figura 11. Inmunidad heteréloga. Fendmeno por el cual un TCR especifico para un péptido
antigénico microbiano es capaz de reconocer una misma secuencia en moléculas de HLA
propias y moldear sus sitios de anclaje a las moléculas del CMH alogénicas.
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RECHAZO DEL ORGANO TRASPLANTADO

Una vez realizado el trasplante, el rechazo del 6rgano es una de las principales complicaciones y
es inevitable sin una terapia inmunosupresora adecuada. Los mecanismos efectores de una
reaccion de rechazo son mudultiples y comprenden los mismos mecanismos efectores de una
respuesta inmune convencional contra diferentes agentes infecciosos. La diferencia se observa
en: i) la manera en que se produce la activacion de estas células, ii) los antigenos reconocidos,
i) la frecuencia de activacion de clones capaces de activarse y, iv) las consecuencias de dicha
respuesta inmune.

Segun la velocidad con la que aparecen los signos de rechazo, los mismos se clasifican en
hiperagudos, agudos y cronicos. El rechazo hiperagudo puede manifestarse unos pocos minutos
después del desclampeo y la revascularizacion del injerto y hasta 1 semana tras el trasplante del
tejido. El rechazo agudo se inicia dentro de los primeros meses después del trasplante. El
rechazo crénico puede aparecer meses 0 afios después del trasplante, y contribuye a la pérdida
paulatina de la funcién del érgano. Las causas del rechazo hiperagudo son siempre humorales,
es decir estdn mediados por anticuerpos. En cambio, los rechazos agudos y crénicos pueden ser
celulares y/o humorales.

Rechazo Hiperagudo

El rechazo hiperagudo es un cuadro clinico grave que actualmente se puede prevenir en el
mayor namero de los pacientes trasplantados realizando un ensayo denominado “cross match”
previo al trasplante. Este ensayo permite la deteccién (previa al trasplante) de anticuerpos
aloreactivos preformados (ver seccién laboratorio en trasplante). En general, se considera
rechazo hiperagudo a aquel que se produce dentro de la primera semana post-trasplante. Este
tipo de rechazo siempre estd mediado por anticuerpos preformados presentes en el receptor del
trasplante y que estan dirigidos contra los antigenos de grupo sanguineo ABO o contra las
moléculas del CMH alogeneicas del donante; aunque se han visto casos de rechazos
hiperagudos por anticuerpos anti-endotelio. Es un fenébmeno que no se acompafia por infiltrado
celular. En épocas pasadas, era frecuente observar este tipo de rechazo en la sala quirargica
durante el proceso de desclampeo y reperfusiéon. La perfusion de sangre proveniente del recptor
al 6rgano trasplantado, permite la interaccion de los aloanticuerpos a los aloantigenos presentes
en el endotelio vascular del donante. La formacién de los complejos antigeno-anticuerpo activa
los mecanismos efectores tempranos tales como la activacién del complemento. Si el proceso se
mantiene en el tiempo, se producira la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA)
(Figura 12). Debido a la naturaleza tan intensa del estimulo, las proteinas regulatorias del
complemento que controlan la activacion sobre células propias no son suficientes para evitar la
lisis celular. En la actualidad, este tipo de rechazo es infrecuente, gracias a los estudios en el
periodo pretrasplantes y a las nuevas terapias inmunosupresoras.
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Figura 12. Rechazo Hiperagudo. En un individuo sensibilizado, los anticuerpos se uniran a la
superficie de las células que expresen el antigeno, formando los complejos inmunes antigeno-
anticuerpo, llevando a la activacion del complemento por la via clasica. Luego se produce la
migracién de neutrdfilos, el dafio endotelial, la activacion plaquetaria, la trombosis, la oclusion
vascular, seguido por la isquemia tisular que agrava el dafio tisular.

Rechazo Agudo

A diferencia del rechazo hiperagudo que es mediado por anticuerpos, el rechazo agudo puede
ser mediado por células y/o anticuerpos, y se denominan rechazo celular, humoral o mixto. En el
Ademas, estos cuadros se pueden presentar con o sin signos de actividad inmunoldgica. Para
los trasplantes renales, cada uno de estos cuadros se diagnostican en base a criterios
histolégicos establecidos por un grupo de consenso conformado por patélogos denominado
grupo Banff y que se van actualizando afio tras afio.

En el rechazo humoral agudo, los eventos comienzan cuando los anticuerpos donante
especificos DSA (donor specific antibodies) (pre-existentes o de novo) se ponen en contacto con
las células endoteliales. La formacion de los complejos inmunes antigeno-anticuerpo activara la
cascada del complemento con la formacibn de opsoninas, anafilotoxinas, factores
guimioatractantes y, finalmente, con la formacion del complejo de ataque litico, que termina por
desestabilizar osméticamente a las células endoteliales y desemboca en la edematizacion y la
necrosis celular. A estos eventos se suma la activacion de la cascada de la coagulacion, con el
deposito de fibrina, la oclusién de la luz del capilar (por trombosis) y la presencia de eritrocitos y
células inflamatorias. En resumen, el rechazo humoral agudo conduce a la activacion del
complemento que provoca la lesion litica de la célula y la necrosis, la cascada de la coagulaciéon
gue causa trombosis y el reclutamiento de las células inflamatorias, que se manifiesta como
glomerulitis y capilaritis (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas de los rechazos humorales agudos en trasplante renal

Caracteristicas del rechazo humoral agudo

Evento histolégico Mecanismo

Necrosis Por activacion de la cascada del complemento
Trombosis Por activacion de la cascada de la coagulacion
Glomerulitis - Capilaritis Por reclutamiento de leucocitos

En la Imagen 1 puede apreciarse una glomerulitis con varias células con los nucleos
multilobulados (neutréfilos) y los capilares ocluidos por las células inflamatorias y el edema
celular. En la capilaritis se observa una acumulacion de los nucleos de las células inflamatorias y
la linea rosada representa la membrana basal de los tlbulos. Este es un proceso agudo activo
gque dafia al endotelio.

Mediado por células T Mediado por anticuerpos

Endarteritis Glomerulitis

Los rechazos agudos celulares agudos (Imagen 1), se desencadenan de una manera
aloantigeno especifica, pero los mecanismos efectores que conducen a la destruccién del injerto
no son especificos. La caracteristica principal es la presencia de un gran infiltrado inflamatorio,
predominantemente de linfocitos T citotoxicos, acompafiados de monocitos/macréfagos a nivel
tubular. Probablemente estas células T citotoxicas, provengan de la activacion de linfocitos T
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CD8 naive o de la reactivacion de linfocitos T CD8 de memoria. Aparentemente, las sefiales
coestimulantes CD40/CD154 juegan un papel importante en este proceso. Una vez que los LT
citotoxicos migran al sitio del injerto e identifican las moléculas alogénicas de clase I, liberaran el
contenido de sus granulos que contienen perforina y granzima B y aumentan la expresion de
FasL, promoviendo la muerte celular por apoptosis. Las células Thl aloantigeno especificas
también contribuyen a la fase efectora del rechazo de aloinjerto a través de un fendbmeno de
hipersensibilidad retardada, que se caracteriza por la produccién de mediadores solubles,
incluidas las citoquinas proinflamatorias IL-1, IFNy y TNFa. El dafio al injerto ocurre como
resultado de la infiltracion de leucocitos activados y la produccién de mediadores no especificos,
como 6xido nitrico y especies reactivas de oxigeno.

En la siguiente tabla (Tabla 7 y Figura 13) se resumen un cuadro comparativo con los criterios
histopatoldgicos utilizados para el diagnéstico de rechazo renal celular y humoral agudo.
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Figura 13. Mecanismos fisiopatolégicos de los rechazos celulares (A) y humorales agudos (B).
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Tabla 7. Caracteristicas de los rechazos agudos del trasplante renal

Mediado por células T Mediado por anticuerpos
Inflamacién  tabulo-intersticial  (células T, | Inflamacién microvascular (neutrofilos,
monocitos/macréfagos, eosinofilos) macroéfagos, entre otras)
TUBULITIS GLOMERULITIS Y CAPILARITIS
Edema instersticial (vacuolas claras en el | Trombosis capilar, necrosis fibrinoide y arterial
instersticio) (en casos severos)
Endarteritis o arteritis de la intima Endarteritis
C4d (en capilares peritubulares)?

!La presencia de C4d es de ayuda en el diagnéstico de rechazo agudo mediado por anticuerpos,
pero la ausencia de C4d no descarta el rechazo humoral cuando en la biopsia se observa
inflamacién microvascular y se ha confirmado la presencia de anticuerpos contra el donante.

La activacién del complemento es un evento que acompafa a los rechazos humorales agudos.
En este sentido, el componente C4d se genera al activarse el sistema de complemento por la
formacion de los complejos inmunes antigeno-anticuerpo; en estos casos formados por los
anticuerpos anti-HLA y las moléculas de HLA sobre las células endoteliales. El C4d posee la
particularidad de permanecer estable sobre las células endoteliales, y se puede poner en
evidencia por inmunohistoquimica en tejidos fijjados o por inmunofluorescencia en tejidos frescos;
este Ultimo método presenta una sensibilidad considerablemente mayor. La presencia de C4d
puede ser de ayuda en el diagnéstico del rechazo agudo mediado por anticuerpos, aunque la
ausencia de este componente no descarta el rechazo humoral. Cuando el C4d es negativo, es
importante reconocer las lesiones endoteliales caracteristicas del rechazo humoral, ya que
algunas de ellas estaran presentes aun cuando el C4d sea negativo. En otras palabras, es
posible llevar a cabo el diagnostico de rechazo humoral incluso en ausencia de dicho
componente.

Con la introduccion de nuevas terapias inmunosupresoras, se comenzé a observar que la
mayoria de los rechazos ocurrian durante el afio posterior al trasplante. Segun los criterios
establecidos, se arribé a la conclusién de que los rechazos celulares y humorales puros eran
relativamente raros. Desde el punto de vista histolégico, muchos rechazos presentaban tubulitis y
capilaritis, con o sin depdésito del factor de complemento denominado C4d, dando lugar a los
cuadros histoldgicos mixtos. De todas formas, lo que queda en claro es que la capilaritis, con o
sin C4d, constituye un indicador de la presencia de anticuerpos asociado con una peor sobrevida
del injerto. A partir de esta informacion se establecié que para el diagnostico de rechazos
humorales agudos se requeria la presencia de: capilaritis, trombosis capilar, necrosis tubular,
C4d positivo o negativo, sefial de dafio endotelial a nivel molecular y anticuerpos anti HLA
donante especificos (DSA, donor specific antibodies) detectables en suero. Por lo tanto, la
presencia de los DSA es clinicamente muy relevante. Se conoce que, entre los pacientes
hiperinmunizados, el 30% desarrollard rechazo humoral agudo, el 45% rechazo humoral crénico
al aflo y el 30% perdera el rifion en un periodo de 5 afios. En los pacientes trasplantados no
hiperinmunizados, el 20% desarrollard DSA en 3-4 afios y el 15% glomerulopatia del trasplante.
Por otra parte, el riesgo se incrementa de forma proporcional con el transcurso del tiempo. Un
25% a un 80% de los pacientes con glomerulopatia del trasplante perdera el rifion; existen
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algunos factores de riesgo como, por ejemplo, niveles de DSA pretrasplante, episodios de
rechazos agudos, edad (el riesgo es mayor en jovenes), mala adherencia al tratamiento, entre
otros. Las manifestaciones histolégicas son mayores cuando hay anticuerpos contra HLA de tipo
II. No obstante, la relacion no es absoluta, y tanto el tipo | como el tipo Il pueden causar dafio en
el injerto. Ademas de los DSA contra HLA, también se han descrito otros anticuerpos que pueden
provocar rechazo humoral, como, por ejemplo, aquellos contra el grupo sanguineo ABO, contra
el receptor de angiotensina Il de tipo 1 (angiotensin Il receptor type 1, ATR1), contra MICA (MHC
class I-like chain A) y otros anticuerpos contra el endotelio no del todo definidos.

Rechazo Cronico

Con respecto a los rechazos crénicos, también se clasifican en celulares y humorales.
Conceptualmente, el proceso de rechazo renal crénico sufrié importantes cambios a lo largo de
los ultimos afios. Tradicionalmente se pensaba que el rechazo celular agudo evolucionaba con el
tiempo hacia el rechazo celular crénico, en tanto que el rechazo humoral agudo se convertia en
rechazo humoral crénico. Este concepto tuvo que ser revisado, debido a que el 70% de los
pacientes que presentaban un cuadro histolégico de rechazo humoral crénico carecian de
evidencias ciertas de episodios de rechazos humorales agudos. De esta manera, era probable
que la mayoria de los rechazos humorales crénicos progresaran de manera subclinica o bien
como rechazos celulares no resueltos. Ambos casos son dificiles de probar en la clinica, aunque
no quedan dudas respecto al aumento que se observa en los niveles de anticuerpos contra HLA
de clase | y, fundamentalmente, de clase Il luego de los episodios de rechazo. De esta manera,
se puede concluir que el rechazo celular agudo puede resultar en rechazo celular crénico (pero
actualmente es poco frecuente). El rechazo celular agudo también predispone a la formacion de
anticuerpos contra el injerto que, aflos mas tarde, puede resultar en rechazo humoral crénico. El
rechazo humoral agudo muy frecuentemente progresa hacia el rechazo humoral crénico. La
mayoria de los pacientes con rechazo humoral cronico no presentan antecedentes de rechazo
agudo, lo que sugiere que el dafo renal mediado por anticuerpos puede progresar de forma
subclinica. El rechazo humoral cronico se encuentra claramente relacionado con
inmunosupresion insuficiente; esto significa la minimizacién de los farmacos inmunosupresores
por el médico o por el propio paciente.

Desde el punto de vista histopatolégico, los cambios crénicos pueden ser especificos (de alguna
patologia) o inespecificos. Los mismos se resumen en la Tabla 8 y se muestran en la imagen 2.

Tabla 8. Cambios crénicos observados en el trasplante renal

Especificos Inespecificos

Arteriopatia crénica del trasplante. Fibrosis intersticial y atrofia tubular (IF/TA).

Glomerulopatia del trasplante? Esclerosis arterial (por ejemplo, hipertension
arterial).

CD4 en capilares peritubulares? Esclerosis glomerular.

30




Multilaminacién en capilares peritubulares?! Hialinosis arteriolar.

Recidivas de glomerulonefritis?

Nefropatia por BK2

Desarrollo de diabetes mellitus (de novo o
recurrencia)?

Otras causas definidas (ejemplo, reflujo)?

1Cambios relacionados con el rechazo humoral crénico; 2Etiologia especificas que causan
dafio renal.

Dentro de los cambios especificos existen alteraciones que se producen como consecuencia de
la respuesta inmune celular y otras a causa de la respuesta inmune humoral. El dafio celular se
manifiesta como una arteriopatia cronica del trasplante (aunque infrecuente), que puede ser
activa (cuando se observa fibrosis e infiltrados inflamatorios) o inactiva (cuando predomina la
fibrosis).

Imagen 2. Cambios crénicos especificos (rechazo humoral).

Glomerulopatia del trasplante Multilaminacion

Desde el punto de vista histopatolégico, en el proceso humoral crénico, el endotelio también es el
blanco de accion de los anticuerpos. En estos casos, las células endoteliales se encuentran
edematizadas y pierden las fenestraciones (Imagen 2), que constituye una manifestacion
subaguda del contacto continuo del anticuerpo con el endotelio. Luego de este periodo inicial, las
células se separan gradualmente de la membrana basal, por lo que se genera un espacio donde
se acumulan desechos celulares y material proteico, y comienza a formarse una segunda
membrana basal. Este proceso forma parte de una remodelacién tisular que define al rechazo
humoral crénico. La membrana basal del capilar peritubular también se ve afectada,
observandose una acumulacion de capas produciendo imagenes denominadas “multilaminacion”.
De esta manera, la definicion de lo que constituye el rechazo crénico es dada por el
remodelamiento que acompafia a las células inflamatorias, que se pueden encontrar tanto en las
manifestaciones agudas como en las cronicas. A las lesiones microvasculares cronicas de
remodelamiento se las denomina “glomerulopatia” y “capilaropatia” del trasplante, y se
caracterizan por imagenes de duplicacion de la membrana basal glomerular y multilaminacion de
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la membrana basal peritubular, respectivamente. Como parte del proceso crénico se observa una
acumulacién de células inflamatorias, adquiriendo las caracteristicas de una glomerulitis y
capilaritis.

De esta manera, las lesiones microvasculares cronicas se manifiestan de acuerdo con las
siguientes caracteristicas:

Tabla 9. Caracteristicas de las lesiones microvasculares crénicas

Duplicacién de la membrana basal glomerular | Glomerulopatia del trasplante

Multilaminacibn de la membrana basal | Capilaropatia del trasplante
peritubular

Acumulacion de células inflamatorias Glomerulitis - Capilaritis

Recientemente se ha reconocido que también puede haber dafio endotelial en las arterias de
mayor calibre (arteritis intimal), aunque esta Ultima también puede ser encontrada en los
rechazos celulares. En los rechazos humorales crénicos se debe considerar que, ademas de la
presencia del componente primario cronico, también serd posible observar de forma
concomitante un proceso agudo activo. De esta manera, las imagenes histoldgicas presentaran
una combinacion de componentes de remodelamiento y un elemento agudo, activo. Estas
situaciones corresponden al rechazo crénico activo.

Estrategias Terapéuticas para favorecer la sobrevida del injerto

Existen varias instancias en las que se puede intervenir para evitar la pérdida del injerto
trasplantado y/o aumentar la sobrevida del aloinjerto. Estas instancias van desde el proceso de
mantencion del donante cadavérico con muerte encefélica, pasando por la etapa de ablacion y
procuracién del érgano, seguida por el mantenimiento del 6rgano, el trasplante y el tratamiento
del receptor del inejrto previo y posterior al trasplante. Algunas de estas etapas mas relevantes
se detallan a continuacion.

Técnicas de conservacién y liquidos de preservacion

Como se describié previamente los 6rganos que se utilizan para trasplantar sufren una gran
alteracion de su homeostasis cuyo efecto se pone en evidencia en la recuperacion funcional del
injerto en el post-trasplante. Existen diferentes técnicas de preservacion y liquidos de perfusiéon
que tratan de mitigar el impacto de la isquemia. En Argentina, el método de preservacion
utilizado para minimizar el dafio es la preservacion hipotérmica estatica cuyo fundamento es la
reduccién del metabolismo celular, colocando el érgano a 4°C. Sin embargo, la preservacion de
los érganos sdlidos vascularizados comienza previo a la ablacion reemplazando la sangre con
una solucién disefiada especificamente para optimizar la tolerancia del 6rgano a la hipotermia y a
la falta de oxigeno. Existen diversas soluciones de preservacion, por ejemplo la solucion de la
Universidad de Wisconsin (UW), EuroCollins (EC) y HTK (Histidina-Triptofano-Cetoglutarato). La
solucion de la UW es la mas aceptada y se suele utilizar en trasplante renal, hepatico y
pancreatico. Estos liquidos de preservacion son soluciones que tratan de evitar la edematizacion
celular dada por la inactividad de la bomba de Na*/K* ATPasa, mantienen una osmolalidad y pH
similar al plasma, evitan el edema intersticial y el colapso capilar y la oxidacion de las estructuras
celulares. Ademas de los métodos de preservacion hipotérmicos estaticos también existen

32




maquinas de perfusion hipotérmica, la cual permite una preservacion en frio mas prolongada y
efectiva debido al aporte continuo de oxigeno, sustratos para la sintesis de ATP y otros
metabolitos, y facilita el lavado de los desechos del metabolismo celular. Con esta técnica se
logra mejorar la recuperacion funcional del injerto y aumentar la sobrevida del érgano a largo
plazo.

Prevencion del rechazo alogénico

Previo a realizar un trasplante se debe valorar la compatibilidad antigénica entre el receptor y el
donante, con la finalidad de optimizar la sobrevida del injerto y minimizar posibles reacciones
inmunolégicas. Para lograr este objetivo, normalmente se realizan cuatro determinaciones. En
primer lugar, es necesario establecer la compatibilidad del grupo sanguineo ABO/Rh. Sin
embargo, en circunstancias especiales de riesgo de vida inminente (por ejemplo, falla fulminante
hepatica) se puede considerar realizar el trasplante ABO incompatible, previa eliminacion de los
anticuerpos a traveés de la realizacién de plasmaféresis perioperatoria y el uso de farmacos anti-
linfocitos B como el rituximab (anticuerpos anti-CD20). Ademas de establecer la compatibilidad
del grupo sanguineo, también se debe proceder a la tipificacion de los antigenos HLA clase | y II,
buscando la maxima compatibilidad posible entre el donante y el receptor.

También es fundamental determinar la existencia de anticuerpos preformados contra antigenos
HLA. Para lo cual se realizan pruebas especificas denominadas “cross match o prueba cruzada”
gue consiste en incubar el suero de un posible receptor con linfocitos del donante (ver mas
abajo). Estos linfocitos se obtienen del bazo o ganglios linfaticos si se trata de un donante
cadavérico o de sangre periférica si se trata de un donante vivo. En el caso de tener una
reaccién positiva, esta se interpreta como la existencia de anticuerpos especificos contra el
donante (DSA, donor specific antibody), descartando la intervencion. Por el contrario, en
trasplante hepatico, no siempre suele realizarse la prueba cruzada. Esto es debido a que no esta
clara su relevancia en este tipo de trasplante, sumado a que el nimero de donantes como el
tiempo de isquemia que tolera este tipo de 6rganos es menor y usualmente suelen darse en
situaciones de urgencia.

Una vez que se establece la compatibilidad, y se procede con el trasplante, es necesario
comenzar con la inmunosupresion del receptor. Dicho tratamiento sera necesario mientras el
paciente posea el injerto ya que el objetivo es prevenir y controlar la respuesta inmune del
receptor. El tratamiento debe ser individualizado existiendo multiples combinaciones adaptables
a las caracteristicas clinicas y serolégicas de cada paciente, al momento en curso del trasplante
y a la experiencia de cada centro. El tratamiento inmunosupresor tiene dos etapas. En la etapa
inicial, denominado tratamiento de induccién, se trata de lograr una inmunosupresién potente e
intensa para prevenir el rechazo en la fase de maxima respuesta inmunoldgica que se produce
en las primeras semanas post-trasplante.

Los farmacos que se utilizan en el tratamiento de induccién son: i) timoglobulina o rATG
(policlonal anti-T) que depletan de linfocitos, ii) basiliximab (anticuerpo bloqueante de CD25) o
daclizumab (anticuerpo bloqueante de CD25) que bloquean la accion de la IL-2, iii) alemtuzumab
(anticuerpo monoclonal humanizado contra CD52) que también depleta de linfocitos. En la
mayoria de los protocolos de inmunosupresion de induccion se utiliza una combinacién de tres
farmacos (“triple terapia”): i) un inhibidor de la calcineurina, ii) un antiproliferativo vy iii) esteroides.
La induccién con un anticuerpo poli- o monoclonal (“terapia cuadruple”) esta indicada para
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pacientes con elevado riesgo inmunoldgico o en aquellos pacientes en los que es conveniente
evitar el uso de los anticalcineurinicos en la fase de induccion. En otras situaciones, de menor
riesgo inmunoldgico, se decide reemplazar las terapias depletoras de linfocitos con bloqueantes
de los receptores de IL-2, como por ejemplo el Basiliximab.

Luego de la terapia inmunosupresora de induccién, le sigue una terapia inmunosupresora
denominada de mantenimiento que tiene como objetivo conseguir a largo plazo una buena
funcién del injerto con la maxima supervivencia y calidad de vida del receptor. Es necesario que
el tratamiento sea lo menos agresivo posible y se encuentre correctamente regulado, ya que una
sobre-inmunosupresion favorecera la aparicion de infecciones oportunistas y tumores, en tanto
que una sub-inmunosupresion favorecerd el rechazo del injerto. Para las terapias de
mantenimiento existen una serie de drogas inmunosupresoras que se utilizan habitualmente en
trasplante. Cada una de ellas difiere en sus mecanismos de accién que se resumen en las
Figuras 14. Las drogas inmunosupresoras de mantenimiento méas difundidas son los
corticosteroides, los inhibidores de calcineurina tales como la Ciclosporina A y el FK506
(Tacrolimus), los inhibidores de otras vias de sefializacion linfocitaria tales como la rapamicina
(Sirolimus), los inhibidores de biosintesis de purinas tales como el micofenolato mofetil.
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Figura 14. Mecanismo de accion de drogas inmunosupresoras.

El mecanismo de accion de los inhibidores de calcineurina, como la ciclosporina y el tacrolimus
(FK506) es a través de su capacidad de union a la calcineurina. Esta es una fosfatasa
intracelular que se encuentra en las células T y que funciona defosforilando ciertas proteinas
reguladoras de la transcripcion de genes, capaces de activar la transcripcion de ciertas
citoquinas (IL-2, IL-4, TNF-a, IFN-y) que promueven la activacion de las células T. La
ciclosporina se une al receptor citoplasmatico llamado ciclofilina, mientras que el tacrolimus se
une al receptor citoplasmatico conocido como proteina de unién al FK (FKBP: FK-binding
protein). Tanto la ciclosporina-ciclofilina y el tacrolimus-FKBP se unen a la calcineurina, evitando
su funcionamiento normal y de esta forma bloqueando la activacion de las células T (Figura 14).
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Otra de las drogas inmunosupresoras que suelen recibir los pacientes trasplantados son los
inhibidores de la sintesis de las purinas, como la azatioprina o el micofenolato mofetil. Estas
drogas, suprimen el proceso de replicacion génica y proliferacion celular por la inhibicion de la
sintesis de ARN y ADN (Figura 14). La azatioprina es un analogo de las purinas, mientras que el
micofenolato mofetil inhibe en forma reversible a la inosina monofosfato dehidrogenasa (IMPDH)
gque es critica en la sintesis de dichas moléculas (Figura 14). Existen otras drogas
inmunosupresoras que tiene otros blancos de accién. Por ejemplo, la rapamicina actlia sobre una
guinasa denominada mTOR, que es importante en la regulacion del ciclo celular. La inhibicion de
la quinasa por rapamicina, sirolimus (SRL) o everolimus bloquea la sefial de proliferacion en las
células T, impidiendo su ingreso en la fase S del ciclo celular (Figura 14). Resulta interesante
sefalar que la rapamicina, tiene efectos inmunsupresores sobre la respuesta inmune adaptativa,
pero también presenta efectos inmunoestimuladores que se resumen en la siguiente tabla 9:

Inmunosupresores Inmunoestimuladores

CDs mieloides tratadas con

Diferenciaciona LTreg RapamicinaaumentalaIL-12

Aumentala presentacién antigénica

Cambioen el trafico celular por la autofagiainducida por
Rapamicina
Suprime la diferenciaciény la Favorece la diferenciacion de LT CD8
maduraciénde CDs de memoria

Tabla 9. Efectos inmunosupresores e inmunomoduladores por la inhibicion de mTOR.

A pesar de los efectos benéficos que tienen las drogas inmunosupresoras para evitar el rechazo
de los érganos trasplantados, también tienen multiples efectos adversos. Uno de los efectos mas
importantes de los inhibidores de calcineurina es la nefrotoxicidad, que puede manifestarse en
forma aguda o crénica. En la forma aguda muestra cambios hemodindmicos reversibles en la
vasculatura glomerular y lesiones como la vacuolizacion isométrica de las células tubulares y la
hialinosis arteriolar. En la forma crénica se ve fibrosis intersticial y atrofia tubular con la eventual
pérdida del injerto. La principal estrategia para hacer frente a dicha nefrotoxicidad incluye la
minimizacion o eliminacién de este tipo de farmacos, con o sin la conversion a rapamicina.

Actualmente, se dispone de otro tipo de terapias inmunosupresoras, que consiste en la utilizacion
de biol6gicos que tratan de evitar la activacion T, al bloquear la coestimulacion. Algunos de los
cuales se utiliza en la terapia de induccion y en la desensibilizacion mencionados mas arriba. El
primero de los productos biologicos fue el Alemtuzumab (Campath) que es un anticuerpo
monoclonal humanizado contra CD52. Alemtuzumab provoca el agotamiento rapido y profundo
de linfocitos T y B. Otro de los farmacos bioldgicos es el basiliximab el cual es un anticuerpo
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monoclonal dirigido contra CD25 (cadena alfa de alta afinidad del receptor de IL-2). El rituximab
es un anti-CD20 expresada en los linfocitos pre-B y B maduros pero no en células
hematopoyéticas, céluas pro-B y células plaméticas normales. También estan los anticuerpos
policlonales como la globulina anti-linfocitica. Estos anticuerpos tienen su blanco de accién sobre
linfocitos T y B, CDs, NK y células endoteliales. No afecta a los granulocitos, y la deplecion de
linfocitos T en sangre y tejidos linfoideos estid mediada a través de la lisis por complemento y
apoptosis por activacion del Fas-FasL.

Otra droga que ha sido recientemente introducida es el belatacept. Esta se trata de una proteina
de fusion constituida por moléculas de CTLA-4 fusionados con fragmentos de Fc y tienen como
objetivo unirse a las moléculas CD80 y CD86, para evitar que las mismas activen a la molécula
CD28 presente en la membrana de los linfocitos T. De esta manera se bloquean las sefales
coestimulatorias mediadas por CD80 y CD86. El belatacept es un potente inmunosupresor. Los
costos del mismo son elevados y aparentemente tendrian una mejor sobrevida del paciente al
evitar los problemas de adherencia al tratamiento y los efectos adversos de los
inmunosupresores clasicos (nefrotoxicidad y cardiovasculares), ya que en estos casos la
administracion de la droga es mensual en los centros de trasplante. Aun asi, se ha informado
gue los pacientes tratados con blogueantes de moléculas coestimulatorias presentan un nimero
mayor de episodios de rechazos en la fase aguda y mayor incidencia de infecciones.

Los problemas asociados a todos estos tratamientos son la inmunosupresién generalizada, las
infecciones, la alta incidencia de recidivas y la aparicién de enfermedades malignas (debido al
efecto negativo de los inmunosupresores sobre las células del sistema inmune que ejercen la
inmunovigilancia contra tumores) y, en muchos casos, no se conocen los efectos que estas
drogas tienen sobre el rechazo cronico a largo plazo o la toxicidad. Por ejemplo, la Ciclosporina
Ay el tacrolimus ha mostrado tener cierta toxicidad sobre el rifién a largo plazo. Estos problemas
hacen que la bausqueda de nuevas estrategias de induccién de tolerancia especifica contra los
antigenos del HLA del é6rgano trasplantado (en el caso del trasplante de 6rganos soélidos
vascularizados) siga siendo la meta final en las investigaciones en este campo. En la actualidad,
nos conformamos con realizar tipificaciones de alelos del HLA de buena calidad para seleccionar
pares donante-receptor con el menor nimero de disparidades posibles, tratamos de reducir el
tiempo de isquemia realizando operativos de trasplante eficientes, optimizamos las
determinaciones de anticuerpos e instauramos eficientes terapias inmunosupresoras. Gracias a
todos estos procedimientos de seguridad, las tasas de rechazo agudo han disminuido
notablemente, mejorando de esta manera los resultados del trasplante a corto plazo. Sin
embargo, por desgracia, a largo plazo las tasas de sobrevida del trasplante mas alla de 5 afios
no han logrado una mejoria significativa en la Gltima década. Una de las hipotesis que se maneja
para esta discrepancia, es que los mismos tratamientos inmunosupresores que son efectivos en
las etapas tempranas favorecen los mecanismos de fibrosis a largo plazo, responsables de la
disfuncion crénica del injerto.

Tratamiento del paciente sensibilizado

Todo paciente trasplantado es sometido a tratamientos inmunosupresores que lo exponen a una
mayor vulnerabilidad a infectarse con diferentes patdégenos. Como fue mencionado, el
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tratamiento es de induccién (previo al trasplante) y de mantenimiento (posterior al trasplante).
Pero hay pacientes sensibilizados (es decir que tienen altos titulos de aloanticuerpos) que no
pueden ser trasplantados por la alta probabilidad de inducir un rechazo hiperagudo. En estos
pacientes sensibilizados, para que puedan ser trasplantados se intenta la desensibilizacion a
través de algunos protocolos de desensibilizacidn que consisten en: i) la remocién de anticuerpos
por plamaféresis, ii) la inhibicién de la produccién de anticuerpos con un anticuerpo monoclonal
gue tiene su blanco de accion en la molécula CD20 expresada en linfocitos B (Rituximab) o
(anti-CD20) o induciendo la apoptosis de linfocitos B al inhibir el proteosoma (Bortezomib), iii) la
inhibicion del complemento utilizando un anticuerpo monoclonal quimérico contra Cb5a
(Eculizumab), iv) la administracién de IVIG (ver mas abajo mecanismo de accion), o v) realizando
una esplenectomia.

De todos ellos resulta llamativo la utilizacion terapéutica de las inmunoglobulinas humanas. La
gammaglobulina humana es una fraccion del plasma, desarrollada para uso terapéutico, que
incluye la mayoria de los anticuerpos presentes en el plasma. Esta misma fraccién esta
constituida en su mayoria por inmunoglobulina G (IgG) pura; de ahi el antiguo nombre de
gammaglobulina y la actual identificacién como IgG. Cuando la preparacion es adecuada para el
uso intravenoso se denomina gammaglobulina humana endovenosa (IGIV).

La IgG corresponde a mas del 90% de la fraccibn gamma de las proteinas del suero, por lo que
los beneficios obtenidos de la terapia con gammaglobulinas son debidos a la accion de la 19G
sobre sus blancos en el organismo. Las caracteristicas mas relevantes de la IgG para su accion
terapéutica son:

. La IgG comprende cerca del 15% de las proteinas del suero y alrededor del 80% de los
anticuerpos séricos totales.

. Su vida media es prolongada: entre 20 y 30 dias

. Difunde muy bien a los tejidos

. Tiene una buena actividad anti bacteriana, anti viral, anti toxina y anti protozoaria

. Los receptores para la fraccibn Fc gamma se encuentran en mdltiples células
involucradas en la respuesta inmune

. Es la Unica que cruza la placenta

La IGIV se obtiene del plasma de voluntarios sanos recolectado de un minimo de 1000 donantes
(idealmente entre 5000 y 10000 donantes) para asegurar una alta concentracién y una adecuada
diversidad de anticuerpos contra agentes infecciosos y toxinas. Ademas el producto debe estar
libre de actividad precalicreina, kininas, plasmina, agregados de proteinas y preservativos y debe
contener un rango de concentracion normal de subclases de IgG con al menos un 90% de IgG
intacta, con buena actividad biolégica y un amplio espectro de anticuerpos, principalmente contra
tétanos y sarampion.

Ademas de la IGIV, también existe una gammaglobulina estandar para administracion muscular.
Ambas presentaciones de gammaglobulina se obtienen por el mismo proceso de separacion,
pero la IGIV difiere de la gammaglobulina estandar en los siguientes aspectos que se detallan en
la tabla 10:
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Tabla 10. Diferencias entre la gamaglobulina endovenosa y la standard

IVIG IG estandar
Agregados de IgG No Si
Activacion de complemento No Si
Dosis Hasta 2000 mg/kg 100 mg/Kg
Nivel de IgG sérica Se eleva inmediatamente Se incrementa lentamente
Vias de administracion IV, intratecal IM, SC

Durante la separacion de las proteinas plasmaticas algunas moléculas de 1gG forman agregados
o complejos que tienen la capacidad de activar el complemento adn sin reaccionar con el
antigeno; este mecanismo genera reacciones anafilacticas inmediatas después de la infusién
venosa. Como la porcién Fc de la IgG esta intacta, las dos formas de gammaglobulina pueden
activar el complemento y reaccionar con los receptores Fc gamma de las células fagociticas
después de la interaccién por la porcion Fab con el antigeno.

Las propiedades de la IgG aplicada por via venosa no solo se deben a su capacidad de
reconocer y fijar en forma especifica diferentes determinantes antigénicos. Actualmente se
reconocen mdltiples acciones moduladoras de la IGIV sobre la inmunidad inespecifica y la
especifica. Los principales mecanismos de accion establecidos son los siguientes (Figura 15):

. Actividad antigeno especifica: se estima que posee anticuerpos con 10 millones de
especificidades diferentes, los cuales cumplen funciones de opsonizacion, neutralizacion vy
activacion del complemento

. Accion inmunomoduladora, a través de varios mecanismos. Por ejemplo, la inhibicién de
la secrecién de citocinas por macrofagos y linfocitos T como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
GM-CSF, TNFa, IFN-y. Aumenta la produccion de IL-8 y del antagonista del receptor de IL-1 (IL-
1 Ra). Tiene anticuerpos contra IL-1, TNFa. Disminuye la expresion del receptor IL-2. Inhibe la
activacion de los linfocitos T y B, y disminuye la produccién de inmunoglobulinas por los linfocitos
B. Finalmente, inhibe la activacién de los linfocitos T mediada por superantigenos.

. Ejerce interacciones reguladoras idiotipo/anti idiotipo en la red idiotipica.

. Bloguea los receptores para el Fc gamma presentes en macrofagos, linfocitos T y B.
. Ayuda a la solubilizacién de complejos inmunes circulantes y depositados en tejidos.
. Inhibe la sintesis de autoanticuerpos por los linfocitos B autoreactivos.

. Disminuye el consumo de complemento por los autoanticuerpos patogénicos.

El uso de la IVIG como inmunomodulador difiere en la dosis utilizada para prevenir las
infecciones en los inmunodeficientes, pues para lograr los efectos inmunorregulatorios se
requieren usualmente cantidades mayores de IgG/ Kg (entre 1 y 2 g IgG/ Kg). Las indicaciones
de la IVIG son: las inmunodeficiencias primarias, la leucemia linfocitica crénica de células B, la
infeccion pediéatrica por el VIH, la enfermedad de Kawasaki y el trasplante de médula 6sea
reciente en adultos. El Instituto de salud de EEUU (NIH) acepta todas las indicaciones anteriores,
y ademés agrega la polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica. Otras instituciones
agregan otras indicaciones como la purpura pos-transfusional.
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Figura 15. Mecanismos de accién propuestos para la IVIG.

MANEJO DEL PACIENTE POST-TRASPLANTE

Los pacientes trasplantados una vez dados de alta, deben ser monitoreados periédicamente,
evaluandose los valores sanguineos de marcadores de funcionalidad del 6rgano trasplantado.
Una modificacion en los parametros de funcion (por ejemplo, valores séricos elevados de
creatinina en trasplante renal) estaria indicando la presencia de fenémenos de rechazo o
infeccion. La sospecha de rechazo obliga al médico a realizar una biopsia y su confirmacion
debera acompafiarse con un aumento del tratamiento inmunosupresor. Si éste evoluciona
favorablemente con buen funcionamiento del 6érgano, sin manifestacion de signos de rechazo, el
médico ira disminuyendo gradualmente el nivel de inmunosupresion. En cambio, la sospecha de
infecciones deberia acompafiarse en una reduccién del tratamiento inmunosupresor. Es
importante tener en cuenta que muchas veces, los cuadros infecciosos en los pacientes
trasplantados no se acompafian de fiebre, por lo que se dificulta el correcto diagnostico y la
terapéutica apropiada.
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En la actualidad no existe ningln ensayo que permita establecer de manera cierta si un paciente
se encuentra demasiado o poco inmunosuprimido. Es por esto que en la clinica se utiliza el
dosaje sérico de los inmunosupresores como Unico parametro indirecto del nivel de
inmunosupresion. Sin embargo, no siempre estos niveles se correlacionan de manera cierta con
el estado de competencia inmunolégica. Claramente los dos objetivos de las terapias
inmunosupresoras (prevencion del rechazo y evitar las infecciones y los procesos tumorales)
estan en continua oposicién, por ello las dosis de inmunosupresores deben estar equilibradas
para obtener resultados 6ptimos de modo que eviten el rechazo pero que a la vez minimicen el
riesgo de infeccion. En trasplante renal, la existencia de diferentes protocolos inmunosupresores,
en los diferentes centros de salud, nos indica que ninguno de ellos puede ser reconocido como
ideal. Por lo tanto, un objetivo importante en el trasplante de 6rganos y tejidos, es buscar
estrategias que promuevan la "tolerancia", entendiéndose como tolerancia como un estado
fisiolégico de ausencia de respuesta inmune especifica hacia epitopes propios (0 hacia
aloantigenos, en el caso de trasplantes alogénicos). Sin embargo, esta definicion “basica” de
tolerancia, contrasta con la definiciébn clinica (mucho menos ambiciosa) y que define a la
tolerancia como el mantenimiento estable de la funcion del injerto sin inmunosupresion. Es decir,
gue la meta buscada en trasplante, es lograr un estado inmunolégico en el cual el sistema
inmune del huésped pueda ser reprogramado para aceptar un trasplante sin la necesidad de
inmunosupresion a largo plazo. En esta busqueda, los protocolos clinicamente aplicables
pretenden inclinar la balanza a favor de la regulacion, ya sea por la expansién in vivo de las
células T con actividad reguladora o la infusién de células reguladoras expandidas ex vivo. En
trasplante renal, no siempre ha existido una clara asociacién entre Treg (medido por expresion
de Foxp3), y la presencia de tolerancia o la ausencia de rechazo. Actualmente hay ensayos
clinicos que estan tratando de probar la eficacia de la induccién de tolerancia administrando Treg
en pacientes con trasplante renal, y aunque el éxito de los mismos, en humanos, ain no ha sido
probado, existen en la actualidad la denominada “tolerancia parcial o inmunosupresién minima”,
que en inglés la han denominado “prope tolerance”. Esto permite un uso minimo de los farmacos
inmunosupresores, lo que resulta en menos riesgos de infeccién, neoplasia, o efectos adversos
relacionados con el inmunosupresor.

Actualmente, no hay duda que la falta de adherencia al tratamiento inmunosupresor, lleva al
rechazo y a la pérdida del injerto. Sin embargo, en un nimero excepcionalmente bajo de
individuos, en el mundo, se ha observado que mantienen una buena funcién del injerto habiendo
dejado de tomar el tratamiento inmunosupresor. En estos casos, se dice que el paciente
presenta tolerancia operacional y permiten suponer que existe alguna posibilidad a futuro de
lograr la tolerancia del aloinjerto en ausencia de tratamiento inmunosupresor.

El laboratorio en los trasplantes

Resulta fundamental hacer una correcta determinacion en la compatibilidad entre un posible
donante y receptor. Antiguamente, se utilizaban métodos fenotipicos que comprendian los
ensayos seroldgicos de microlinfocitotoxicidad y la tipificacion tisular a través del ensayo
denominado cultivo mixto linfocitario (CML). EI método serolégico consiste en poner en contacto
linfocitos aislados del sujeto a estudiar con un panel de aloanticuerpos o anticuerpos
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monoclonales anti-HLA capaces de reconocer determinadas especificidades antigénicas. Este
método estd basado en el empleo de células viables y consisten en realizar pruebas de
microlinfocitotoxicidad en placas de Terasaki que se basa en una reaccién de fijacion del
complemento y la estimacion del porcentaje de células muertas. ElI ensayo de
microlinfocitotoxicidad tiene ventajas y desventajas, siendo las primeras, la de tratarse de una
técnica facil que no requiere de un equipamiento costoso, que se realiza en aproximadamente 3
h y se obtienen resultados aceptables de bajo nivel de resolucién. Las desventajas son que se
requieren mayores volumenes de sangre, es necesaria la viabilidad de los linfocitos y por Gltimo
que es dificil encontrar antisueros para los individuos que presentan especificidades raras. No
existen sueros contra alelos poco frecuentes, los sueros no son monoespecificos y presentan
reactividad cruzada con otros alelos lo que dificulta la interpretacion. Ademas, no es adecuada
para tipificacion de donantes cadavéricos en trasplante de médula désea y presenta
ambigledades (no se pueden definir determinadas combinaciones de alelos). La técnica
denominada CML, se basa en la realizacion de un cultivo de células mononucleares de sangre
periférica del posible donante irradiadas junto con células mononucleares de sangre periférica
del receptor. Las primeras actian como CPA (estimuladoras), en tanto que las células del
receptor responden proliferando, en caso que el donante y el receptor fueran incompatibles en
las MHC de clase I, o provocando la citotoxicidad, en caso que fueran incompatibles en las MHC
de clase I. La cuantificacion de la proliferacion celular se determina a través de la incorporacion
de timidina tritiada al ADN celular. Sin embargo, existen otros métodos de cuantificacion de
activacion linfocitaria, tales como la medicion de IFNy por parte de las células respondedoras; ya
sea por un ensayo de ELISA en el sobrenadante de cultivo, por RT-PCR o0 por citometria de
flujo). Un tercer método que permite evidenciar la activacién celular es la citometria de flujo para
marcadores de activacion celular tales como CD69. Las incompatibilidades en las moléculas de
CMH de clase |, se manifiestan por la activacion y proliferacion de linfocitos CD8 citotdxicos. En
estos casos, la presencia de esta poblacion celular se pone de manifiesto a través de ensayos de
liberacion de °!Cr de células marcadas susceptibles a la lisis por las células T CD8 citotéxicas.
Actualmente, las técnicas de tipificacion fenotipica ya no se utilizan en la rutina clinica por
presentar serias limitaciones, que para el caso del CML son imposibilidad de evaluar la
presentacion indirecta, la necesidad de un tiempo prolongado de incubacién de
aproximadamente 5 dias, importantes volumenes de sangre y células viables. En base a las
limitaciones técnicas de los métodos fenotipicos, ya no se utilizan y se prefieren los métodos
genotipicos de tipificacién de alelos de HLA que son descriptos en la proxima seccion.

Técnicas moleculares de tipificacion de alelos del HLA.

Las técnicas de tipificaciéon de HLA son estudios mediante el cual se determinan cuales de todas
las variantes conocidas del locus HLA estan presentes en un individuo determinado. Para la
realizacion de estos estudios se requiere la extraccibn de sangre entera, anti-coagulada con
EDTA.

Estas técnicas moleculares, estan basadas en el empleo de ADN de sangre o tejidos y consisten
en ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa denominados PCR (Figura 16). Estas a su
vez pueden ser de diferentes tipos. Asi es que se reconocen los métodos PCR SSP (Primers de
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secuencia especifica), PCR SSOP (Sondas de oligonucleotidos de secuencia especifica), el
LUMINEX y SBT (Tipificacién basada en la secuencia).

El método SSP, son PCR con cebadores especificos de secuencia. Tiene resolucién igual o
mayor que las técnicas seroldgicas pero un costo significativamente mas bajo. Es adecuada para
la tipificaciébn de donantes cadavéricos para el caso de trasplantes de érganos sélidos, pero no
para la tipificacion de donantes de médula d6sea no relacionados. También presenta
ambigledades.

El método SSOP, son PCR con cebadores especificos de locus e hibridacién con sondas
especificas de alelos marcadas. Es una técnica basada en una primera PCR para amplificar
cada loci del HLA y luego una hibridacion con sondas marcadas especificas para cada alelo.
Posee alta resolucion, es posible detectar homocigosis y es adecuada para la tipificacion de
donantes cadavéricos. La interpretacion es compleja debido a la reactividad cruzada entre
sondas y a que la deteccién de determinadas combinaciones de alelos produce patrones
similares.

Por ultimo, el método SBT o secuenciaciéon directa es una técnica de maxima resolucion, ideal
para la deteccibn de homocigosis y para la tipificacion de donantes cadavéricos. La
interpretacion es automatizada, pero es una téchica muy costosa que requiere de un
secuenciador automatico de ADN.
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Figura 16. Técnicas moleculares de tipificacion de HLA. La PCR consiste en la multiplicacion de
una pequefia cantidad de ADN utilizando una ADN-polimerasa, que en ciclos repetidos de
desnaturalizacion (separacion de las dos hebras del ADN)y sintesis de la cadena
complementaria llega a formar millones de copias iguales. Tras este proceso la utilizacion de
sondas de oligonucledtidos especificos de diferentes alelos del sistema HLA permite detectar las
especificidades alélicas presentes en el ADN estudiado.
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Técnicas de tipificacion y deteccion de anticuerpos donantes especificos.

Un individuo puede o no presentar anticuerpos anti-HLA donante especificos (DSA, donor
specific antibodies) al momento del trasplante. En caso de presentar DSA positivo, se lo
considera un individuo sensibilizado. La sensibilizacién pudo haber ocurrido por embarazos,
transfusiones, trasplantes previos y/o infecciones cruzadas. En estos casos se contraindica el
trasplante ya que la presencia de DSA en el receptor de un trasplante puede inducir el rechazo
hiperagudo del injerto. Otra posibilidad es que el individuo a trasplantar no presente DSA. En
estos casos se dice que el paciente es DSA negativo previo al trasplante. En caso que exista
incompatibilidad entre alelos de HLA entre donante y receptor, se puede inducir la produccién de
DSA de novo, transformando al individuo DSA negativo en DSA positivo. La relevancia clinica de
este fenbmeno es muy importante, ya que los individuos con DSA de novo tienen una
significativa reduccion en la sobrevida del injerto. Por todo esto, es muy importante poder
detectar DSA. Los pacientes en lista de espera de trasplante renal deben ser estudiados de
manera periddica para detectar la presencia de los mismos. La determinacion de las
especificidades de HLA, nos permiten seleccionar aquellos individuos que no presentan
reactividad contra los antigenos HLA del donante y, para el monitoreo postrasplante con el objeto
de detectar anticuerpos de novo, identificando asi, a los pacientes con mayor riesgo
inmunoldgico. Para evaluar la presencia de anticuerpos anti-HLA preformados, presentes en el
suero del receptor, se realiza la prueba de reactividad cruzada o cross match, que consiste en la
incubacién del suero del paciente con células o particulas que expresen determinados HLA. La
presencia de interacciones entre anticuerpos presentes en el suero de un paciente en lista de
espera 0 paciente trasplantado con las células o particulas que expresen determinado HLA,
genera una reaccion positiva, la cual podra ponerse en evidencia por diferentes métodos (Figura
17). Estos ensayo se denominan “cross match” y tienen por objetivo determinar la presencia de
anticuerpos especificos contra alelos de HLA en el suero de los pacientes. El cross match puede
ser final contra panel (PRA, panel reactive antibody) o contra donante (ver abajo).
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Figura 17. Principio de los ensayos de determinacién de anticuerpos en el suero de los
pacientes en lista de espera.

Cross match contra panel (PRA)

En el PRA se detecta el porcentaje de reactividad del suero del paciente frente a un panel de
células o antigenos y una medida del grado de sensibilizacion. De esta manera, se identifica la
reactividad del suero del paciente que esta en lista de espera para ser trasplantado (contra los
antigenos del HLA mas frecuentes en la poblacion). Basado en este ensayo se clasifican los
receptores con un indice PRA. Cuanto mas elevado es el PRA, mas amplia es la gama de
antigenos del HLA reconocida y mas dificil le serd a ese paciente conseguir un donante
compatible para el trasplante. Del resultado de esta prueba, los pacientes con un PRA < al 20 %
son clasificados como pacientes de bajo riesgo, los que tienen un PRA > 30 % son de elevado
riesgo en tanto que los pacientes con PRA > 70 % se los considera pacientes
hipersensibilizados. Por ejemplo, un PRA del 20 % para un paciente en lista de espera para un
trasplante, significa que el individuo podria resultar crossmatch positivo con 20 % de los posibles
donantes en una poblacién dada. Por otro lado, un paciente con un PRA > 90 % tiene una muy

44



baja probabilidad de ser trasplantado. En estos casos, a estos pacientes se les puede ofrecer
tratamientos de desensibilizacion previo a la realizacién de un trasplante.

El cross match contra panel se puede realizar pre y pos-trasplante utilizando las técnicas de CDC
(citotoxicidad dependiente de complemento, ELISA, citometria de flujo y Luminex). La técnica de
CDC se realiza por ensayos celulares, que tienen como base la fijacion de complemento por
complejos inmunes antigenos-anticuerpos, visualizdndose la reaccién con la utilizacion de un
colorante (Figura 18).
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Figura 18. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

La fuente de antigenos es una suspension de linfocitos y la fuente de anticuerpos es el suero del
paciente. Esta técnica nos permite detectar la presencia de anticuerpos citotoxicos (fijadores de
complemento: IgG e IgM) contra antigenos HLA sobre la superficie de los linfocitos. El suero
puede ser tratado con DTT con el objeto de eliminar IgM y discriminar las interacciones entre IgG
de las IgM. La reaccién se cuantifica segun el porcentaje de lisis celular. Esta técnica presenta
limitaciones ya que se requieren linfocitos viables, sé6lo detecta anticuerpos anti HLA fijadores de
complemento y de alto titulo, no permite diferenciar anticuerpos relevantes de los no relevantes
para el trasplante, requiere un panel amplio de células (entre 30-50) que cubra todas las
especificidades y es operador dependiente. Las ventajas son que no requiere un equipo
sofisticado y es mas econémico.

A diferencia del cross match contra panel por CDC, en el cross match contra panel por ELISA los
antigenos HLA purificados estan adheridos a un soporte solido y la visualizacion de la union Ag-
Ac se realiza mediante un segundo anticuerpo marcado con una enzima y el agregado de un
sustrato generando una reaccion colorimétrica. Las ventajas son que los antigenos unidos a las
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pocillos de las placas cubren todas las especificidades, no se necesitan de células viables, so6lo
detectan IgG, detectan Ac contra clase | y I, detecta Ac HLA especificos y anticuerpos HLA que
no unen complemento, es de mayor sensibilidad porque detecta anticuerpos de bajo titulo, es
operador independiente y es posible realizar el cross match después del tratamiento
inmunosupresor con Timoglobulina y anti CD20. Las limitaciones son que requiere un lector de
placas de ELISA y es mas costoso.

La técnica por citometria de flujo (FlowPRA) es una metodologia en fase sélida que utiliza
antigenos HLA purificados adheridos a microesferas. Tiene mayor sensibilidad que las pruebas
anteriores.

La técnica de Luminex (Figura 19) se basa en los principios del citémetro de flujo pudiendo medir
de manera simultanea hasta 100 analitos. En este caso se utilizan esferas marcadas con un
fluorocromos que tienen adheridos antigenos de HLA de clase | y Il. La ventaja de esta técnica
sobre las otras es que permite realizar un nimero mayor de determinaciones en un corto periodo
de tiempo, en una Unica suspensién y en un mismo ensayo. La desventaja es que detecta tanto
los anticuerpos fijadores como los no fijadores de complemento, siendo estos Ultimos no
relevantes al momento de predecir el dafio.

Luminex-lgG

SERUM

™
‘311'-* Autologous C1q —< Non-CFAD
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Figura 19. Técnica de Luminex para la deteccion de anticuerpos donante especificos. CFADb,
anticuerpo fijador de complemento; Non-CFA Ab, anticuerpo no fijador de complemento; Anti-
higG, anticuerpo anti IgG humana.

Cross match contra donante

El cross match contra donante también se puede realizar por CDC o citometria de flujo. El cross
match contra donante por CDC se realiza una vez seleccionados el receptor y el donante por su
grado de compatibilidad HLA y otros pardmetros clinicos. Esta prueba consiste en la incubacién
del suero del receptor con linfocitos del donante en presencia de complemento. Si existe lisis
celular, se interpreta como que el receptor esta sensibilizado hacia el donante con un riesgo muy
elevado de presentar un rechazo hiperagudo en caso de llevarse a cabo el trasplante. Los
componentes que se utilizan para llevar adelante esta reaccion son: i) linfocitos T y B del donante
(que se obtiene de sangre periférica si es un donante vivo o del bazo o ganglio linfatico si se trata
de un donante cadavérico); ii) diluciones seriadas del suero del receptor; iii) tratamiento del suero
con DTT (para eliminar IgM); iv) antiglobulina antihumana para aumentar la sensibilidad de la
prueba al unirse a los posibles anticuerpos séricos adheridos a los antigenos de HLA en la
superficie de las perlas; v) complemento de conejo; vi) sueros controles positivos y negativos; vii)
colorantes que permitan identificar viabilidad celular como naranja de acridina y bromuro de
etidio. Normalmente la prueba se realiza con el suero actual y con los sueros histdricos. La
prueba se considera positiva cuando se observa una lisis mayor al 20 %. Un cross match positivo
frente a linfocitos T por aloanticuerpos contraindica el trasplante, no asi contra linfocitos B,
siempre y cuando se demuestren autoanticuerpos no HLA.

El cross match contra donante por citometria de flujo es similar al anterior pero utiliza los
principios de la citometria de flujo. La diferencia con la técnica de CDC es que detecta bajas
cantidades de anticuerpos preformados fijadores 0 no de complemento, por lo tanto es cien
veces mas sensible que el CDC, y permite identificar anticuerpos IgG de IgM.

En definitiva, siendo tan importante la detecciéon de anticuerpos anti-HLA y habiendo distintas
técnicas con diferentes sensibilidades, la decision sobre la realizacion del trasplante queda a
cargo del médico en base a un algoritmo que se muestra en la siguiente tabla 11.

Tabla 11. Determinacion del riesgo de rechazo inmunoldgico por anticuerpos segun el resultado
del cross match previo al trasplante.

Determinacion del riesgo de rechazo mediado por anticuerpos

Resultado Prueba de Conducta Consideraciéon médica
del Cross | cross match Médica
match con: utilizada
Contraindicado | Alto Riesgo | Riesgo Bajo riesgo
Intermedio
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Suero Citotoxicidad
Actual
Positivo por:
Citometria
de flujo
Suero Citotoxicidad
histérico
positivo por:
Citometria
de flujo
Suero Citotoxicidad
Actual e
histoérico
negativo Citometria
por: de flujo

De esta manera se puede apreciar, que no siempre un cross match positivo contraindica la
realizacion del trasplante. En base al riesgo inmunoldgico y cuestiones clinicas, el médico
evaluard las posibilidades de éxito del trasplante, las que comunicara al paciente, quien en Ultima
instancia tendra que decidir en aceptar o no el trasplante.
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