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ABREVIATURAS

Ac: anticuerpo/s.

ACV: accidente cerebrovascular.

ADCC: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.
ADN: dcido desoxirribonucleico.

AMR: rechazo mediado por anticuerpos.

APC: células presentadoras de antigenos.

ATG: timoglobulina.

ATR1: receptor tipo 1 de la angiotensina Il.

C: complemento.

CDC.: citotoxidad dependiente de complemento.
D: donante.

DSA: anticuerpos especificos frente al donante.
ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima.
ENDAT: genes de activacion y dano endotelial.
ERAP: endoplasmic reficulum aminopeptidase.

FA: frecuencia alélica.

FC: factor de correccion.
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Fc: fragmento cristalizable.
GSTT1: enzima glutation S-frasferasa T1.
H: Cadena pesada de inmunoglobulinas.

HLA: Moléculas del sistema principal de histocompatibilidad
humano.

Hsp70: proteina de choque térmico 70.
IFN-y: interferon y.

Ig: inmunoglobulinas.

IMGT: International ImMunoGenetTics project.
K: indice Kappa.

LD: desequilibrio de ligamiento.

M: metionina.

MAC: complejo de ataque a la membrana.
MAF: Frecuencia del alelo minoritario.

MFI: intensidad media de fluorescencia.
MHC: complejo principal de histocompatibilidad.

MICA: human major histocompatibility complex class | chain-
related gene A.

min: minuto.

MMF: mofetil micofenolato.



n: tamano muestral.

NDSA: anticuerpos no especificos frente al donante.
NK: natural killer.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PE: ficoeritrina.

Pr: prednisona.

PRA: panel de reactividad de anticuerpos. Porcentaje de
donantes de una poblacién frente a los que se predice que
el paciente tendria una prueba cruzada positiva segun su
patréon de anticuerpos anti-HLA.

R: receptor.

RIC: rango intercuartilico.

RT: temperatura ambiente.

s: segundo.

SA: ensayo de antigeno simple.

SD: desviacion tipica.

SNPs: polimorfismos de cambio de nucledtido.

SSOP: sondas de oligonucledtidos especificas de secuencia.
SSP: primers especificos de secuencia.

Tac: tacrolimus.

TCMR: rechazo mediado por células T.
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V: valina.
VHC: virus de |la hepatitis C.
XM: prueba cruzada.

XMv: prueba cruzada virtual.









Relevancia clinica de los anticuerpos en el
trasplante renal
Infroduccion

INTRODUCCION

El problema inmunolégico mds importante en el trasplante
es el rechazo, una respuesta que implica el reconocimiento
de antigenos presentes en los tejidos del donante por
linfocitos 'y anticuerpos (Ac) del receptor, con el
consecuente dano al injerto. Enfre las causas que
contribuyen a que se desencadene la respuesta inmune
que puede conducir al rechazo se encuentran factores
presentes tanto en el donante como en el receptor. Asi, el
factor mds importante a considerar en el donante es la
expresion de antfigenos del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, HLA en humanos) en los tejidos y
la presencia de células presentadoras de antigenos en el
injerto; mientras que el principal factor a tener en cuenta en
el receptor es la sensibilizacion previa frente a antigenos
ABO y HLA expresados en el injerto.

El rechazo de drganos sdlidos se ha clasificado
tradicionalmente segun sus caracteristicas histopatoldgicas

7
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o el tiempo transcurrido desde el frasplante, mds que por los
mecanismos inmunitarios efectores; asi, se distinguen
rechazo hiperagudo, agudo y crénico.

Rechazo hiperagudo: Se produce a los pocos minutos o
primeras horas después del trasplante. Se debe a la
existencia de Ac preformados frente a los antigenos del
sistema ABO (Pikul FJ y col. 1987) o HLA especificos del
donante que activan el sistema del complemento (C) vy
desencadenan una trombosis intravascular rdpida con
necrosis de la pared vascular. Este fipo de rechazo es, hoy
dia, muy poco frecuente.

Rechazo agudo: Suele iniciarse después de la primera
semana del frasplante. Puede tener dos causas disfintas,
dependiendo de que la respuesta inmunoldgica se
produzca a través de los linfocitos T (rechazo celular, TCMR)
o de Ac producidos por linfocitos B (rechazo mediado por
Ac, AMR).

Rechazo crénico: Puede darse en cualguier momento de la
evolucion del trasplante. Actualmente es la principal causa
de pérdida del aloinjerto. La etiopatogenia no ha sido
aclarada totalmente, se piensa que estadn implicados
mecanismos no  inmunoldégicos como dano  por
isquemia/reperfusion, hipertension, hiperlipidemia, edad del
donante, etc., junto con mecanismos inmunoldgicos que
pueden ser de tipo humoral o celular.

Con el fin de desarrollar un esquema para la
estandarizaciéon internacional de la nomenclatura vy criterios
de diagndstico histoldgico de rechazo del aloinjerto renal,
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surgen en 1991 los denominados criterios de Banff. A lo largo
de los anos, estos criterios se han ido modificando,
apareciendo enfidades previomente no contempladas y
desapareciendo otras. La Ultima actualizacion se realizd en
2013 (Haas M y col. 2014). En la tabla 1 se describen estos
criterios.

Tabla 1: Criterios de Banff para diagnéstico de rechazo en trasplante
renal (actualizacién 2013).

1. Normal
2. Cambios mediados por Ac

AMR agudo/activo, los 3 rasgos deben estar presentes al diagnéstico

a. Evidencia histolégica de dano tisular agudo, incluyendo uno o mds de los
siguientes:

Inflamacién microvascular

Arteritis intfimal o transmural

Microangiopatia frombdética aguda, en ausencia de otras causas

Dano tubular agudo en ausencia de otfras causas aparentes

b. Evidencia de interaccién de Ac con el endotelio vascular, incluyendo al menos
uno de lgs siguientes:
e Tincidn C4d en capilares peritubulares
¢ Almenos moderada inflamacién microvascular
e Aumento de la transcripcién de genes de activacion y dafo endotelial
(ENDATs) u ofros marcadores génicos validados de expresion de dano
endotelial en tejido de biopsia

c. Evidencia serolégica de Ac donante especificos (HLA u otros antigenos)

AMR crénico/activo, los 3 rasgos deben estar presentes al diagnéstico

a. Evidencia histolégica de dado fisular crénico, incluyendo uno o mds de los
siguientes:

e Glomerulopatia del trasplante, duplicacion de la membrana basal
glomerular (ME) o dobles confornos en las paredes de los capilares
glomerulares (MO). Si no hay evidencias de microangiopatia trombdtica
crénica

e Severa multilaminacion de las membranas basales de capilares
peritubulares (ME)

e  Fibrosis arterial infimal de nuevo inicio excluyendo otras causas
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b. Evidencia de interaccidén de Ac con el endotelio vascular, incluyendo al menos
uno de las siguientes:

e Tincién C4d en capilares peritubulares

e  Moderada inflamacion microvascular

e Aumento de la transcripcidn de ENDATs u otros marcadores génicos
validados de expresion de dafo endotelial en tejido de biopsia

c. Evidencia seroldégica de Ac donante especificos (HLA u otros antigenos)

3. Cambios borderline: “sospechosos” de rechazo agudo mediado por células T

e No hay arteritis intimal pero hay focos de tubulitis con minima inflamacién
intersticial, o hay inflamacién intersticial leve

4. Rechazo mediado por células T

Rechazo agudo mediado por células T

Tipo/grado:
e |A. Inflamacién intersticial >25% y focos de tubulitis moderada
¢ IB. Inflamacidn intersticial >25% y focos de tubulitis severa
e A, Arteritis intimal leve a moderada
e |IB. Arteritis intimal severa, obstruyendo mds del 25% de su luz
e lIl. Arteritis transmural o necrosis fibrinoide de la pared arterial acompanada

de inflamacién linfocitica

Rechazo crénico activo mediado por células T

e Arteriopatia crénica del injerto (fibrosis intimal arterial con infilfracion de
células mononucleares en la fibrosis, formacién de neointima)

5. Fibrosis intersticial y atrofia tubular, sin evidencia de etiologia especifica

Puede incluir esclerosis vascular o glomerular inespecificas, pero la severidad se
gradua de acuerdo con las lesiones crénicas tubulointersticiales. Grado:

e  Fibrosis intersticial y atrofia tubular leve (<25% del drea cortical)
e  Fibrosis intersticial y atrofia tubular moderada (26-50% del drea cortical)
e Fibrosis intersticial y atrofia tubular severos (>50% del drea cortical)

6. Ofros
e Cambios que no se consideran debidos a rechazo agudo y/o crénico.

Puede incluir glomerulitis, glomerulopatia crénica del injerto o
engrosamiento fibroso intimal arterial aislado

ME: microscopio electrénico; MO: microscopio éptico.
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Una vez que se describieron las causas del rechazo
hiperagudo y se establecio la manera de evitarlo (ver mas
adelante), el principal reto a superar en la medicina del
trasplante pasd a ser el rechazo celular agudo. Desde los
primeros anos del trasplante, este fipo de rechazo era
extremadamente comun vy, debido a su complicado
tratamiento, era la principal causa de pérdida del injerto
(Starzl TE y col. 1980, Ferguson R 1994). En la década de los
80, el desarrollo de potentes agentes inmunosupresores
disminuyd las tasas de rechazo agudo situdndolos en niveles
inferiores al 10% en el primer ano. Actualmente, el rechazo
celular raramente es causa de pérdida del injerto
(Tantravahi JR y col. 2007). Por ello, la investigacion se ha
dirigido al estudio del rechazo mediado por Ac.

Existen gran cantidad de evidencias que sustentan
que los Ac pueden ser causa directa de pérdida del injerto
(Terasaki Pl 2003). Asi, como hemos comentado
anteriormente, si un rindn es trasplantado a un paciente con
alta tasa de Ac preformados frente a moléculas presentes
en ese rindn, el érgano es inmediatamente rechazado
(rechazo hiperagudo) y este hecho determinaba que en los
inicios del trasplante, la tasa de rechazo aumentara con los
sucesivos retrasplantes. Sin embargo, gracias al uso de
métodos que permiten detectar la presencia de Ac
dirigidos frente a moléculas HLA del donante (HLA-DSA) en
el suero del receptor, es decir, a la realizacion de pruebas
cruzadas previas al trasplante, la tasa de supervivencia del
injerto de un individuo frasplantado por primera vez o
retrasplantado, ha pasado a ser prdcticamente idéntica
(Patel R y col. 1969). Esta mejora se ha producido incluso, a
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pesar de que la técnica tradicionalmente utilizada hasta
fechas recientes, la citotoxidad dependiente de C (CDC),
no es un método muy sensible. La relevancia clinica de esta
esta técnica es incuestionable, ya que, la presencia de HLA-
DSA detectados mediante CDC en sueros pre-trasplante es
predictivo de rechazo hiperagudo y disminuye la tasa de
supervivencia del injerto (Terasaki Pl'y col. 1971).

El desarrollo de la tecnologia y el mejor conocimiento
de la biologia aloinmune, han permitido incrementar la
sensibilidad de las técnicas de deteccion de Ac. Ademas, la
determinacion de especificidades con ensayos muy
especificos y sensibles permite, disponiendo del tipaje HLA
del donante, la realizacién de una prueba cruzada virtual
(HLA-XMvV), que se considera positiva si los Ac detectados
son HLA-DSA y negativa en caso de que no se detecten Ac
o éstos no sean HLA-DSA. En este senfido, uno de los
problemas que mds debate ha generado recientemente es
el impacto clinico de los Ac detectados con estos métodos
mucho mds sensibles, especialmente cuando se detectan
en tasas bajas. Numerosas publicaciones concluyen que los
Ac anti-HLA detectados con estos métodos son
clinicamente relevantes y que, no se deben trasplantar
pacientes con una HLA-XMv positiva siempre que pueda
evitarse (Gibney EM y col. 2006, Patel AM y col. 2007,
Bielmann D y col. 2007, Eng HS y col. 2008, Amico Py col.
2009, Rietmdller S y col. 2010, Lefaucheur C y col. 2010,
Amico Py col. 2011).
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MECANISMOS DE DANO MEDIADO POR Ac

Pese a todo lo expuesto anteriormente, hay ciertas
cuestiones que siguen sin resolverse. La evolucion clinica de
los pacientes con HLA-DSA determinados con métodos mas
sensibles es diversa, algunos pacientes presentan claros
signos clinicos y anatomopatolégicos de AMR con deterioro
de la funcién renal y otros mantienen buena funcién renal
sin signos de rechazo a medio y largo plazo.

Enfre los factores que determinan esta diversidad en
la evolucién, podrian enconfrarse los problemas de
relacionados con la deteccidon de las dianas relevantes
clinicamente y los distintos mecanismos de dano mediado
por Ac determinados por diferencias en las funciones
efectoras de los isofipos de inmunoglobulinas (Ig). En
relacion con la primera cuestion, Ac frente a moléculas no
HLA también pueden influir en la evolucion del trasplante.
Pero lo cierto es que, aunque la determinacion Ac DSA
frente a moléculas HLA o no-HLA, se incluyen entre los
criterios diagnodsticos de AMR de Banff (ver tabla 1), el resto
de las dianas moleculares no estdn bien definidas. En
cuanfo a la segunda cuestion, recordar que existen 5
isofipos de Ig: IgM, IgG, IgA, IgE e IgD con diferencias
estructurales y funcionales que estdn relacionadas con su
cadena pesada (H) (figura 1). Asi, sélo la IgM y dos de los
subtipos de IgG, IgG1 e IgG3, son capaces de activar el C,
mientras que, la IgG, IgA e IgE son capaces de activar
células efectoras con receptores Fc para la correspondiente
cadena H.
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Figura 1: Isotipos de Ig. (Rojas R y col. 2002). Existen 5 tipos distintos de Ig
denominadas IgA, IgD, IgE, IgG e IgM que pueden aparecer de forma
soluble y como parte del receptor de los linfocitos B. Cada Ig consta de
dos cadenas H y dos cadenas ligeras y forman mondmeros (IgD, IgE e
IgG), dimeros como la IgA o pentdmeros como la IgM.

Desde la descripcion de Ehrlich a finales de 1890 y la
posterior caracterizacion por Bordef, se ha atribuido un
importante papel a la cascada del C en la respuesta
inmunitaria. La capacidad de la cadena H de los Ac para
unir la fraccion C1qg es el primer paso para la activacion de
la via clasica del C y determina el potencial citotoxico de
los Ac. En la figura 2, se muestra un resumen de la via
clasica de activacion del C. Hay que senalar que C4b, y en
especial su producto de inactivacidon posterior, C4d,
permanece en la superficie de las células endoteliales y
puede ser detectado inmunohistoquimicamente, por lo que



Introduccidn | 15

se utiliza como un marcador de AMR. La activacion del C
tiene un gran potencial patolégico por lo que estd sometida
a una estrecha regulacion.

Classical Lectin Alternative
C3 tick-over
Microbial +
surface @

C3 convertase c3 convertas/e\@

L )

Figura 2: Vias de activacién del C incluyendo moléculas reguladoras
(Noris My col. 2012). La unién de la porcidon Fc a Cl1q activa Clr que
actUa como una serin-proteasa activando a su vez a Cls que una vez
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activa, hidroliza C4 generando dos fragmentos, uno pequeno, C4a, que
difunde al plasma y otro grande, C4b, capaz de fijarse a la membrana
de la célula diana. De igual modo, Cls activa tiene capacidad de
escindir la molécula C2 en un fragmento pequeno que difunde al
plasma, C2b, y un fragmento mds grande que queda unido a C4b, C2a.
El complejo C4bC2a activo es conocido como “convertasa de C3”, ya
que, catadliza la ruptura enzimdtica de C3, dando lugar a C3a
(fragmento pequeno soluble) y C3b que se une a C4bC2a activo
formando el complejo “convertasa de C5" que escindird la molécula
C5, siendo el fragmento C5b clave para la formacion del “complejo de
ataque a la membrana” (MAC) en el que participan las subunidades
Cé, C7, C8 y C9. El inicio de la formacién del MAC es la etapa
convergente de las tres vias de activacion del C (cldsica, alternativa y
de las lectinas).

Abreviaturas: CFH, factor H; CFI, factor |; DAF, factor acelerador del
decaimiento; MAC, complejo de ataque a la membrana; MASP, serin
proteasa asociada a manosa; MBL, lectina de unién a manosa; MCP,
proteina cofactor de membrana; TAFlg, inhibidor de la fibrindlisis
activable por trombina; THBD, frombomodulina.

En relacion con el frasplante, la activacion del C
puede causar dano al injerto por tres mecanismos
diferentes: a) dano directo del endotelio provocado por el
MAC (Lautenschlager | y col. 1999); b) reclutamiento de
células inflamatorias por los fragmentos solubles del C (C3a,
C4a y C5a) con capacidad quimiotdctica (Bos IG y col.
2002) y c) reconocimiento de fragmentos del C depositados
en el endotelio a través de receptores de fagocitos (Deitch
EA y col. 1993).

Sin embargo, también es posible que tras la unidn de
los Ac al antigeno, el dano endotelial sea producido por un
mecanismo independiente de C como es la citotoxicidad
celular dependiente de Ac (ADCC) (Stiller CR y col. 1976).
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Por tanto, los Ac no fijadores de C también podrian estar
involucrados en la evolucion del trasplante. De hecho,
aunque algunos estudios sugieren que soélo los DSA con
isotipos capaces de unir Clqg tienen un papel relevante en
la patogénesis del AMR (Lachmann N y col. 2013) y en la
supervivencia del injerto (Loupy A y col. 2013), este punto no
ha sido totalmente aclarado, especialmente en el AMR
cronico (Stegall MD y col. 2012). La figura 3 muestra
ejemplos de los posibles mecanismos de dano cronico
mediado por Ac dependiente o independientemente de su
capacidad de fijacion de C.
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a Two-step process of DSA and complement activation leading to an inflammatory response
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Figura 3: Posibles mecanismos de daio crénico mediado por Ac.
(Stegall MD y col. 2012). La figura muestra ejemplos de los posibles
mecanismos de dano crénico mediado por Ac en pacientes
trasplantados renales en los que estdn implicados factores
dependientes e independientes de la activacién del C: a) Depdsito de
Ac frente a antigenos del donante y activacion del C con generacién
de C3a y C5a gue provoca infiltracién con células inflamatorias. b) El
AMR crénico podria ser inicialmente independiente del C o resultado de
una activacion intermitente debido a niveles bajos de DSA no
detectables por técnicas actuales. c) Los Ac frente a moléculas del
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donante pueden causar dano directo a las células endoteliales
mediante activacion de la cascada del C y formacion del MAC.

SISTEMA HLA

Como se ha dicho anteriormente, los Ac mds relevantes en
la evolucion del trasplante son los dirigidos frente a las
moléculas del sistema HLA. Las moléculas del MHC humano
(sistemma HLA) juegan un papel clave en el sistema de
defensa del organismo, ya que se encargan de presentar
los antigenos a los linfocitos T. Este sistema se descubrid
precisamente por su importancia en el rechazo de érganos.

FAMILIA DE GENES Y ESTRUCTURA

Los genes de este sistema se encuentran en una
region localizada en el brazo corto del cromosoma 6 que
abarca unas 4Mb (figura 4a). Las moléculas HLA se dividen
en dos grandes grupos, clase | y clase Il que se diferencian
en su estructura, distribucion celular y funcidén. Segin su
estructura, las moléculas de clase | constan de una sola
cadena o, que se asocia con una cadena de P2
microglobulina, mientras que las moléculas de clase Il estan
formadas por dos cadenas polipeptidicas, a y B (figura 4b).
En cuanto a su distribucion celular, las moléculas de clase |
se expresan de manera constitutiva en la mayoria de las
células del organismo, mientras que las de clase Il sélo lo
hacen en células presentadoras de antigenos. Por Ultimo,
respecto a su funcion, las moléculas de clase | presentan
péptidos a las células T CD8 y algunas de ellas contfrolan la
actividad NK a fravés de la union a determinados
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receptores de estas células, los denominados KIR, mientras
que, las moléculas de clase Il presentan péptidos a los
linfocitos T CD4. Existen diferentes tipos de moléculas HLA
cldsicas, entendiendo por tales las que son capaces de
presentar péptidos a las células T a/B, son las moléculas A, B
y C (clase 1); y DR, DQ y DP (clase ll). Ademdas, existen las
denominadas moléculas HLA no cldsicas (como HLA-E, HLA-
F, HLA-G, MICA, MICB, etc.) semejantes a las cldsicas en
cuanto a estructura pero desempenan funciones diferentes,
asi, algunas regulan la actividad de las células NK y otras la
de los linfocitos T y/a.

A. DP cQ DR Complement
r 1 T 1 r 1 f 1 INFLT B C A

B ap a P« L L

L ] ] L | | J

Class Il molecules Class lll molecules Cytokine Class | molecules
genes
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Figura 4: Genes y moléculas HLA. (Bjorkman P 2005).a) Localizaciéon de
genes HLA. b) Estructura de las moléculas HLA de clase | y clase Il. Las
moléculas HLA de clase Il tienen 2 cadenas polipeptidicas (o y p) con 2
dominios extracelulares cada una de ellas (al, o2, Bl vy B2). La
hendidura de unidn al péptido la forman los dominios a1 y B1 que son los
mds polimorficos. Las moléculas HLA de clase | tienen una sola cadena
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polimérfica que consta de 3 dominios extracelulares, al, a2, y a3. Los
dominios a1 y a2 son los mds polimdrficos y forman el bolsillo de unién al
péptido. Otfras moléculas no cldsicas como las MIC tienen estructura
similar a la de las moléculas de HLA de clase | pero a diferencia de éstas
no se asocian a B2 microglobulina.

El sistema HLA se caracteriza por ser poligénico, por la
expresion codominante de sus proteinas y por ser el mds
polimdrfico del genoma, de algunos loci se han identificado
mdas de 250 alelos diferentes en la poblacion humana. El
gran polimorfismo del sistema condiciona que sea muy
complicado encontrar dos personas no emparentadas HLA
idénticas. Este elevado grado de polimorfismo determina
que, cuando un individuo se pone en contacto con células
o tejidos de ofra persona (embarazos, transfusiones o
trasplantes), puede producir Ac frente a las moléculas HLA
extranas. Estas situaciones son bastante frecuentes en
pacientes candidatos a frasplante, sobre todo renal que,
por su patologia, necesitan a menudo transfundirse y que
pueden sufrir varios retrasplantes a lo largo de su vida.

TECNICAS DE DETECCION DE Ac ANTI-HLA

Las técnicas de deteccion de Ac anti-HLA han ido
evolucionando a lo largo de los anos, desde técnicas
menos sensibles y especificas pero con relevancia clinica
bien establecida, a técnicas mds sensibles y especificas
pero cuya relevancia clinica es mas cuestionable. En
general, estas técnicas se pueden agrupar en: métodos
celulares, que serian aquellos en los que se utilizan células
vivas y métodos no celulares, que serian aquellos en los que
se utilizan moléculas HLA como diana.
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METODOS CELULARES

Existen diferentes métodos de determinacion de Ac
anti-HLA en los que se utilizan como dianas células vivas. A
contfinuacion se resumen los dos que mads se han utilizado
en los laboratorios asistenciales.

Técnica de microlinfocitotoxidad

La técnica de CDC consiste bdsicamente en una
reaccion antigeno-Ac con fijacién de C vy visualizacion con
un colorante. Esta técnica se ha utilizado como método de
escrutinio de la presencia de Ac antfi-HLA en pacientes en
lista de espera, para asignacion de especificidades y para
la realizacion de XM (XM-CDC) pre-trasplante. La reacciéon
se cuantifica segun el porcentaje de células muertas, por lo
que la viabilidad celular en la muestra de partida es
fundamental (figura 5). Las células diana son generalmente
células mononucleares de sangre periférica, o linfocitos T
y/o B separados. La célula diana es esencial para la
interpretaciéon de resultados, ya que, los linfocitos T expresan
solo clase | de manera constitutiva mientras que los linfocitos
B expresan tanto clase | como clase ll. Un XM-CDC positivo
con células T es confraindicacion absoluta para el
trasplante; algunos autores defienden que un XM-CDC
positiva con células B a titulos altos también debe ser una
contraindicacién para el tfrasplante, al menos en algunos
casos (Scornit JC y col. 1992) mientras que, ofros han
cuestionado la relevancia de un XM positivo con células B
(Karpinski My col. 2001, Le Bas-Bernardet S y col. 2003).



Introduccidn | 23

— ——— Reaccion positiva — —

Célula danada
Célula Anti- Reaccion del Complemento y penetracion
B27 positiva HLA B27  anticuerpo fijado de colorante

£
Se afaden células a un ) <‘>
panel de antisueros 7\\ @
&y 2

Células

mononucleares|
En microplaca
. de pozos

e

-\

eosina

000000000
0000000000
0000000000
200000000
VeO00006
V00000000

I
’ Linfocito Antisuero Reacciéon Complemento Tincion de
|
|

Célula Anti- El anticuerpo  No se fija La célula
B27 positiva HLA-B8 no reacciona complemento permanece
viable y sin

tef
— Reaccién negativa ——— Dl

Figura 5: Fundamento de la técnica de CDC. En primer lugar, se incuban
en una microplaca varios sueros de pacientes en lista de espera junto
con células mononucleares extraidas del donante. Si existen en el suero
Ac dirigidos frente a moléculas presentes en la superficie de las células
del donante (en este caso Ac confra HLA-B*27), éstos se unirdn a su
antigeno y posteriormente al afadir C la célula se lisard y permitird la
penetracion del colorante (reaccidn positiva). Por el contrario, si no hay
Ac en el suero del paciente contra moléculas del donante, no se
producird reaccién antigeno-Ac, ni lisis celular (reaccidén negativa).

Esta prueba continda siendo la técnica gold estandar
en el trasplante renal, ya que es la que predice y evita el
rechazo hiperagudo, pero fiene, sin embargo, algunas
limitaciones. Posee una especificidad relativamente baja,
ya que, la diana de los Ac es en realidad desconocida,
cualquier molécula de la superficie de las células podria ser
reconocida por los Ac. Por tanto, esta técnica no discrimina
entre Ac anti-HLA y no anti-HLA, pudiendo desaconsejarse
el tfrasplante por la presencia, en el suero del paciente, de
Ac completamente irrelevantes en la evolucion, como es el
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caso de algunos auto-Ac. Por otra parte, la sensibilidad de
la técnica es también relativamente baja, por o que, en
ocasiones, no se detectaria la presencia de Ac relevantes
por encontrarse a concentracion inferior al umbral. Y por
ultimo, esta técnica solo detecta Ac fijadores de C.

Citometria de flujo

Esta técnica se ha ufilizado bdsicamente en la
realizacion de XM pre-trasplante en determinados grupos
de pacientes como los retfrasplantados y los inmunizados,
para intentar evitar los problemas relacionados con la
sensibilidad de la CDC. El método consiste en una reaccion
antigeno-Ac sobre la superficie celular visualizada mediante
la utilizacion de un segundo Ac marcado con un
fluorocromo y el uso de un citbmetro de flujo, instrumento
capaz de detectar una a una las células presenfes en una
corriente de liquido iluminada por un haz de Iaser (figura 6).
Las muestras de partida para la obtencion de células son las
mismas que en el caso de la CDC pero no es necesario
separar las poblaciones T y B, ya que el uso de Ac
monoclonales marcados con fluorocromos nos permite
distinguirlas en el citdmetro. Las células deben tener
también una buena viabilidad, ya que, de ofra manera no
son reconocidas por el citbmetro como linfocitos.
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Figura é: Principio de la técnica de deteccion de Ac mediante
citometria de flujo. Se utilizaria un Ac dirigido frente a una molécula
caracteristica de la subpoblacién celular (T o B) marcado con un
fluorocromo (por ejemplo rojo) para distinguirla y un segundo Ac dirigido
confra las Ig humanas (generalmente la IgG) marcado con ofro
fluorocromo (por ejemplo verde) para detectar presencia de Ac en el
suero del paciente (reacciones positivas) de su ausencia (reacciones
negativas).

FL-3 (CD19)

En la técnica de citometria de flujo convencional, el
isotipo de los Ac anti-HLA que detectamos depende de la
especificidad del segundo Ac vy, por tanto, podemos
detectar Ac tanto fijadores como no fijadores de C. Fue la
generalizacion del uso de esta técnica, que por otra parte
tiene los mismos problemas de especificidad que la CDC, la
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que llevo a plantearse si la relevancia de los Ac anfi-HLA
dependia de su capacidad para fijar C.

METODOS NO CELULARES

El desarrollo de nuevos ensayos en fase sdlida como
los de tipo enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Kao
KJ y col. 1993, Zachary AA y col. 2001) y sobretodo, aquellos
que utilizan microesferas multiples, ensayos fipo Luminex®
(Pei R y col. 1998), han contribuido a mejorar la sensibilidad
y especificidad cuando se trata de determinar la presencia
de Ac anfi-HLA en el suero de pacientes candidatos a
frasplante y facilitar los estudios post-trasplante que
anteriormente eran muy dificiles de realizar.

La tecnologia Luminex® se basa en la utilizacion de
microesferas impregnadas de colorante a las que se unen
moléculas HLA extraidas de lineas celulares o
recombinantes. La reaccién se lee en un fluorocitdbmetro
que fiene dos ldseres (Luminex® Corporation TX, USA). Un
|&ser rojo que excita el colorante de las microesferas y otro
|Gser verde que excita la ficoeritrina (PE) conjugada con el
Ac secundario. De este modo, los detectores reconocen
por un lado, la microesfera, y por otro, la fluorescencia
emitida si el Ac 2° conjugado con PE, se ha unido a una
microesfera concreta. De esta manera el sistema distinguird
las microesferas negativas de las positivas. Las principales
ventajas del Luminex® respecto a los ofros métodos son que
no requiere de células vivas y que los dos fluoréforos en sus
distintas combinaciones posibilitan que se puedan generar
hasta 100 ventanas distintas en el citdbmetro, permitiendo
analizar en un Unico pocillo hasta 100 proteinas distintas. De
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hecho, esta técnica ha tenido gran aceptacion en los
laboratorios asistenciales en los que se ha incorporado tanto
para el escrutinio como para la determinacidon de
especificidades

En estas técnicas, como en el caso de la citometria
de flujo convencional, el isofipo de Ac que se detecta
también depende de la especificidad del segundo Ac por
lo que podemos detectar Ac tanto fijadores como no
fjadores de C. De hecho, los sistemas que se utilizan
habitualmente tanto en el escrutinio como en la
determinacion de especificidades, incluyen como 2° Ac
una anti-IgG total que revela la presencia tanto de las
subclases fijadoras (IgG1 e IgG3) como de las no fijadoras
(IgG2 e IgG4).

Oftro aspecto a tener en cuenta en la utilizacion de
estas técnicas, es que pese al gran salto de sensibilidad en
la deteccidon de Ac, la interpretacion de los resultados es
compleja. Caracteristicas concernientes a la fuente de
anfigenos tales como si este es purificado o recombinante,
infacto o desnaturalizado o la densidad de antigenos que
cubre la microesfera, pueden interferir en la deteccion de
Ac, asi como en la interpretacion de los resultados (figura 7).
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Figura 7: Eiemplo de cémo la densidad de antigenos y la concentracion
de Ac puede influir en el rendimiento de los ensayos de deteccion de
Ac. (Gebel HM y col. 2014). a) Hay una cantfidad suficiente de Ac en el
suero, pero existe un bajo nimero de moléculas del antigeno diana en
la superficie de la microesfera, situacidn que daria lugar a falsos
negativos. b) La misma concentracidon de Ac podria ser detectada si la
microesfera tiene mayor densidad en superficie de la molécula HLA
diana. c) En este caso, es la concentracion de Ac el factor limitante.
Esta limitacién es importante cuando se realizan ensayos de antigeno
simple (ver mds adelante) y los Ac reconocen epitopos compartidos por
multiples moléculas HLA. En esta situacion se darian también resultados
falsos negativos.

Generalmente, estas determinaciones se realizan con
dos ensayos. El primero consiste en un cribado con el que
determinariamos la presencia o ausencia de Ac en el suero
(positivo/negativo). Posteriormente, determinariamos la
especificidad en los sueros positivos mediante un segundo
ensayo. En cuanto a la composicion de los antigenos diana
puede ser de dos tipos: a) moléculas de HLA de clase | y i
purificadas de lineas celulares humanas que se usa
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habitualmente en los ensayos de cribado o b) moléculas
HLA de clase | o Il recombinantes que son empleadas en los
ensayos para determinar la especificidad.

Las limitaciones de estas técnicas estan relacionadas
con las discrepancias en el nivel de intensidad media de
fluorescencia (MFI) que se debe establecer como punto de
corte para considerar como positivo o “presente” un
determinado Ac. Se ha observado una variabilidad del 20-
25% en la deteccion de Ac entre laboratorios, incluso bajo
condiciones en las que los reactivos y protocolos eran
idénticos (Reed EF y col. 2013). Por tanto, se hace necesaria
una normalizacidon que soslaye estos problemas, con ese fin
se han propuesto tfres enfoques, 1) estadistico:
establecimiento del nivel de fluorescencia (punto de corte)
significativamente por encima del nivel de fluorescencia de
fondo; 2) practico: a fravés de correlaciones con resultados
de pruebas cruzadas y 3) clinico: a ftravés de la
identificacion de un nivel que pueda predecir una pérdida
temprana del injerto (Gebel HM y col. 2014).

A modo de resumen, en la siguiente tabla se detallan
las principales caracteristicas de cada técnica.
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Tabla 2: Caracteristicas de las técnicas de deteccidon de Ac.

CARACTERISTICA

CDC

CITOMETRIA
DE FLUJO

ELISA

LUMINEX

ESPECIFICIDAD Baja Alta
SENSIBILIDAD ‘ Baja Alta Alta Muy alta
DETECCION IR Ac 2° Ac 20 Ac 2°
de C
IgGT,
ISOTIPO IgG3 e Ac 2° Ac 2° Ac 2°
IgM
CELULAS VIABLES Si Si No No
. . Purificado/ Purificado/
oG Nativo Nafivo Recombinante Recombinante

Debido a que las técnicas de citometria de flujo y las
que utilizan microesferas multiples no discriminan entre Ias
subclases de IgG fijadores o no de C, en los Ultimos anos se
han desarrollado una serie de modificaciones de la técnica
de Luminex®, para detectar Ac anti-HLA fijadores de C. Este
ensayo consiste en preincubar los sueros con moléculas C1qg
o C3d y utilizar como segundo Ac un anti-Clg o anti-C3d
marcados con PE (figura 8). De esta manera, se detectardn
Ac IgM, IgG1 e IgG3 que serdn los uUnicos que fijen C.
Publicaciones recientes utilizan esta técnica para detectar
Ac fijadores de C y los asocian a una peor evolucion del
trasplante (Loupy A y col. 2013, Sicard A y col 2015). Oftros
investigadores como Tinckam KJ y Heeger PS cuestionan
estos hallazgos basdndose en limitaciones propias de la
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técnica, ya que segun estos investigadores esta técnica solo
detectaria los Ac fijadores si estos se encuentran en una
concenfracion suficientemente alta (Tinckam KJ y col. 2013).

'} —Clq
,L‘ — Sample: non-complement
binding antibody

— Sample: complement
binding antibody

ﬁ — PE conjugated anti-Clq

O — HLA antigen coated beads
\

 — S
4. Wash 5. Read with LABScan™ 100 Legend

Figura 8: Técnica de deteccién de Ac con Clq. (One Lambda). Los
sueros se preincuban con Cl1qg y se anaden las microesferas recubiertas
de antigenos HLA. Si los Ac presentes en el suero son de isotipos fijadores
de C, la molécula Clqg se unird a la cadena H, y si reconocen alguna
molécula en la superficie de la microesfera se producird una reaccién
antigeno-Ac. Esta reaccién se pondrd de manifiesto al unirse al C1g un
Ac 2° anti-C1g marcado con un fluorocromo.

Ac FRENTE A MOLECULAS NO HLA

Pese a los avances en la deteccion de Ac anfi-HLA vy la
contribucidn que estos avances han supuesto en la
supervivencia del injerto, siguen ddndose casos de AMR
agudo incluso en trasplante entre hermanos HLA-idénticos
(Opelz G 2005), situacion que pone de manifiesto la
importancia de la respuesta inmune contra antigenos no
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HLA. Entre los Ac no anti-HLA que se han asociado a una
peor evolucidon del trasplante, se encuentran tanto
aloantigenos como autoantigenos. Asi, se ha descrito cierta
influencia de Ac frente a moléculas HLA de clase | no
clasicas, concretamente frente a MICA (human major
histocompatibility complex class | chain-related gene A)
(Zou Y y col. 2006), frente a enzimas como la glutation S-
trasferasa T1 (GSTT1) (Aguilera |y col. 2008) y también auto-
Ac frente a moléculas localizadas en la superficie de células
endoteliales (Praprotnik S y col. 2001), la vimentina (Jurcevic
Sy col 2001) y el receptor tipo 1 de la angiotensina Il (ATR1)
(Dragun D 2008, Zhang Q y col. 2010). Pese a todo, el
impacto de estos Ac en la funcidn y supervivencia del
injerto sigue siendo bastante controvertido.

MICA

Como se ha dicho anteriormente, existe un grupo de
moléculas que estan estructuralmente relacionadas con las
moléculas de clase | cldsicas pero que no presentan
péptidos a los linfocitos T a/p, dentro de este grupo se
encuentran las moléculas MIC. Estas moléculas estdn
codificadas por una familia de genes que se encuentran
localizados a 46.4 kb hacia el centrdomero con respecto a
HLA-B (The MHC sequencing consortium 1999). Debida a
esta cercana localizacion, los genes MIC presentan un
fuerte desequilibrio de ligamiento (LD) con el locus HLA-B. La
region contiene dos genes funcionales, MICA y MICB, y
cinco pseudogenes (MICC a MICG). MICA codifica
moléculas de superficie cuya expresion se induce en
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condiciones de estrés de forma similar a los genes que
codifican la proteina de choque térmico 70 (hsp70) (Groh V
y col. 1996). En cuanto a su estructura, es similar a las
moléculas MHC de clase | cldsicas (figura 9).
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Figura 9: Estructura cristalografica de MICA. (Li P y col. 1999). El gen
MICA, consta de 6 exones separados por 5 infrones siendo el primer
infrén el de mayor tamano (Bahram S 2000). La proteina MICA (11.7 kb)
es un polipéptido de 383 aminodcidos y 43 kDa (Bahram Sy col. 1994). A
diferencia de HLA clase |, la proteina MICA no se asocia con la B2
microglobulina. Los dominios al y a2 de la proteina forman una
plataforma andloga a la plataforma formada por los dominios al y a2
de las moléculas HLA clase |. Sin embargo, mientras que en la moléculas
HLA clase |, esta plataforma constituye la hendidura de unidn de
péptido, en la molécula MICA, la hendidura tiene muy poca
profundidad y es incapaz de unir péptidos.
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Las moléculas MICA no fienen una expresidon ubicua
sino que ésta se encuentra restringida a ciertas células o
tejidos tfales como queratinocitos, fibroblastos, células
endoteliales o células del epitelio intestinal entre ofras
(Stephens HA 2001), si bien, se han enconfrado transcritos
de los genes MIC en la mayoria de los érganos salvo en el
cerebro (Schrambach Sy col. 2007). Estas moléculas actuan
como marcadores de estrés y su expresion se induce por
calor, inflamacién, infecciones virales o dano en el ADN y
puede ser regulada por TNFa o receptores del sistema
inmune como los receptores Toll-like (Gannage M y col.
2008, Schreiner By col. 2006).

Las moléculas MICA son ligandos del receptor NKG2D
(Li Py col. 2001), una glicoproteina de membrana presente
en las células NK y linfocitos citotdxicos tanto a/p como y/3.
La unidon de MICA a su receptor provoca lisis en la célula
portadora de la molécula MICA. El receptor NKG2D estd
relacionado con el sistema inmune innato por o que se ha
atribuido un papel relevante a la interaccion MICA-NKG2D
en enfermedades autoinmunes, tumores e infecciones. Del
mismo modo, la exposicion a aloantigenos MICA puede
provocar alorespuestas que se asocien con una peor
evolucién del trasplante, ya que, también presentan cierto
grado de polimorfismo.

POLIMORFISMO MICA

El gen MICA es el mds polimérfico dentro de los genes
gue codifican moléculas HLA de clase | no cldsicas. Se han
identificado 101 alelos diferentes para MICA y 40 para MICB
(infernational ImMunoGeneTics project, IMGT/HLA
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database; http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla). Los alelos se
identifican por el nombre del gen (en este caso MICA)
seguido por un asterisco y un numero de 3 digitos que
identifica el grupo alélico, siguiendo las normas
estandarizadas del IMGT. Las posiciones polimorficas se
localizan fundamentalmente entre los exones 2-4 que son 10s
que codifican los 3 dominios extracelulares. Las posiciones
polimdrficas de MICA son distintas de las descritas en las
moléculas HLA de clase | cldsicas y la mayoria de estos
cambios no son conservadores. Generalmente se frata de
sustituciones de un solo aminodcido, que determinan que
en una posicidon concreta encontremos un residuo u ofro,
salvo en las posiciones 156 y 251 donde se pueden
encontrar 3 aminodcidos distintos (Mason PM y col. 1998).
También se ha descrito ofro polimorfismo consistente en un
nUmero variable de repeticiones microsatélites del triplete
GCT en la regidn transmembrana de  MICA.
Concretamente, se han enconfrado 7 alelos que se
designan como A4-A10 con 4-10 repeticiones y un alelo con
5 repeticiones ademds de una insercion adicional de G, que
se denomina AS.1, esta insercidon causa una alteracion del
marco de lectura que origina un coddén prematuro de
parada (Mizuki N y col. 1997). La forma AS5.1 se encuentra
solamente en 4 alelos: MICA*008, MICA*023, MICA*028 vy
MICA*053. Ciertos cambios en la secuencia de aminodcidos
de la proteina MICA podrian influir en la afinidad de la
interaccién con su receptor, NKG2D. Se ha descrito que la
presencia de metionina (M) en la posicion 129 (129M),
confiere fuerte afinidad, mientras que, la presencia de
valina 129 (129V) determina afinidad débil por el receptor
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(Steinle A y col. 2001). En la tabla 3 se muestran los alelos
MICA que codifican 129M y129V.

Tabla 3: Alelos MICA y posicion 129 de la molécula.

L awmosim | ALELOSIZV

MICA*001 MICA*034 MICA*004
MICA*002 MICA*035 MICA*005
MICA*007 MICA*036 MICA*006
MICA*OT1 MICA*037 MICA*008
MICA*012 MICA*038 MICA*009
MICA*014 MICA*039 MICA*010
MICA*015 MICA*040 MICA*013
MICA*017 MICA*041 MICA*016
MICA*018 MICA*042 MICA*019
MICA*020 MICA*043 MICA*022
MICA*021 MICA*045 MICA*024
MICA*023 MICA*046 MICA*027
MICA*025 MICA*047 MICA*028
MICA*026 MICA*050 MICA*033
MICA*029 MICA*051 MICA*044
MICA*030 MICA*052 MICA*048
MICA*031 MICA*055 MICA*049
MICA*032 MICA*053

MICA*054

MICA*056

El conocimiento relativo a los polimorfismos MICA en
diferentes poblaciones y grupos étnicos es aun limitado. Sin
embargo, hay algunos estudios que muestran ligeras
diferencias en las frecuencias de alelos MICA entre grupos
étnicos debidas a la microevolucion propia de la
separacion de los grupos raciales, al igual que lo observado
para los loci HLA (Chen E y col. 2014).
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Actualmente, se piensa que las moléculas MICA
pueden estar implicadas en el rechazo de &rganos
(Sumitran-Holgersson § 2008). Los mecanismos involucrados
en esta relacion pueden ser: el reconocimiento de MICA en
los aloinjertos y la citotoxicidad mediada por NKG2D; el
desarrollo de Ac anti-MICA; el aumento de expresion del
receptor NKG2D provocada por inferleucinas vy la
activacion de las NK en condiciones inflamatorias; la
maduracion de células dendriticas inducidas por NK vy la
consiguiente la activacion de células T aloreactivas, y la
reduccion de células T reguladoras mediada por NK que
podrian inducir la tolerancia del injerto (Sudrez-Alvarez B y
col. 2009) (figura 10).

DC maturation and
NKGzDmeditd E lonm e
T"g“:"m /\ Teells
N 0
' s
Q >
s & @ : _ Endocytosis and
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Figura 10: Implicaciones de la interaccion NKG2D-MICA en el trasplante
de érganos sélidos. (Sudrez-Alvarez B y col. 2009). En esta figura se
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describen algunos de los posibles factores por los cuales las moléculas
MICA estarian implicadas en el rechazo de aloinjertos.

MOLECULAS RELACIONADAS CON EL SISTEMA RENINA
ANGIOTENSINA: ATR1 Y ERAP2

ATRI1

El receptor fipo 1 de la angiotensina Il (ATR1) media la
mayoria de las acciones fisiologicas de su ligando, la
angiotensina |ll, a través de la activacion de cascadas de
senalizacion celular. Es un receptor ampliamente distribuido,
ya que, se encuentra en higado, gldndulas adrenales,
cerebro, pulmon, rindn, corazén y en los vasos sanguineos.
Es el receptor final del sistema renina-angiotensina-
aldosterona cuya principal funcién es el mantenimiento de
la homeostasis cardiovascular y renal (figura 11).
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Figura 11: Sistema renina-angiotensina-aldosterona. (Koeppen & Stanton
2009). La renina es secretada por las células del aparato
yuxtaglomerular cuando se detecta un aumento de la osmolaridad del
plasma o una caida de presion sanguinea. Esta enzima activa al
angiotensindgeno producido por el higado y da lugar a angiotensina |.
La angiotensina | en los pulmones es convertida en angiotensina Il por
accién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). La
angiotensina Il es la que ejerce las funciones en distintos érganos diana
como en las gldndulas adrenales donde estimula la liberacién de
aldosterona.
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La figura 12 muestra la estructura del ATR1 que actua
acoplado a la proteina G por medio de la via de la
fosfolipasa C lo que promueve, enfre ofras acciones,
movilizacién del calcio del reticulo endopldsmico causando
contfraccion vascular. Entre las funciones fisiologicas que
media se incluyen la homeostasis de la presion arterial y el
balance electrolitico, y en situaciones patoldgicas la
disfuncion endotelial, inflamacién, migraciéon celular,
hipertrofia y crecimiento de células musculares lisas (Mehta
PK 'y col. 2007).

Extracellular

Membrane

Intracellular

Figura 12: Estructura del ATR1. (Gasparo M y col. 2000). El ATRI
pertenece ala familia tipo A de los receptores acoplados a proteinas G.
Presenta una estructura similar a la rodopsina con siete hélices-a
fransmembrana unidas por tres bucles infracelulares y tres extracelulares,
ademds contiene una regidn extracelular glicosilada unida a las hélices-
.
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El gen que codifica este receptor esta situado en el
cromosoma 3 y contiene 4 exones, por procesamiento
alternativo de los exones 1, 2 y 3 respecto al 4 se originan 4
transcritos primarios distintos, con marcadas diferencias en
la tasa de fraduccidn, situacion que podria estar implicada
en la expresion del receptor (Elton TS y col. 2003). Se han
descrito al menos 14 polimorfismos en este gen algunos de
ellos implicados en la activacion del receptor (Arsenault y
col. 2010). El mas estudiado es el A1166C que se asocia a un
aumento en la respuesta a angiotensina Il en patologias
cardiovasculares y renales.

Ac FRENTE A ATR1 Y TRASPLANTE RENAL

Los Ac frente el ATR1, fueron descritos en el ano 2005
en 16 pacientes trasplantados renales con rechazo vascular
e hipertension maligna que no presentaban Ac anti-HLA
(Dragun D y col. 2005). Estos Ac ya se habian asociado a
preeclampsia e hipertension maligna (Fu ML y col. 2000,
Wallukat G y col. 1999). La presencia de Ac anfi-ATR1 en
pacientes trasplantados puede ser consecuencia de un
aumento en la expresion de ATR1 en el rindn danado por
alorrespuestas (Reinsmoen NL y col. 2010). No se conoce
porgqué estos Ac se relacionan con una peor evolucion del
trasplante, sin embargo, 1os Ac se unen al segundo loop
extracelular del ATR1T mimetizando los efectos de su propio
ligando (la angiotensina Il) lo que origiha una
hiperactivacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(Dragun D y col. 2005). La alteracion del eje renina-
angiotensina-aldosterona  da lugar a varios efectos
patoldgicos que incluyen la hipertension, preeclampsia, fallo
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cardiaco, enfermedad renal, arteriosclerosis y desarrollo de
cdncer.

ERAP2

Variantes de la enzima endoplasmic reticulum
aminopeptidase (ERAP2), pardlogo de ERPAT, asi como de
sus niveles de expresion, se han asociado a preeclampsia y
ofras complicaciones hipertensivas del embarazo con
componentes inmunoldgicos e inflamatorios (Johnson MP y
col. 2009). Esta enzima, al igual que ERAPT, estd implicada
en el procesamiento infracelular de péptidos, ya que, su
papel principal es el recorte de péptidos que van a ser
cargados a las moléculas de clase | en el reficulo
endopldsmico. Las moléculas ERAP1 y 2 tienen distinta
especificidad y pueden actuar de forma complementaria,
ya gque se ha observado que la accion de ambas enzimas
es necesaria para recortar los péptidos y que puedan ser
cargados eficazmente en las moléculas HLA. De hecho,
pueden formar heterodimeros que mejoran la eficacia en la
generacion de péptidos de tamano adecuado (Saveanu L
y col. 2005, Evnouchidou | y col. 2014). Ademds, ERAPI vy
ERAP2 conftribuyen a otros procesos bioldgicos (Andrés AM y
col. 2010), asi, pueden regular la angiogénesis y la presion
sanguinea a través de la degradacion de angiotensina Il y
angiotensina Il (Watanabe Y y col. 2003, Yamamoto y col.
2002). Ambos genes estan regulados por interferon y (IFN-y) y
estdn implicados en la activacion de la respuesta inmune y
la inflamacion.

ERAP2 estd menos estudiado que ERAPI, ya que fue
descubierto posteriormente y, ademdas, no existe andlogo
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en roedores, por lo que no se dispone de un modelo animal.
El gen ERAP2 estd situado en la region 515, enfre ERAPT y
LNPEP (leucil-cistinil aminopeptidasa) y tiene 19 exones. Se
han descrito diferentes polimorfismos en el gen ERAP2 que
dan lugar a dos variantes haplofipicas que, segun se ha
sugerido por datos en 6 poblaciones humanas, se
mantendrian por seleccion equiliorada. Las dos variantes
genéticas dan lugar a ARNm diferentes a causa de la
presencia de un polimorfiimo de cambio de nucledtido
(SNP), rs2248354A/G, que determina un splicing alternativo
en el exén 10 que origina un coddén prematuro de parada,
de manera que, tedricamente, la variante daria lugar a una
proteina tfruncada de 534 aminodcidos en lugar de la
proteina completa que consta de 960 aminodcidos (figura
13). En realidad, la variante no genera proteina porque el
ARNmM se degrada por el proceso denominado nonsense-
mediated decay que elimina los ARNm aberrantes. Como
consecuencia, los niveles enzimdticos serian nulos en 1os
homocigotos para esta variante, y mds bagjos en los
heterocigotos que en los homocigotos para el ofro alelo.
Previsiblemente, y segun datos experimentales, la expresion
de complejos de membrana moléculas HLA de clase I-
péptidos se veria afectada por este polimorfismo (Andrés
AM y col. 2010). Por tanto, el polimorfismo de ERAP2 podria
condicionar la evolucion del frasplante por dos
mecanismos: determinando una mayor o menor expresion
de moléculas HLA de clase | en el injerto y por su relacion
con el eje renina-angiotensina.
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Figura 13: Localizacién de gen ERAP2 y sus dos isoformas: haplotipo A y
B (Andrés AM y col. 2010). Este Ultimo codifica un ARNm aberrante que

no llega a traducirse.









Relevancia clinica de los anticuerpos en el
trasplante renal
Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS

Los Ac dirigidos contra las moléculas HLA juegan un papel
crucial en el rechazo y pérdida de los &rganos
trasplantados. Sin embargo, hay pacientes trasplantados sin
Ac antfi-HLA que presentan  signos  clinicos vy
anatomopatolégicos de AMR con deterioro de la funcidon
renal, mientras que algunos pacientes con Ac anti-HLA DSA
mantienen buena funcidn renal y no muestran ningun signo
de rechazo. Planteamos como hipdtesis de trabajo que,
determinados factores como el isotipo de los Ac anfi-HLA, la
presencia de alo-Ac dirigidos frentes a las moléculas MICA o
de auto-Ac como los dirigidos frente al receptor tipo 1 de la
angiotensina Il pueden influir en la evolucion del frasplante.

47
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OBJETIVOS

1.

Comparar métodos de deteccidn de Ac anfi-HLA
fijadores de C para determinar su relevancia clinica
en la evolucidon del frasplante renal.

Investigar si el polimorfismo de moléculas de
histocompatibiidad no clasicas, MICA vy/o la
presencia de Ac frente a éstas condiciona la
evolucion del frasplante renal.

Investigar si moléculas relacionadas con el sistema
renind angiotensina condicionan la evolucion del
frasplante renal.
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trasplante renal
Pacientes y métodos

PACIENTES Y METODOS

SUJETOS DE ESTUDIO

En el estudio se incluyeron 237 pacientes que recibieron un
trasplante renal de donante caddver en el hospital Virgen
del Rocio de Sevilla enfre enero de 2005 y septfiembre de
2013, la fecha de fin de seguimiento fue abril de 2015. En la
tabla 4 se detallan las cohortes de pacientes utilizadas para
alcanzar los diferentes objetivos.
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Tabla 4: Pacientes incluidos en cada objetivo del estudio.

CARACTERISTICA FECHA DE

OBJETIVO

PRINCIPAL TRASPLANTE
Cohorte 1 ReTrospes:Tlvo XMv 08/05-12/09
n=86 positivo
Cohorte 2 . 09/08-05/10 (n=105)
Prospectiva

n=151 05/13-09/13 (n=46)

Pacientes con suero
post-trasplante:
e 75delacohorte 1
con biopsia
e 141 de la cohorte 2:
97 del 1° periodo y 44
del 2°

Cohortes 1+2
n=216

CARACTERISTICAS DE LAS COHORTES
COHORTE 1

Esta cohorte retrospectiva incluye 86 pacientes que se
trasplantaron con CDC-XM negativo frente a células T, pero
que presentaban Ac anti-HLA-DSA por métodos mdads
sensibles (Luminex®), es decir, con XMy positivo.

En la tabla 5 se detallan una serie de caracteristicas
de los pacientes incluidos en esta cohorte. La mediana de
seguimiento tras el trasplante es 9 anos (rango
intercuartilico, RIC [7-12]), 27 pacientes perdieron el injerto,
por tanto, la tasa de pérdida del injerto es del 31.4% y 37
pacientes, es decir, el 43.0% presentaron algun episodio de
rechazo durante el seguimiento post-frasplante.



Pacientes y métodos | 53

Tabla 5: Caracteristicas de la cohorte 1.

VARIABLE n (%
Receptores
Edad, (media * SD, anos) 558 +11.5
Sexo, mujer 68 (79.1)
Ac anfi-HLA DSA
Clase | 30 (34.9)
Clase |l 43 (50.0)
Clase I+l 13 (15.1)
Eventos presensibilizantes
Trasplantes 4 (39.5)
Transfusiones 6 (76.4)
Embarazos 5 (80.9)
VHC 6 (18.6)
Pauta inmunosupresion
Pr+ CNI + Aza + ATG 6 (7.0)
Pr + CNI + MMF 4(27.9)
Pr + Tac + MMF + anfi-CD25 45 (52.3)
Pr + Tac + MMF + ATG 11 (12.8)
Enfermedad de base
Glomerulopatia 26 (30.2)
Nefropatia vascular 7 (8.1)
Poliquistica 5(5.8)
Autoinmune 7 (8.1)
Nefropatia intersticial 7 (19.8)
No filiada / Ofros 24 (28.0)
Donantes
Edad, (media £ SD, afos) 442 +17.8
Sexo, mujer 56 (65.1)
Tiempo de isquemia fria, mediana (RIC) 18 [15-21]
Incidente que conduce la muerte
cerebral
Traumatismo 26 (30.2)
ACV 55 (64.0)
Otros 5 (5.8)
ACV: accidente cerebrovascular; ATG: timoglobulina; anti-CD25 (baxiliximab o
daclizumab); Aza: azatioprina; CNI: inhibidores de calcineurina (ciclosporina A o
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tacrolimus); MMF: mofetil micofenolato; Pr: prednisona; SD: desviacion fipica ;Tac:
tacrolimus; VHC: virus de la hepatitis C.

COHORTE 2

Incluye 151 pacientes de una cohorte prospectiva
recogida en 2 periodos de tiempo.

En la tabla 6 se detallan una serie de caracteristicas
de los pacientes incluidos en esta cohorte. La mediana de
seguimiento tras el trasplante fue de 5.5 anos (RIC [1.9-5.9]).
Durante el seguimiento 8 pacientes (5.3%) perdieron el
injerfo y 25 (16.6%) sufrieron algun episodio de rechazo.



Pacientes y métodos | 55

Tabla 6: Caracteristicas de la cohorte 2.

VARIABLE n (%
Receptores
Edad, (media * SD, anos) 51.0+12.9
Sexo, mujer 59 (39.1)
Ac anfi-HLA
Clase | 10 (6.6)
Clase |l 13 (8.6)
Clase | + 11 13 (8.6)
Ac anfi-HLA DSA 10 (6.6)
Eventos presensibilizantes
Trasplantes 17 (11.3)
Transfusiones 74 (49.0)
Embarazos 38 (64.4)
VHC 5 (3.3)
Pauta inmunosupresion
Pr + Tac + MMF 53 (35.1)
Pr + Tac + MMF + anti-CD25 81 (53.6)
Pr + Tac + MMF + ATG 17 (11.3)
Enfermedad de base
Diabetes 7 (4.6)
Glomerulopatia 44 (29.1)
Nefropatia vascular 14 (9.3)
Poliquistica 26 (17.2)
Autoinmune 9 (6.0)
Nefropatia intersticial 16 (10.6)
No filiada / Ofros 35 (23.2)
Donantes
Edad, (media * SD, anos) 52.1 £14.6
Sexo, mujer 58 (38.4)
Tiempo de isquemia fria, mediana (RIC) 18 [14-21]
Incidente que conduce la muerte
cerebral
Traumatismo 42 (27.8)
ACV 85 (56.3)
Asistolia 10 (6.6)
Otros 14 (9.3)
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ACV: accidente cerebrovascular; ATG: fimoglobuling; anti-CD25 (baxiliximab o
daclizumab); MMF: mofetil micofenolato; Pr: prednisona; SD: desviacion tipica; Tac:
tacrolimus; VHC: virus de la hepatitis C.

CRITERIOS DE INCLUSION

Todos los objetivos:

1.

3.

Disponer de una muestra de suero previa dl
trasplante.

Disponer de una muestra de sangre antficoagulada
del receptor para extraer dacido
desoxirribonucleico (ADN).

Disponer de muestra de ADN del donante.

4. Todos los objetivos: disponer de la informacion

clinica relevante asi como de los resultados de
pruebas de laboratorio (rechazos, pérdida del
injerto, tipo de inmunosupresion, efc.).

Objetivos 2 y 3:

1.

Disponer de, al menos, un suero posterior al
frasplante.

En el caso de pacientes con biopsia diagndstica,
disponer de muestra de suero coincidente con la
fecha de la biopsia.

En el caso de pacientes sin biopsia diagndstica,
disponer de un suero recogido en los primeros 4
meses post-trasplante.
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DIAGNOSTICO DE RECHAZO

Las biopsias renales se realizan en nuestro centro bagjo
sospecha de disfuncion renal atendiendo a los siguientes
criterios:

o Rdapido aumento de la creatinina en mds de un 50%.

o Aumento progresivo de la creatinina en mds de un
30% junto con proteinuria de mdas de 1g/dia.

o Proteinuria de mds de 1.5 g/dia.

El diagndstico histologico se realizd segun los criterios
de Banff’07 (Solez K y col. 2008) o los criterios de Banff'13
(Haas M y col. 2014) en funcion de la fecha de realizaciéon
de la biopsia. Por tanto, la evidencia de dano compatible
con AMR agudo o crénico, la presencia de C4d positivo (ya
sea focal o difuso) y deteccién de Ac DSA en el suero del
paciente, se consideraron criterios para el diagndstico de
AMR. Para el diagnostico de TCMR, se consideraron los
criterios de Banff’'07, y los casos de rechazo bordeline de
células T se consideraron TCMR.

GENOTIPADO
OBTENCION DE ADN

El ADN se obtuvo de sangre o de leucocitos aislados
de sangre periférica utilizando el kit comercial MagNA Pure
Compact Nucleic Acid Isolation kit | (Roche®) siguiendo las
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recomendaciones del fabricante y se almacend a -20°C
hasta su uso.

GENES HLA CLASICOS

Tanto donantes como receptores habian sido
genotipados previamente (receptores loci: HLA-A, B, y DRB1
y donantes loci: A, B, C, DRBT y DQB1) en el Servicio de
Inmunologia del hospital universitario Virgen del Rocio de
Sevilla, como parte del protocolo habitual de estudio de
pacientes renales y donantes. Ademds, las muestras de
donantes se utilizaron para tipaje de otros loci (DQAT, DPAT,
DPB1, DRB3, DRB4 o DRB5) en caso necesario, es decir,
cuando el paciente presentara o desarrollara Ac frentes a
moléculas codificadas por estos loci.

Las muestras de los donantes fueron tipadas
empleando la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con primers especificos de secuencia
(SSP) (AlISet™ Gold HLA-A, HLA-B, HLA-C y HLA-DR+DQ Low
Resolution SSP kits; Invitfrogen Ltd). En los casos en los que se
necesitd ampliar el tipgje, se utilizd la misma técnica
(AlISet™ Gold DQAT1, DPAT1, DPB1, DRB3, DRB4 o DRB5 High
resolution SSP kit; Invitrogen Ltd). También se realizo tfipaje de
alta resolucion cuando fue necesario con el fin de
establecer si los Ac anti-HLA eran o no DSA (SSP Gold High
resolution kits; Invitrogen Ltd).

El tipaje de los receptores se realizdé con un sistema de
PCR y revelado con sondas de oligonucledtidos especificas
de secuencia (SSOP) reverso (LABType® SSO HLA, One
Lambda). El esquema de este procedimiento se muestra en
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la figura 14, ya que, es el mismo que el que se utilizd para el
genotipado de alelos MICA. Los genotipos se asignaron
utilizando el software HLA Fusion™, One Lambda.

GEN MICA

Para el genofipado de los alelos MICA se utilizd un
sistema de PCR-SSOP (LABType® SSO MICA, One Lambda).
Este sistema permite discriminar hasta 68 grupos alélicos. Los
genotipos se asignaron utilizando el software HLA Fusion™,
One Lambda.
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Figura 14: Esquema de la técnica SSOP. Las sondas se encuentran
adheridas a microesferas coloreadas (Luminex®), y la lectura se realiza
utilizando un citofluorimetro (LABType® SSO MICA, One Lambda).

GEN ERAP2

El genotipado se realizd en el equipo 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando PCR a
tiempo real con sondas TagMan®. Los polimorfismos de
cambio de nucledtido (SNPs) se seleccionaron en base al
estudio de Andrés y col. 2010 en el que estos autores
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demostraron que existen dos haplotipos de ERAP2 que
determinan diferentes niveles de expresion del enzima
(tabla 7). Estos dos haplotipos se diferencian en un gran
nUmero de SNPs, incluyendo los cuatro que fueron
seleccionados. Las sondas fueron marcadas con los
fluorocromos VIC y FAM.

Tabla 7: Variantes del gen ERAP2 incluidas en el estudio.

POSICION
CROMOSOMICA

152549782 96231000

SNP ALELOS

G=0.4473

W 96232142 A/T T=0.4473

152248374 96235896 A/G A=0.4473

1s2287988 96237326 A/IG G=0.4471

La tabla muestra los cédigos de los SNPs seleccionados, la posicién cromosdémica de cada
uno de ellos, los alelos posibles y la frecuencia descrita en poblaciéon caucdsica para el
alelo minoritario (MAF, minor allele frequency) en el proyecto 1000 genomas.

Para la PCR se utilizé un volumen de 10 uL y el
siguiente protocolo de amplificacion: desnaturalizacién a
95° C durante 10 min, seguido de 55 ciclos de
desnaturalizacion a 93° C durante 15 s, y terminando con
hibridacion y extension a 60° C durante 1 min. El genotipo
de cada muestra se atribuyd automdticamente con el
software de discriminacion alélica (SDS 1.3 software for
allelic discrimination).
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DETECCION DE Ac

Ac ANTI-HLA

La deteccidon de estos Ac se realizdé con tecnologia basada
en microesferas multiples, ensayo tipo Luminex®. Existen
distintos fipos de ensayos fundamentados en esta
tecnologia de los cuales hemos empleado dos: el escrutinio
y la determinacion de especificidades mediante un ensayo
de antigeno simple (SA). Todos los ensayos incluyen una
microesfera recubierta por moléculas de IgG que sirve
como conftrol positivo del 2° Ac.

ESCRUTINIO
Escrutinio convencional

En este ensayo se utilizan una serie de microesferas
que llevan adheridas moléculas HLA aisladas de unas 300
lineas celulares humanas. Todo el conjunto de moléculas de
clase | (A, By C) aislado de estas células se encuentra unido
a 7 grupos de microesferas y todo el conjunto de moléculas
de clase Il (DR, DQ y DP) a 5 grupos (LIFECODES® Lifescreen
Deluxe, Gen-Probe). En el ensayo convencional, se utiliza
como 2° Ac una anti-lgG humana marcada con PE. Por
tanto, este método de cribaje permite detectar de forma
cualitativa la presencia de Ac anfi-HLA de isotipo 1gG
(resultado positivo/negativo), pero no permite conocer la
diana de los Ac, es decir, frente a qué moléculas de clase |
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(ALBy C) o ll (DR, DQA, DQB, DPA, DPB) estan dirigidos y su
especificidad.

Para realizar el ensayo se siguieron las indicaciones de
la casa comercial, como se describe brevemente a
continuacion.

En primer lugar se humedecen las membranas de los
pocillos de la placa de 96 que se van a emplear, con 200 yL
de agua destilada y se aspira con la bomba de vacio. Se
dispensan 40 yL de solucidon de lavado en cada pocillo y se
agregan 3 pL de microesferas (previamente agitadas en un
vortex).

Se anaden 12.5 yL de los sueros o de los controles
previamente centrifugados a 10000 g durante 30 s en los
pocillos correspondientes. Tras una incubacion de 30 min en
oscuridad y con agitacion, se realizan 3 lavados. Se anaden
25 pL de anti-lgG humana conjugada con PE, previaomente
diluida, a cada pocillo. Se incuba 30 min en oscuridad y con
agitaciéon. Por Ultimo, se anaden 130 ulL solucién de lavado
a cada pocilo, se mezcla y se leen las muestras en el
analizador de flujo (Life Match fluoroanalyzer Luminex® 100
IS v2.3, se utilizb el software MatchIT v1.102).

Los criterios de validacion e interpretacion han sido
descritos previamente (Caro JL y col 2012). Resumiendo,
para cada microesfera se calculan 3 valores ajustados
(ajustes 1, 2 y 3) que son el resultado de dividir la MFI de |a
microesfera de cada grupo por el valor de MFI de cada una
de las 3 microesferas control negativo. Se considera que un
grupo de microesferas de clase | o Il es positivo cuando el
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resultado de cada uno de los 3 valores ajustados es mayor
de 5 (score 3). Decimos que una muestra tiene Ac anti-HLA
de clase | cuando al menos uno de los 7 grupos es positivo y
gue tiene Ac anti-HLA de clase Il cuando como minimo es
positiva para uno de los 5 grupos de microesferas.

Escrutinio con anti-C1q

Como se ha dicho anteriormente, en el
procedimiento convencional, se utiliza como 2° Ac una anti-
IgG marcada con PE detectdndose, por tanto, Ac anti-HLA
de todas las subclase de IgG, tanto fijadoras (IgG1+I1gG3)
como no fijadoras (IgG2+IgG4). Con el objetivo de distinguir
entre Ac fijadores y no fijadores de C, se ufilizaron dos
métodos de revelado, el revelado con anti-Clg y el
revelado con anti-lIgG1+IgGa3.

Para revelado con anti-C1q se utilizd el mismo ensayo
de escrutinio pero preincubando los sueros con Clqg vy
utilizando como 2° Ac anti-C1g marcado con PE (PECI1q
Screen™ PEC1Q, One Lambda). Este procedimiento estd
normalizado por la casa comercial para la determinacion
de especificidades, pero en el presente trabagjo, se utilizd en
el escrutinio con el protocolo que se detalla a continuacion.

En primer lugar se centrifugan los sueros a 10000 g
durante 30 s, y se trasfieren 30 yL de los sueros problema a
un tubo de microfuga para descomplementarlos durante 30
min en un bano a 56°C. Se trasfieren 15 uL del sobrenadante
del suero descomplementado a ofro tubo de microfuga y se
mantiene en hielo. Se anaden 5 pyL de Clg humano
previamente diluido a cada pocillo y se dispensan 5 uL de
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suero problema descomplementado y los controles posifivo
y negativo.

Se anaden 3 uL de microesferas del kit comercial para
la técnica de escrutinio (LIFECODES® Lifescreen Deluxe, Gen-
Probe), que anteriormente se han agitado con un vortex. Se
incuba 20 min en oscuridad y agitacion. Se dispensan 5 uL
de anti-Clg conjugado con PE y se vuelve a incubar
durante 20 min en oscuridad y agitacion. Se anaden 80 uL
de tampodn fosfato (PBS) a cada pocillo y se centrifuga la
placa a 1300 g durante 5 min. Se decanta, para que las
microesferas queden retenidas en el fondo de la placa vy,
por Ultimo, se dispensan 80 uL de PBS en cada pocillo y se
fraspasa todo el contenido a la placa de lectura del
analizador.

Los criterios de validacidon e inferpretacion se
describirdn mds adelante.

Escrutinio con anti-IgG1 e IgG3

El revelado con IgG1+IgG3 se puso a punto en nuestro
laboratorio siguiendo el protocolo de frabajo utilizado para
el ensayo convencional con los reactivos LIFECODES®
Lifescreen Deluxe, Gen-Probe con algunas modificaciones.
Asi, el volumen de microesferas utilizado fue de 3 uL y se
empled como 2° Ac una mezcla de Ac anti IgG1-PE (Mouse-
Anfi-Human IgG1-PE conjugate, ref. 10121-PE, Alpha
Diagnostic Internacional) y anti-lIgG3-PE (Mouse Anfi-Human
IgG3 Hinde-region-PE, ref. 10123-PE, Alpha Diagnostic
Internacional) diluidos 1:10 utilizando como diluyente la
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solucion de lavado. En cada pocillo se anadieron 25 yL de
esta dilucion.

En principio, se intentd poner a punto ofro ensayo
para detectar las subclases no fijadoras de IgG, utilizando
como 2° Ac anfi-lgG2+IgG4, pero los resultados no se
consideraron fiables por lo que se decidid no continuar con
este ensayo (ver anexo 1).

Cdlculo del factor de correccion para la MFl de los ensayos
no convencionales

Todos los ensayos, tanto convencionales (con anti-
IgG), como no convencionales (con anti-Clg y anti-
IgG1+IgG3) se realizaron en primer lugar con el mismo suero
obtenido de un paciente que no presentaba Ac (conftrol
negativo propio) y con los correspondientes control
negativo y positivo de cada kit con el fin de calcular un
factor de correccion (FC) para cada grupo de microesferas
y normalizar el nivel de fluorescencia en cada ensayo. Para
calcular el FC, la media de MFI de cada grupo de
microesferas del ensayo convencional de las muestras
correspondientes al control negativo del kit comercial y al
control negativo propio, se dividid por la media de MFI de
cada grupo de microesferas de cada ensayo modificado.
En tabla 8 se muestran los FC para cada grupo de
microesferas en funcion del tipo de ensayo.
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Tabla 8: FC para los diferentes grupos de microesferas del escrutinio.

a) Clase I.

ENSAYO CI-01 Cl-02 CI-03 CI-04 CI-05 CI-06 CI-07

Cilqg

IgG1+IgG3

b) Clase Il

ENSAYO CllI-01 Cli-02 CllI-03 Cll-04 CllI-05

Cilq

IgG1+IgG3

Para obtener el valor de MFI normalizado y poder
comparar la MFI entre los diferentes ensayos, se multiplica el
valor de MFI obtenido en cada determinacion para cada
grupo de microesferas por el FC correspondiente.

En los ensayos modificados, los puntos de corte de
cada grupo de microesferas se establecieron en relacion al
valor de MFI y no en funcion de los ajustes, como se hace
en el ensayo convencional, ya que, al modificar el ensayo,
los valores de MFI de las 3 microesferas control negativo
varian. Por ello se considerd6 como punto de corte para
cada grupo de microesferas aquel valor de MFI en el que |la
mayoria de muestras por el ensayo convencionadl
obtuvieron un resultado positivo. En la tabla 9 se detallan los
puntos de corte para cada grupo de microesferas.
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Tabla 9: Punto de corte para los diferentes grupos de microesferas del
escrutinio.

a) Clase |

CI-01 Cl-02 CI-03 CI-04 CI-05 CI-06 CI-07

3000 3000 3100 2400 2200 2500 2200

b) Clase Il

Cll-01 CllI-02 ClII-03 Cll-04 ‘ CllI-05

MEFI 3000 3500 3000 3000 3500

Una muestra presenta Ac anti-HLA en cualquier
ensayo si una vez normalizada la MFI, ésta es igual o superior
al punto de corte establecido para al menos uno de los 7
grupos de clase | o al menos uno de los 5 grupos de clase Il

En todas las muestras se realizaron los 3 ensayos de
escrutinio, empleando como 2° Ac anti-lgG en uno, anti-
IgG1+lIgG3 en el segundo y anti-C1qg en el tercero.

DETERMINACION DE ESPECIFICIDADES

La determinacion de especificidades mediante ensayos de
SA con moléculas recombinantes se realizd con cada 2° Ac
en los siguientes casos:
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o En todos los casos, cuando en el escrutinio con ese 2°
Ac se obtenia un resultado positivo.

o Se realizaba el SA revelando con anti-IgG1+IgG3, en
los casos de escrutinio negativo con anti-lgG1+l1gG3 y
SA positivo por la técnica convencional.

o Se realizaba el SA relevando con anti-C1qg, en casos
de escrutinio negativo por C1q y SA positivo con anti-
IgG1+1gG3.

Ensayo convencional

En este ensayo, cada microesfera estd recubierta por
uno o dos antigenos recombinantes, ya sean de clase | (A, B
o C, 90 antigenos distintos) o de clase Il (DRB1, DRB3, DRB4,
DRB5, DQAI1-DQB1, DPAI1-DPB1, 60 antigenos distintos).
(LIFECODES® LSATM Class | y Class Il, Gen-Probe). Este
ensayo, permite determinar el tipo de moléculas de clase |
y/o Il frente a las que se dirigen los Ac, es decir, su
especificidad.

Para la redlizacion del ensayo se siguieron las
recomendaciones del fabricante que son las mismas que
para el escrutinio. La determinacion de especificidades
mediante un ensayo de SA permite, disponiendo del tipaje
HLA del donante, la realizacion del HLA-XMv. Si los Ac estdn
dirigidos frente a antigenos HLA (A, B, C, DR y DQ) presentes
en el donante (HLA-DSA), el HLA-XMv serd positivo, mientras
que si, el suero no presenta Ac anti-HLA o los Ac estdn
dirigidos frente especificidades no presentes en el donante
(HLA no DSA) el HLA-XMv ser& negativo. La realizacion del
XMy resulta de gran utilidad tanto en el pre-trasplante, para
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realizar una seleccidon mads apropiada de receptores en
cada donacién, como en el post-trasplante, para
determinar si los Ac detectados son HLA-DSA y de esta
manera conftribuir al diagndstico de AMR.

Ensayo con Clq

Para la realizacion del ensayo de SA utilizando como
2° Ac anti-C1q se siguieron las recomendaciones de la casa
comercial previomente descritas en el escrutinio, salvo que
se ufilizaron 5 yL de microesferas de clase | o clase Il en
cada pocillo. Los criterios de validaciéon e interpretacion se
describen mds adelante.

Ensayo con IgG1 e IgG3

Se ha seguido el mismo protocolo de trabajo que
para la técnica convencional. Como 2° Ac se emplearon 25
ML de la misma mezcla de Ac anti-IgGI1-PE y anti-lgG3-PE
utilizada en la técnica de escrutinio, diluida 1:50
(concentracion final 0.02 ug/ul).

Normalizaciéon de la MFI de los ensayos no convencionales

Para obtener el valor de MFI normalizado y poder
comparar la MFI entre los diferentes ensayos, se multiplica el
valor de de MFI de la microesfera problema, por el valor del
cociente obtenido al dividir el valor de MFI de la microesfera
control positivo del ensayo no convenional del que se frate
por el valor de MFI obtenido con el suero control negativo
propio para la microesfera control positivo del ensayo en
cuestion.
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Interpretacion de resultados

Actualmente no existen criterios estdndares para
considerar si una muestra es positiva o negativa en el
ensayo de SA. En general, para el ensayo convencional, se
considera especificidades positivas aquellas que tienen
valor de MFI>1500. En algunos casos, excepcionales,
pueden se consideran positivas microesferas con niveles
inferior de MFI (por ejemplo grupos de reaccion cruzada) v si
se observa un salto de fluorescencia mayor del 50%. Para las
dos modificaciones utilizadas en este trabajo, consideramos
como positivas las microesferas con valores de MFI>500
después de normalizar los resultados o si se observaba una
salto de fluorescencia superior al 50%.

Ac ANTI-MICA

Se emplearon también 2 tipos de ensayo, escrutinio vy
determinacién de especificidades, basados en la misma
tecnologia que los empleados para los Ac anfi-HLA.

Escrutinio de Ac anti-MICA

Este ensayo de cribaje permite detectar de forma
cuadlitativa la presencia de Ac IgG dirigidos frente a
moléculas MICA (2 grupos de microesferas, LABScreen®
MICA mixed, One Lambda).

El ensayo de escrutinio se realizd siguiendo Ias
instfrucciones de la casa comercial, que en resumen son 1as
siguientes:
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Se mezclan 5 pL de microesferas y 20 uL del suero a
ensayar a cada pocillo. Se incuban durante 30 min, en
oscuridad y agitacion. Se anaden 150 uL de solucion de
lavado a cada pocillo, se cubre la placa con una tira
adhesiva y se agita en un vortex. Se centrifuga la placa
durante 5 min a 1300 g y se retira el sobrenadante con un
golpe seco. Se realizan ofros 2 lavados mds, anadiendo 200
uL de solucidon de lavado.

A confinuacion, se anaden 100 uL de anti-lgG
humana conjugada con PE a dilucién de tfrabajo. Se cubre
la placa con una fira adhesiva y se vortea. Se incuba 30
min, en oscuridad y agitacion. Se retira el sobrenadante
mediante un golpe seco y se realizan 2 lavados como se ha
especificado anteriormente.

Se dispensan 80 uL de PBS en cada pocillo, se cubre la
placa con una tira adhesiva, se vortea y se procede a la
adquisicion de datos y andlisis.

Una muestra se considerara positiva cuando el
resultado para cada uno de los valores gjustados es mayor
de 5 y MFI>500 en al menos 1 de los 2 grupos de
microesferas. Las muestras que no cumplian estos criterios,
pero que resultaban positivas segun las condiciones de la
casa comercial (ajustes calculados automaticamente por el
software HLA Fusion®, One Lambda) se consideraron
dudosas (drea gris) y se incluyeron en la determinacion de
especificidades.
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Determinacion de especificidades MICA

Para determinar las especificidades MICA en los
sueros positivos y dudosos se empled un ensayo tipo SA en el
que cada microesfera estd recubierta por un Unico
antigeno MICA recombinante (28 antigenos, LIFECODES®
LSA™ MIC, Gen-Probe).

Para realizar este ensayo de SA se siguieron las
recomendaciones de la casa comercial, que
resumidamente son las siguientes:

En primer lugar se humedecen los filtros de la placa
con 200 uL de agua destilada. Se aspira con una bomba de
vacio. Se anaden 20 yL de microesferas a cada pocillo.
Después se anaden 10 uL del suero problema vy se incuba la
placa durante 30 min, en oscuridad y agitacion.

Se anaden 100 yL de solucion de lavado y se aspira
con la bomba de vacio. Se redlizan 2 lavados mas
anadiendo 250 yL de solucion de lavado. A continuacion se
anaden 50 yL de conjugado a cada pocillo. Se incuba
durante 30 min, en oscuridad y agitacion. Se anaden otros
130 uL soluciéon de lavado para resuspender las microesferas
y se procede ala lectura en el analizador de flujo.

El umbral de positividad se establecio entre aquellas 2
microesferas que presentaban variaciones de MFI de mads
del 50% con valores de MFI>1500.

Si se encontraban Ac dirigidos frente a antigenos
MICA especificos del donante (MICA-DSA), el MICA-XMv se
consideraba positivo, mientras que, si no se detectaban Ac
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anti-MICA o en el caso de que los Ac reconocieran otras
especificidades MICA no presentes en el donante (MICA no
DSA), el MICA-XMv se consideraba negativo.

Ac ANTI-ATR1

La deteccidn de Ac frente al ATRI1, se realizd mediante
ensayo en fase sdlida tipo ELISA con un kit comercial (EIA
para la determinacion de Ac anti-ATIR, One Lambda). Se
trata de una prueba cuantitativa de deteccidon de Ac en la
que la placa de microtitulacion se encuentra recubierta
con células de ovario de hdmster chino que sobreexpresan
el ATR1T humano.

El ensayo se realizd siguiendo las instrucciones del
fabricante que, de forma resumida, son las siguientes:

Se pipetean 100 yL de muestras diluidas, patrones y
controles en los pocillos. Se sellan los pocillos con una tira
adhesiva y se incuba la placa durante 2 h entre 2-8°C.

Se aspira el fluido de los pocillos y se lava 3 veces con
300 yL de solucién de lavado. Después del Ultimo lavado, se
invierte la placa y se seca sobre una servilleta de papel
limpia golpeando suavemente para eliminar los restos de
fluido. A continuaciéon se dispensan 100 yL de conjugado
diluido a cada pocillo. Se sellan los pocillos con una tira
adhesiva y se incuba 1 h en agitacidn a temperatura
ambiente (RT).
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Se lava 3 veces. Se dispensan 100 pyL de solucion de
sustrato en cada pocillo y se incuba durante 20 min a RT, en
oscuridad. Se anade 100 pL de solucidon de parada a cada
pocillo y alos 30 min se determina la absorbancia a 450 nm.

El ensayo permite correlacionar intensidad de color
con la concenfracion y/o avidez del Ac anti-ATR1. Para
determinar el nivel de Ac anfi-ATR1, se utiliza una curva
estdndar con 5 sueros con concenfraciones conocidas
incluidos en el kit (2.5, 5, 10, 20 y 40 U/mL) y se calcula con el
ATR1 software, v1.0.0 (One Lambda). El ensayo se validaba
si se obtenian valores entre 19 + 6 y 25 + 6 U/mL
(dependiendo del lote) para el control positivo y valores
inferiores a 10 U/mL para el confrol negativo. Se
consideraron positivas las muestras con valores 210 U/mL.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos se realizaron empleando el
programa IBM SPSS 19 para Windows. Para las variables
categdricas se utilizd el test exacto de Fisher, si el tamano
muestral (n) era < 30, y la chi-cuadrado de Person para n
30. Para variables cuantitativas se utilizd la prueba de la
prueba de Shapiro-Wilks (n<30) o Kolmogorov-Smirnov
(n>30) para verificar la normalidad de la distribucion. En
caso de distribucion normal se realizd comparacion de
medias utilizando un test paramétrico (t-Student) y en caso
contrario comparacion de medianas con un test no
paramétrico (U Mann-Whitney). Los valores de p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Para
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establecer la concordancia de métodos con un mismo
panel de sueros, empleamos indice Kappa (k), con la
siguiente interpretacion:

e}

o

Valores <0.20 concordancia deficiente.

Valores entre 0.21-0.40 concordancia regular.
Valores entre 0.41-0.60 concordancia moderada.
Valores 0.61-0.80 concordancia buena.

Valores>0.80 concordancia excelente.

En general consideramos que valores <0.5 denotan una
baja correlacion.

PLAN DE TRABAJO

Objetivo 1: Comparar métodos de deteccion de Ac anti-
HLA fijadores de C para determinar su relevancia clinica
en la evolucion del frasplante renal.

Para alcanzar este objetivo se utilizaron los sueros de los
pacientes correspondientes a la cohorte 1y se siguid el plan
de frabajo que se describe en la figura 15.
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\
» Registro de resultados de escrutinio y SA en muestras pre-trasplante (*)
* Registro de tipaje HLA de donantes y receptores (*)
* Determinar presencia de HLA-DSA
/
\
* Realizacion de escrutinio y SA de Ac anti-IgG1 e IgG3 y anti-Clq en
e Tatoyes muestras seleccionadas
complemento Y,
HLA XMv
\

* Estudio de variables dependientes: pérdida del injerto, nimero y tipo de
rechazo, seguin la presencia de Ac fijadores HLA-DSA

Evolucion
clinica
v

Figura 15: Plan de trabajo para el objetivo 1. El plan de trabajo consistié
como se muestra en la figura en: a) Registrar resultfados de HLA-XMv
convencional; b) Estudiar la presencia de Ac fijadores de C y c) estudiar
la relevancia clinica de los HLA-DSA fijadores en la evolucién del
frasplante.

(*) Esta determinacion se realiza rutinariamente en el Servicio de
Inmunologia del hospital Virgen de Rocio como parte del protocolo de
estudio de pacientes en lista de espera de trasplante renal.

Objetivo 2: Investigar si el polimorfismo de moléculas de
histocompatibilidad no clasicas, MICA y/o la presencia
de Ac frente a éstas condiciona la evolucién del
trasplante renal.

Para alcanzar este objetivo se emplearon los sueros y el
ADN correspondiente a los pacientes de la cohorte 2 y se
siguid el plan de frabajo que se expone en la figura 16.
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~
¢ Realizar escrutinio en muestras pre y post-trasplante
* Realizar SA en muestras pre y post-trasplante
J
N\
* Realizacién del tipaje MICA en donantes y receptores
Tipaje MICA )
~
¢ Determinar la presencia de MICA-DSA
* Estudio de incompatibilidades en moléculas MICA
J
¢ Estudio de variables dependientes: pérdida del injerto, nimero y tipo de A
rechazo, segun la presencia de Ac MICA-DSA
Vo [1lefe]g 1 © Estudio de variables dependientes: pérdida del injerto, nimero y tipo de
clinica rechazo, segln la presencia de incompatibilidades )

Figura 16: Plan de frabajo para el objetivo 2. El plan de trabajo consistio
como se muestra en la figura en: a) Determinar los Ac anti-MICA en
muestras de suero pre y post-frasplante de los receptores (escrutinio y
especificidades); b) Genofipar los alelos MICA de los donantes; c)
Redlizar el MICA, XMv y d) Analizar la relevancia clinica de MICA-XMv
positivo en la evolucién del trasplante.

Objetivo 3: Investigar si moléculas relacionadas con el
sistema renina angiotensina condicionan la evolucion del
trasplante renal.

Para lograr el estudio de Ac anti-ATR1 se ufilizaron sueros
pre y post-frasplante de los pacientes de las cohortes 1y 2.
Ademds, los pacientes de la cohorte 1 que se incluyeron
disponian de resultados de biopsia. Para el estudio de los
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polimorfismos de ERAP2 se utilizd ADN de los pacientes de la
cohorte 2. El plan de frabajo para alcanzar este objetivo fue
el siguiente (figura 17):

\
® Determinar la presencia de Ac anti-ATR1 en muestras pre y post-
trasplante
Ac anti-ATR1
J
\
¢ Realizar el genotipado de los 4 SNPs selecionados en donantes y
receptores
e Determinar los haplotipos correspondientes
Gen ERAP2 )

e Estudio de variables dependientes: pérdida del injerto, nimero y tip(—J\
de rechazo, segun la presencia de Ac anti-ATR1

* Estudio de variables dependientes: pérdida del injerto, nimero y tipo

Evolucion
clinica de rechazo, segun el haplotipo de ERAP2 )

Figura 17: Plan de trabajo para el objetivo 3. El plan de frabajo consistié
como se muestra en la figura en: a) Determinar la presencia de Ac anti-
ATR1 en muestras de suero pre y post-trasplante de los receptores; b)
Genotipar polimorfismos funcionales de ERAP2 en receptfores vy
donantes, y c) Establecer si existe relacion entre la presencia de Ac anti-
ATR1 o determinados genotipos de ERAP2 vy la evolucién del trasplante
renal.
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RESULTADOS

OBIJETIVO 1:

Comparar métodos de deteccion de Ac anti-HLA
fijadores de C para determinar su relevancia clinica en la
evolucion del trasplante renal.

A confinuaciéon se exponen los resultados relacionados con
el 1° objetivo de la presente Tesis. Las determinaciones
preliminares realizadas en este apartado se muestran en el
anexo 1. Los pacientes incluidos en esta parte del estudio se
corresponden con los de la cohorte 1, se trata de una
cohorte retrospectiva de pacientes que se frasplantaron
con XM-CDC negatfivo pero con Ac anti-HLA DSA
detectados con técnicas mads sensibles.
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ENSAYO DE ESCRUTINIO
Valor de MFI de la microesfera control positivo.

La figura 18 muestra los valores medios de MFI de la
microesfera control positivo del ensayo de escrutinio con
distintos sueros estudiados y los diferentes 2° Ac utilizados. Se
muestran también los resultados de MFI de esta microesfera
en el ensayo convencional.

25000

20000 -

15000 -

10000 -

5000 -

lgG C1q IgG1+igG3

Figura 18: MFI de la microesfera control positivo en el ensayo de
escrutinio. En el eje de abscisas se representan los valores de MFI. La
linea indica la media de cada grupo de pacientes (n=86).
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Concordancia de los 2 ensayos con los diferentes grupos de
microesferas.

Como se explicd en “Pacientes y Métodos”, en la
técnica de escrutinio se utilizan 7 grupos de microesferas
para detectar Ac anti-clase | y 5 para detectar Ac anti-
clase Il. En los sueros con Ac, el nUmero medio de grupos de
microesferas positivos en el ensayo de escrutinio con
IgG1+IgG3 era significativamente superior al detectado en
los ensayos con C1q (p<0.001 tanto para clase |, como para
clase ll). Los datos se muestran en |la tabla 10.

Tabla 10: NUmero medio de grupos de microesferas positivas en los
sueros con Ac en el ensayo de escrutinio.

CLASE | MEDIA % SD (n= 59) CLASE Il MEDIA * SD (n=72)

585+ 1.85

286 £1.41

Clg 031+£1.18 0.29 £0.64

IgG1+IgG3 2.69 £2.87 1.19 £1.52

Los valores con el ensayo convencional se muestran como referencia. SD: desviacién
tipica.

Los datos utilizados y los indices de concordancia
obtenidos con los distintos grupos de microesferas para
clase | y Il con los Ac 2° ulilizados se muestran en 10s
siguientes grupos de tablas, 11a para clase | 'y 11b para
clase ll. En dichas tablas, se puede observar que los indices
k para los ensayos de escrutinio de clase | con Clg y con
IgG1+lgG3 presentan una concordancia deficiente con
valores entre 0.07 y 0.19, para los diferentes grupos de
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microesferas. Con respecto al ensayo estdndar, el indice k
indica concordancia deficiente con el ensayo de Clqg
(valores entre 0.02 y 0.06) y regular o moderada
dependiendo del grupo con el de IgG1+IgG3 (valores entre
0.35 y 0.51). En relacién con los ensayos de clase I, los
indices k indican que los ensayos con Clqg vy IgG1+IgG3
tienen una concordancia entre deficiente y moderada
dependiendo del grupo (valores entre 0.11 y 0.50). Con
respecto  al ensayo estdndar, los indices indican
concordancia deficiente para Clqg (valores entre 0.02 y
0.19) y de regular a moderado dependiendo del grupo
para IgG1+IgG3 (valores entre 0.33 y 0.52)

Tabla 11. Concordancia de los distintos grupos de microesferas en el
ensayo de escrutinio.

a) Clasel

Grupo C1-01

IgG1+IgG3
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Grupo CI-03

+1gG3
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Grupo CI-07

IgG1+gG3

b) Clase ll
Grupo CII-01

IgG1+lgG3
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Grupo CII-04

+1gG3

N: negativo; P: positivo.

Los indices k entre los ensayos de Ac fijadores de C vy
entre cada ensayo de Ac fijjadores de C y el ensayo
convencional se muestran en la Figura 19 (19a clase |y 19b
clase ).
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a)
0,60 - C1Q vs. 1gG1+1gG3
mC1Qvs. 1gG
0,51 IgG1+lgG3 vs. IgG
0,50 - 0.48 0,46
0,43
4 0,37
0,40 0,35 0,36
v
g 0,30 -
2
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£ | 0,18 ’
0,20 0,15
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B o) I 0,04 0.05 0,03 0,04 0,04
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Cl-01 C1-02 Cl1-03 Cl-04 C1-05 Cl-06 Cl-07
b)
0,60 - C1Q vs. IgG1+gG3
B C1Qvs. g6 0,52
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Figura 19: indices k de los grupos de microesferas en los ensayos de
escrutinio a) ensayo de clase | y b) ensayo de clase Il. En la figura se
muestra el indice k entre los ensayos de Ac fijadores de C y entre cada
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uno de los ensayos fijadores de C vy la técnica convencional para cada
grupo de microesferas de clase | (a) y en clase Il (b).

Comparacion de resultados del ensayo de escrutinio.

En la tabla 12 se muestra el nUmero de sueros positivos
para clase | y clase Il en el escrutinio con los 2° Ac fijadores
de C.

Tabla 12: NOmero de ensayos de escrutinios positivos con los distintos 2°
Ac.

n=86 IgG n (%) Clqn (%) IgG1+IgG3 n (%)

CLASE| 59 (68.6) 34 (39.5)

6(7.0)

CLASE Il 72 (83.7) 15 (17.4) 37 (43.0)

Los resultados con el ensayo convencional se muestran como referencia.

La concordancia entre los ensayos de fijadores de C
para clase | se calculé con los datos de la tabla 13 y fue
deficiente para clase | (k=0.09), y regular para clase |l
(k=0.39).

Tabla 13: Datos utilizados para el cdlculo de concordancia en el ensayo
de escrutinio entre técnicas de Ac fijadores de C.

a) Clasel

CLASE [ (n=86) IgG1+igG3

POSITIVO NEGATIVO

POSITIVO

Clqg

NEGATIVO
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b) Clasell

CLASE Il (n=86) IgG1+IgG3

POSITIVO NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO

ENSAYO DE DETERMINACION DE ESPECIFICIDADES
Valor medio de MFI de la microesfera control positivo.

En la figura 20 se representan los valores de MFI de la
microesfera conftrol positivo en los ensayos de SA para clase
| (figura 20a) y clase Il (figura 20b) con los Ac 2° utilizados.

a) b)
25000 25000
L ]
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10000 Soceer” ~, *. = 10000 P m.#
(1 Se,®
oo ¥ & “epgpt e
5000 4 sep 00 o 5000 < ¢ 0yt e
Y% ™ LYY L
0 . : . 0 . . .
lgG Clq lgG1+igG3 lgG Ci1q IgG1+lgG3

Figura 20: Valores de MFI de la microesfera control positivo para el
ensayo de SA con cada uno de los 2° Ac a) ensayo de clase | y b)
ensayo de clase Il. En el eje de abscisas se representan los valores de
MFI. La linea indica la media de cada grupo. Los resultados con el
ensayo convencional se muestran como referencia.
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Valor medio de MFI de la microesfera mas positiva.

En la figura 21 se muestran los valores de MFI de la
primera microesfera positiva, o seq, la que presenta el valor
de MFI mds alto en el ensayo de SA con cada uno de los 2°
Ac, para clase | (figura 21a) y clase Il (figura 21b). No
enconframos diferencias significativas entre las técnicas de
deteccion de Ac fijadores de C ni en clase | (p=0.45) ni en
clase Il (p=0.69).

a) b)
L ]
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L ]
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e o
e 4 LT ® b
20000 - L Py 20000 o [t L
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LT TT L P T Y ] ° o (Y] . o®
° [ .'o.v. e ®
10000 ‘:‘.'::;.‘? < 10000 Seeat ole .,
PR :'-m': s e 'I. _._-,*‘
®oge® b et
0 T 04
lgG Clq lgG1+igG3 19G Clqg lgG1+igG3

Figura 21: Valores mds elevados de MFI para el ensayo de SA con cada
uno de los 2° Ac a) ensayo de clase | y 1b) ensayo de clase Il. En el gje
de abscisas se representan los valores de MFI. La linea indica la mediana
de cada grupo. Los resultados con el ensayo convencional se muestran
como referencia.

Concordancia de las 5 y 10 microesferas mas positivas.

A continuacidn se representa los indices k
correspondientes a la concordancia de las 5 primeras
microesferas positivas en el ensayo de determinacion de
especificidades para clase | (figura 22a) y para clase I
(22b). Al comparar las técnicas de Ac fijadores de C, el
indice k medio indica una concordancia regular para clase
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| (0.40) y moderada para clase Il (k=0.42). Con respecto al
ensayo estdndar, el indice k indica concordancia
moderada con el ensayo de Clqg tanfo en clase | (indice k
medio 0.46) como en clase Il (0.50) y moderada o buena
dependiendo de la clase, con el de IgG1+IgG3 (clase | 0.58
y clase 11 0.74).
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Figura 22: indices k de las 5 primeras microesferas positivas en el ensayo
de SA a) ensayo de clase | y b) ensayo de clase Il. En el eje de abscisas
se muestra el indice k. n=38. La linea media representa la media del
indice k correspondiente a cada grupo.

Realizamos el mismo andlisis para determinar la
concordancia de la 10 primeras microesferas positivas. Los
indices k medios son en general ligeramente inferiores a los
obtenidos para las 5 primeras microesferas positivas. El
indice k medio entre las técnicas de Ac fijadores de C
indica una grado de concordancia regular para clase |
(0.39) y moderado clase Il (0.50). Respecto al ensayo de
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IgG, los indices k medios indican una concordancia regular
en clase | (0.33) y moderada en clase Il (0.43) con el ensayo
de Clq, y el grado de concordancia es bueno en clase |
(0.65) y moderado en clase Il (0.51) con el ensayo de
IgG1+1gGa3.
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Figura 23: indices k de las 10 primeras microesferas positivas en el
ensayo de SA a) ensayo de clase | y b) ensayo de clase Il. En el eje de
abscisas se muestra el indice k. n=38. La linea media representa la
media del indice k correspondiente a cada grupo.

En la tabla 14 se muestra el porcentagje de
coincidencia entre las primeras 5 y 10 microesferas
detectadas por el ensayo convencional y las detectadas
utilizando los 2°Ac. Segun los resultados de la comparacion
de medias entre las muestras pareadas de los ensayo de Ac
fjadores de C, el numero medio de microesferas
coincidentes con el ensayo convencional era superior para
IgG1+IgGa3.
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Tabla 14: Comparativa del porcentaje de coincidencia de las 5 y 10
primeras microesferas del SA.

Cilq IgG1+IgG3
N° MEDIA % MEDIA %

MICROESFERAS COINCIDENCIA * COINCIDENCIA *
SD SD
43.6 +40.2 72.6+26.9

CLASE |
n=38

31.5+29.2 64.6+249 <0.001
49.0+32.2 55.8+31.2 0.191
458 £26.2 52.9 £2.44 0.049

SD: desviacién tipica.
Comparacion de resultados del ensayo de SA.

En la tabla 15 se muestra el nUmero de sueros positivos
en el ensayo de SA para clase | y clase Il con los distintos 2°
AcC.

Tabla 15: NOmero de sueros positivos en los diferentes ensayos de
determinacion de especificidades con los distintos 2°Ac.

n=86 IgG n (%) Clgn (%) IgG1+IgG3 n (%)

CLASE| 59 (68.6) 35 (40.7)

38 (44.2)

CLASE Il 67 (77.9) 30 (34.9) 31 (36.0)

Los valores con el ensayo convencional se muestran como referencia.

La concordancia entre los ensayos de fijadores de C
gue se calculd con los datos que se muestran en la tabla 16
resultd buena tanto para clase | (k=0.79) como para clase |
(k=0.67).
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Tabla 16: Datos utilizados para el cdlculo de concordancia en el ensayo
de determinacién de especificidades entre técnicas de Ac fijadores de
C.

a) Clasel

CLASE | (n=86) IgG1+IgG3

POSITIVO NEGATIVO

POSITIVO
Cilqg

NEGATIVO

b) Clasell

CLASE Il (n=86) IgG1+igG3

POSITIVO NEGATIVO

POSITIVO

\[€7.])"/o)

COMPARACION CON TECNICA DE CDC

A continuacion se muestran los resultados obtenidos al
comparar los 2 tipos de 2° Ac fijadores de C, con los datos
de CDC. Sdlo se reqlizd la comparacion con el ensayo de
SA de clase |, por dos motivos: a) la técnica de CDC auna
escrutinio y determinacion de especificidades y b) soélo
disponiaomos de datos de CDC frente a células T. Los
resultados obtenidos con las diferentes técnicas para los 69
sueros utilizados, se muestran en la figura 24. Con estos datos
se calcularon los indices de concordancia que fueron
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buenos tanto para Clg como para IgG1+IgG3 (k=0.67 y
k=0.72, respectivamente).

38 (55.1%) 2 (2.9%)
CDC
4 (5.8%) 0(0.0%)
17

(24.6%)

Anti- .
1gG1+1gG3 3(4.4%) Anti-Clqg

4(5.8%) 1(1.4%)

Figura 24: Comparacién de técnicas de asignacion de especificidades
de Ac anti-HLA fijadores de C. La figura representa los resultados de
concordancia obtenidas para clase | con 69 sueros en los ensayos de
CDC y SA conlos 2 Ac fijadores de C.

COMPARACION DE XMv

Los resultados del porcentaje de XMv positivos para
cada uno de los 2° Ac fijadores de C se muestran en la
figura 25.
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70 ~ 65,9

0 | CLASE |

50 ™ CLASE Il
50 -

%
22,1

20 | 17,4

12,8 11,6

10 A

IgG IgG1+1gG3 c1Q

Figura 25: Porcentaje de sueros con XMv positivo con cada uno de los 2°
Ac. Se muestra el porcentaje de sueros en los que se detectaron HLA-
DSA anti-clase | y anti-clase Il con cada uno de los 29 Ac. Los resultados
del ensayo convencional se muestran como referencia.

En la tabla 17 se muestra los datos utilizados para
calcular el indice de concordancia enfre las distintas
técnicas para detectar Ac anti-HLA DSA de clase |, que
resulté moderado para clase | (k=0.60, tabla 20a) y bueno
para clase Il (k=0.67, tabla 20b).



98 \ Relevancia clinica de los anticuerpos en el trasplante renal

Tabla 17: Datos utilizados para el cdlculo de concordancia entre las dos
técnicas de deteccién de Ac anti-HLA DSA fijadores de C.

a) Clase |

CLASE | (n=86) IgG1+IgG3

POSITIVO NEGATIVO

POSITIVO

\[€7.])"/o)

b) Clase ll

Clase Il (n=86) IgG1+IgG3

POSITIVO NEGATIVO

POSITIVO

\[€7.])"/o)

Seguidamente, en la tabla 18 se muestran los valores
medios de MFI obtenidos en el ensayo convencional para la
microesfera DSA en relacion con la deteccion o no de Ac
anti-HLA DSA en cada uno de los ensayos de Ac fijadores
de C. En los casos en los que el XMv con los 2° Ac fijadores
de C resultd positivo, los valores de MFI de dicha
microesfera DSA eran mds elevados en el ensayo
convencional, sobre todo en clase |I.
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Tabla 18: Valores medios de MFI en el ensayo convencional para la
microesfera DSA y detecciéon de DSA en cada uno de los ensayos de Ac
fijadores de C.

4805.92 + 4299.79

7982.05 £ 6650.53

Clq 0.081
n=19 n=24
CLASE |
10564.36 £ 7187.38 4712.28 £ 4140.31
IgG1+lgG3 0.025
n=11 n=32

16023.30 + 4793.99 6637.98 + 5894.46

Clq <0.001
n=10 n=45
CLASE Il
15498.33 £ 7461.09 5661.68 £3991.60
IgG1+I1gG3 <0.001
n=15 n=40

Se muestran los valores de MFI + SD y el nUmero de sueros (n) de cada grupo.

Ac FIJADORES DE C Y EVOLUCION EN EL TRASPLANTE

Los pacientes se clasificaron en funcidn de la
presencia/ausencia de Ac anti-HLA DSA detectados por
uno o ambos ensayos de deteccidon de Ac fijadores de C.
La tabla 19 muestra la incidencia de rechazo y pérdida del
injerto en relacion con la presencia/ausencia de Ac anti-
HLA DSA de clase | fijadores de C durante el periodo de
seguimiento de estos pacientes. Aunque se aprecia una
tasa de AMR y pérdida del injerto ligeramente mdas elevada
en los pacientes con Ac anti-HLA DSA IgG1+IgG3, estas
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diferencias no llegaron a alcanzar la significaciéon
estadistica.

Tabla 19: Evolucién del trasplante y Ac anti-HLA DSA de clase | fijadores
de C.

{052 NR,n  AMR,n

CLASE | (%) (%)

PI, n (%)

I9G 17 (48.6) 10(28.6) 6(17.1) 2(57) 8 (22.9)

Clgq 17 9 (53.0) 4(235)  4(23.5) 0 (0.0) 4(23.5)

leifdf[exB 10 5 (50.0) 3 (30.0) 2(20.0) 0 (0.0) 3 (30.0)

IgG1+IgG3

10 5(50.0) 3(30.0) 2(20.0) 0(0.0) 3 (30.0)
y Clg

IgG1+IgG3
o Cilq

17 9(53.0) 4 (23.5) 4(23.5) 0 (0.0) 4 (23.5)

Sin DSA
leifd[[ex™ 61 @ 35(57.4) 13 (21.3) 6 (9.8) 7 (11.5) 16 (26.2)
ni Clq

(*) No disponiamos de datos de rechazo de 5 pacientes y ofros 3 se eliminaron del estudio
porque no disponiamos de determinacién de SA con Clq y eran positivos para SA con
IgG1+IgG3. AMR: rechazo mediado por Ac; NR: no rechazo; Pl: pérdida del injerto; TCMR:
rechazo mediado por células T.

En la tabla 20 se muestra la evolucion del trasplante
segun la presencia/ausencia de Ac anti-HLA DSA de clase |l
fijadores de C. Aunque se aprecia una tasa de AMR mdas
elevada en los pacientes con Ac anti-HLA DSA fijadores de
C, tanto Cl1g como IgG1+IgGa3, las diferencias no llegaron a
alcanzar la significacion estadistica.
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Tabla 20: Evolucién del trasplante y Ac anti-HLA DSA de clase Il fijadores
de C.

HLA-DSA NR, n AMR,n  TCMR, n AMR +

(79) (%) (%) TCMR, n (%)

Pl, n (%)

CLASE II

I9G 29 (56.9)  11(21.6)  5(9.8) 6(11.7) 14 (27.4)
Clq 10 4(400) 4(400)  0(0.0) 2 (20.0) 2 (20.0)

Flafitlcl 14 6(429) 6(429)  1(7.0) 1(7.0) 3(21.4)

IgG1+1gG3 [N 4 (44.4) 4 (44.4) 0 (0.0) 1(11.2) 2(222)
y Clq

SSBER 15 o000 61400 1(67)  2(133)  3(200)
o Cilq
Sin DSA

Fleibillecl 63 36(57.1)  11(17.5) 10(15.9) 6 (9.5) 19 (30.1)

ni Clq

(*) No disponiamos de datos de rechazo de 5 pacientes y otros 3 se eliminaron del estudio
porgue no disponiamos de determinacién de SA con Clqg y eran positivos para SA con
IgG1+IgG3. AMR: rechazo mediado por Ac; NR: no rechazo; Pl: pérdida del injerto; TCMR:
rechazo mediado por células T.

Los datos de evolucion global segun
presencia/ausencia de Ac anfi-HLA DSA, se muestran en la
tabla 21. Aunque se observa una tasa de AMR ligeramente
mas elevada en los pacientes con Ac anti-HLA DSA fijadores
de C, sobre todo IgG1+IgG3, las diferencias no alcanzan
significacion estadistica.
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Tabla 21: Evolucién del trasplante y Ac anti-HLA DSA con diversos Ac 2°.

AMR, n TCMR, n AMR+

HLA-DSA n*  NR,n (%) TCMR,n  PI, n (%)

(%) (%) (%)

I9G | 42 (55.3)

17(22.3) 10 (13.2) 20 (26.3)

Clq 22 11 (50.0) 6 (27.3) 3 (13.6) 2 (9.1) 6 (27.3)

19G1+igG3- 2 10 (45.5) 8 (36.4) = 3(13.4) 1 (4.5) 6 (27.3)

IgG1+IgG3

19 9 (47.4) 6(31.6)  3(15.8) 1(5.2) 5 (26.3)
y Clg

IgG1+IgG3

25 12 (48.0) 8 (32.0) 3 (12.0) 2 (8.0) 7 (28.0)
o Cilq

Sin DSA
IgG1+IgG3 51 30 (58.8) 9 (17.7) 7 (13.7) 5(9.8) 13 (25.5)
ni Clqg

(*) No disponiamos de datos de rechazo de 5 pacientes y ofros 5 se eliminaron del estudio
porque no disponiamos de determinacién de SA con Clq y eran positivos para SA con
IgG1+IgG3. AMR: rechazo mediado por Ac; NR: no rechazo; Pl: pérdida del injerto; TCMR:
rechazo mediado por células T.
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OBIJETIVO 2:

Investigar si el polimorfiimo de moléculas de
histocompatibilidad no clasicas, MICA y/o la presencia
de Ac frente a éstas condiciona la evolucién del
frasplante renal.

En este apartado se detallan los resultados correspondientes
al 2° objetivo de la presente Tesis Doctoral. En primer lugar,
se describen los resultados correspondientes al genotipado
de alelos MICA y posteriormente los referentes al estudio de
Ac anti-MICA.

GENOTIPADO MICA
Distribucion de alelos.

Se genotiparon un total de 141 receptores incluidos en
la cohorte 2, cohorte prospectiva de pacientes
trasplantados recogida en 2 periodos de tiempo. Se
incluyeron también 85 donantes correspondientes al mismo
periodo de tiempo. Un total de 7 muestras: 3 donantes y 4
receptores, no pudieron genoftiparse por mala calidad o
escasez de muestra de ADN.

En nuestro estudio se enconfraron un total de 18 alelos
MICA en receptores y 16 alelos en donantes de los 101
alelos descritos (tabla 22). El alelo mds frecuente fue
MICA*008, tanto en donantes (frecuencia alélica, FA=0.298)
como en receptores (FA=0.209), si bien, la FA resultd
significativamente disminuida en el grupo de receptores (p=
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0.04). Ofros alelos que resultaron frecuentes en nuestra

poblacion (FA>0.10 en alguno de

los grupos) fueron

MICA*002, MICA*004 y MICA*009?, siendo la frecuencia de
este Ultimo significativamente mds alta en pacientes
(0=0.01). El resto de alelos presenta FA<0.10 tanto en
donantes como en receptores.

Tabla 22: Distribucion de alelos MICA en nuestra poblacién.

POBLACION
g e o
2n=308
6 (0.021) 4 (0.024) 24 (0.079)
42 (0.149) 20 (0.118) 50 (0.162)
53 (0.188) 33 (0.194) 46 (0.150)
2 (0.007) 3(0.018) -

- - 1 (0.007)
7 (0.025) 5 (0.029) 4(0.012)
59 (0.209) 50 (0.294) 0.04 78 (0.253)
46 (0.163) 13 (0.076) 0.01 22 (0.071)
5(0.018) 4 (0.024) 14 (0.046)
14 (0.050) 10 (0.059) -

6 (0.021) 3(0.018) .
2 (0.007) 0 (0.000) 8 (0.025)
8 (0.028) 5 (0.029) 22 (0.071)
4(0.014) 4 (0.024) 4(0.012)
11 (0.039) 7 (0.041) 8 (0.025)
11 (0.039) 2 (0.012) .

- - 4(0.012)
4(0.014) 5 (0.029) 8 (0.025)
1 (0.004) 0 (0.000) 4(0.012)

- - 4(0.012)
1 (0.004) 0 (0.000) -

- - 1 (0.007)

- - 1 (0.007)
0 (0.000) 2 (0.012) 1 (0.007)

FA: frecuencia alélica. Las FA de los diferentes alelos MICA en poblacion esparola se
muestran como referencia (Lucas y col. 2008).
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Variante MICA A5.1.

En el presente estudio, sdlo se encontrdé uno de los
cuatro alelos A5.1, concretamente MICA*008, cuya FA,
como se ha dicho en el pdrrafo anterior, se encontrd
significativamente disminuida en el grupo de pacientes. En
la tabla 23 se muestra el nUmero de donantes y receptores
homocigotos y heterocigotos para esta variante y el nUmero
de pacientes que se trasplantaron con 1 &6 2
incompatibilidades MICA A5.1.

Tabla 23: Frecuencias genotipicas de MICA A5.1 y nimero de
incompatibilidades recibidas.

INCOMPATIBILIDADES

MICA AS5.1

RECIBIDAS*
n | 2(%) 1(%) 0 (%) 1(%) 2 (%)

O 85 | 5(59) 40 (47.1) = 40 (47.1)
37 (27.0) 5 (3.6)

W 141 | 5(35) 49 (34.8) 87 (617)

D: donantes; R: receptores. (*) En total 137 parejas donante-receptor.

En la tabla 24 se muestra la tasa de pérdida de injerto
y rechazo segun el niUmero de copias de MICA A5.1. Como
se puede observar en dicha tabla, los 6 pacientes que
perdieron el injerto habian sido frasplantados de donantes
heterocigotos (p<0.01).
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Tabla 24: Evolucién en el frasplante y MICA A5.1.

NO
COPIAS n

AMRn TCMRn AMR+TCMR
(%) (%)

INJERTOS [ o0 [ 66 9 (6.6)
n=136 62  1(07) 3(22) 2 (1.5) 6 (4.4)
8 0(00) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
RECEPTORES 87 3(21) 8(57) 2 (1.4) 2 (1.4)
n= 141 49  2(1.4) 5(3.5) 1(0.7) 3(2.1)
5 0(00) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
N® 95  5(3.6) 10(7.3)  2(1.5) 3(2:2)

INCOMPATIBILIDADES

A5.1 RECIBIDAS 37 .0(00 2(1.5) 1(07) 3(2.2)
n=137 5 0(00) 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

AMR: rechazo mediado por Ac; Pl: pérdida del injerto; TCMR: rechazo mediado por células
T.

Polimorfismo aminodcido 129.

En la tabla 25 se muestra la distribucion del
polimorfismo del aminodcido 129 en receptores y donantes.
No se enconfraron diferencias significativas en la distribucion
de este polimorfismo entre ambos grupos.

Tabla 25: Frecuencia del polimorfismo en el aminodcido 129.

‘ 129M/129M 129M/129V 129V/129V
i 385 10 (11.8) 37 (43.5) 38 (44.7)
N 141 16 (11.3) 60 (42.6) 65 (46.1)

D: donantes; R: receptores.
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A continuacioén se representan los datos de evolucion
del trasplante en relacién al polimorfisimo del aminodcido
129 en donantes y receptores. Como se puede observar en
la tabla 26, los pacientes trasplantados de donantes con 1 o
2 copias del aminodcido 129M presentan con mayor
frecuencia rechazo de tipo TCMR (13.5%) que los pacientes
trasplantados de donantes con 129V (3.2%), aunque no se
alcanza la significacion estadistica, p=0.06; OR 4.7 IC 95%
[1.0-22.3]. Siendo mayor la incidencia de TCMR en los
trasplantados con 2 copias (21.4%) vs. 11.7%, en los
trasplantados con 1 copia. También se observd que los
pacientes tfrasplantados con incompatibilidad 129M sufrian
mayor tasa de TCMR (22.6%) que los que no reciben
ninguna incompatibilidad 129M (4.8%), p=0.006; OR 5.8 IC
95% [1.7-19.8]. Ademds, la incidencia de TCMR es mayor
enfre los que reciben 2 incompatibilidades (33.3%) que entre
los que reciben sélo 1 (20.0%).
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Tabla 26: Polimorfismo del aminodcido 129 y evolucion del trasplante.

NO
COPIAS n

AMR  TCMR AMR+TCMR
(%) (7%)

INJERTOS

RECEPTORES

INCOMPATIBILIDADES
129M RECIBIDAS

n=135

AMR: rechazo mediado por Ac; Pl: Pérdida de injerto; TCMR: rechazo mediado por células
T.

ESTUDIO DE Ac ANTI-MICA

Se reaqlizd escrutinio de Ac anti-MICA en un suero pre-
frasplante y un suero post-frasplante de 151 pacientes de la
cohorte 2. Siguiendo el mismo esquema que en el caso de
los Ac anti-HLA, por tanto, solo se realizd el estudio de
especificidades en aquellos casos en los que la muestra de
suero resultd positiva en el escrutinio, incluyendo también las
muestras con resultados en drea gris, pero considerdndolas
aparte y siempre que se dispusiera de ADN del receptor y
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del donante para realizar el genotipado MICA. En la figura
26 se muestra un esquema de los resultados (Figura 26a
sueros pre-frasplante y 26b sueros post-frasplante).

a) Pre-trasplante

ESCRUTINIO
151

SA

27* (17.9%)

AREA GRIS
10 (6.6%)

POSITIVOS
18 (11.9%)

NEGATIVOS
123 (81.5%)

POSITIVOS

8(5.3%)

NEGATIVOS
19 (12.6%)

(*) En 1 de los sueros positivos no se realizd el estudio de SA por no
disponer de muestra de ADN del donante.

b) Post-trasplante

ESCRUTINIO
151

SA

17* (11.3%)

AREA GRIS
4 (2.6%)

POSITIVOS
16 (10.6%)

e POSITIVOS

7 (4.7%)

131 (86.8)

NEGATIVOS
10 (6.6%)

(*) En 3 de los sueros positivos no se realizd el estudio de especificidades,
en un caso por falta de muestra y en 2 por no disponer muestra de ADN

del donante.

Figura 26: Esquema y resultados del estudio de Ac anti-MICA. Se
muestran los resultados de los sueros pre-frasplante (26a) y post-

frasplante (26b).

Cabe destacar que 6 de los 7 sueros positivos en el
post-trasplante en el ensayo de SA pertenecian a pacientes
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que ya mostraban resultados positivos en el suero pre-
trasplante, por tanto, solo en un caso, se trataba de Ac
desarrollados de novo. Ademds, 2 pacientes perdieron los
Ac anti-MICA detectados en el suero pre-trasplante en el
periodo post-trasplante y sélo en 1 suero con resultado de
escrutinio en drea gris se detectaron especificidades en el
estudio de SA, este suero pertenecia al grupo de muestras
post-tfrasplante.

En la tabla 27 se resumen los datos de las parejas
receptor/donante en los 9 casos en los que se detectaron
especificidades anti-MICA en el suero del receptor. Como
se puede observar en la tabla, sélo 4 pacientes
presentaban anti-MICA DSA, en 3 casos estos Ac aparecian
en el suero pre-trasplante y se mantenian después del
trasplante, y en 1 caso se detectaban después del
trasplante (de novo). Destacar que los 3 pacientes con Ac
anti-MICA DSA pre-trasplante presentaban algin evento
sensibilizante previo al trasplante, ya que, 2 habian recibido
alguna transfusion y 2 eran retrasplantados. El paciente que
desarrollé Ac anti-MICA-DSA de novo, no presentaba Ac
anti-HLA y no habia constancia de eventos sensibilizantes
anteriores al trasplante.
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Tabla 27: Genotipado MICA de las parejas donante/receptor y
descripcion de especificidades.

GENOTIPO MICA ANTI-MICA
DSA PRE-  DSA POST-
RECEPTOR DONANTE ESPECIFICIDAD ORI TR
*009/- *019/0529 011,016 No No
001, 002, 007, 011,
*004/008 *002/008 012,015,017, 018, Si Si

029, 030, 036, 037,
041, 043, 046, 050

001, 004, 005, 006,

007, 008, 009, 012,

(*) *002/008 016,018,019, 024, Si Si

028, 029, 033, 037,
042, 051

004, 005, 006, 008,
*002/- *004/027 @ 009, 016, 019, 024, No Si
028, 033, 037, 051

002,011, 015,017,
*| * 4
004/009 004/008 030, 036, 041, 046, 050 No No

*006/018 *008/018 011 No No
*004/008 *008/- 001 No No
008, 016, 019, 033, . .

*, 3k
009/018 004/008 037, 042 Si Si
*002/004 *008/017 012,018 No No

Ac anti MICA*052=anti MICA*002 y anti MICA*027= anti MICA*008. (*) No se pudo realizar el
genofipado por mala calidad de la muestra. Se han marcado en negrita los MICA-DSA.

En cuanto a la relacidn entre la presencia de Ac anti-
MICA vy la evolucidon del frasplante, los resultados se
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muestran en la tabla 28. Como se detectaron Ac anti-MICA
en pocos pacientes y en la mayoria de los casos los Ac se
detectaban antes del trasplante y se mantenian en el
periodo post-frasplante, se agruparon los resultados para el
andlisis. Como se puede observar en la tabla, el 15.3% de los
pacientes con Ac anti-MICA detectados en el escrutinio,
pierden el injerto frente a un 3.2% de los pacientes sin Ac,
pP=0.03; OR 5.51C 95% [1.3-23.4].

Tabla 28: Evolucion del trasplante y Ac anti-MICA detectados por el
escrutinio.

AMR,n  TCMR,n  AMR+TCMR,
(7) (7) n (%)

NR, n (%)

PI, n (%)

22 (84.6)

2(7.7) 4 (15.3)

125  105(84.0) 3(2.4) 14(11.2) 3 (2.4) 4(3.2)

AMR: rechazo mediado por anticuerpos; NR: no rechazo; Pl: pérdida del injerto; TCMR:
rechazo mediado por células T.

Esta asociacion seria independiente de la presencia de anti
HLA-DSA, segun los resultados del andlisis multivariante
realizado con los datos que se muestran en la tabla 29.



Tabla 29: Andlisis multivariante Ac anti-HLA-DSA y Ac anti-MICA.
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Ac ANTI- . Ac ANTI-
HLA-DSA MICA
Positivo Positivo 4 25.00 12.33 0.05
Positivo | Negativo 12 8.33 3.36 0.31
Negativo = Positivo 23 13.00 5.55 0.04
Negativo  Negativo 114 2.60 1.00 -

Pl: pérdida del injerto.

En la siguiente tabla (tabla 30) se muestran los
resultados de los Ac anti-MICA detectados por SA y su
relacion con la evolucién del trasplante. Al igual que para el
escrutinio se agruparon los resultados obtenidos en el
estudio pre-trasplante y post-frasplante. Aunque se observa
que los pacientes con Ac anfi-MICA presentan un
porcentaje mayor de pérdida del injerto (11.1%) respecto a
los pacientes sin Ac (5.0%), no se alcanza la significacion
estadistica.

Tabla 30: Evolucion del trasplante y Ac anti-MICA detectados por SA.

NR, n AMR, n
(%) (%)

TCMR, n
(7)

AMR+ TCMR,

n (%) Pl, n (%)

8 (88.9)

1(11.1) 1(11.1)

141 e 5(3.6)

83.7) 15 (10.6) 3(2.1)

7 (5.0)

(*) En 1 de los sueros positivos no se realizd el estudio de SA por no disponer de muestra de
ADN del donante. AMR: rechazo mediado por anticuerpos; NR: no rechazo; Pl: pérdida del
injerto; TCMR: rechazo mediado por células T.
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En la tabla 31 se muestran los datos de evolucion de
los pacientes con o sin Ac anti-MICA-DSA, como se ha dicho
anteriormente solo 4 pacientes tenian MICA-DSA vy
Unicamente uno de ellos los habia desarrollado de novo,
por lo que para el andlisis se agruparon los datos pre y post-
trasplante. Aunque se observd que el grupo de pacientes
con Ac anti-MICA DSA presentaba mayor tasa de pérdida
del injerto que los pacientes sin DSA (25% vs. 4.8%), no se
alcanza la significacion estadistica. Destacar que el
paciente que desarrolld Ac anti-MICA DSA de novo, no
sufrid durante el periodo de seguimiento ni episodios de
rechazo ni pérdida del injerto.

Tabla 31: Evolucién del trasplante y Ac anti-MICA-DSA.

Anti- Sin Pérdida
MICA rechazo,

AMR, n TCMR, n AMR+

dellinjerto, n#*
DSA n (%) (%) (VA TCMR, n (%) n (%)

s 4 (100.0) 0 (0.00) 1 (25.0)

NO 123 (83.7) 5 (3.4) 16 (10.9) 3 (2.0) 7 (4.8) 147

AMR: rechazo mediado por anticuerpos; TCMR: rechazo mediado por células T. De los
pacientes con Ac antfi-MICA DSA, ninguno presentaba Ac anti-HLA DSA.
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Investigar si moléculas relacionadas con el sistema

renina angiotensina condicionan

trasplante renal.

En este

apartado

la evolucion del

describen los resultados

correspondientes al objetivo 3. En primer lugar se exponen

los relacionados con el

estudio de Ac anti-ATR1, y a

continuacion, los correspondientes al estudio de genotipos

de ERAP2.

Ac ANTI-ATR1

En este estudio se incluyeron 216 pacientes que forman
parte de las cohortes 1 y 2. Los resultados del estudio en el
suero pre y post-trasplante se muestran en la figura 27.

40
35
30
25
9% 20
15

10

37,3

18,7

Cohorte 1

Ac anti-ATR1 Pre-Tx

B Ac anti-ATR1 Post-Tx

16,3

7,8

Cohorte 2
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Figura 27: Ac anti-ATR1 en sueros pre y post-trasplante. En la figura se
representa el porcentaje de pacientes con Ac anti-ATR1 en los sueros
pre y post-frasplante de la cohorte 1 (retrospectiva) y de la cohorte 2
(prospectiva). Pre-Tx: pre-tfrasplante; Post-Tx: post-frasplante.

En cuanto a la presencia de Ac anti-ATR1, se
detectaron diferencias significativas entre las dos cohortes
de pacientes. Los pacientes incluidos en la cohorte
refrospectiva presentaban con mayor frecuencia Ac anti-
ATRT que los de la prospectiva, tanto en el suero pre-
trasplante (37.3% vs. 16.3 p=0.001), como en el post-
trasplante (18.7% vs. 7.8%, p=0.017). Destacar que soélo en 4
casos de los 25 en los que se detectaron Ac anti-ATR1 en el
suero post-tfrasplante, aparecian de novo, el resto de los
pacientes presentaban estos Ac en el suero pre-trasplante.
De los 51 pacientes que presentaban Ac pre-trasplante, 30
los perdieron en el periodo post-trasplante.

En lo que respecta a la relaciéon entre la presencia de
Ac anti-ATR1 y la evolucion del trasplante, los resultados se
muestran en la tabla 32. No se observo asociacion entre la
presencia de Ac anti-ATR1 previos al trasplante y la pérdida
del injerto o cualquier tipo de rechazo. Ninguno de los 4
pacientes que desarrollaron Ac anti-ATR1 de novo sufrid
pérdida del injerto, si bien, 3 de ellos sufrieron algun episodio
de rechazo, uno AMR, ofro TCMR vy el ofro rechazo mixto.
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Tabla 32: Evolucion del trasplante y Ac anti-ATR1 preformados.

s NR,n  AMR,n

COHORTE  ANTI- n PI, n (%)

ATRI (%) (%)

14 (50.0) 1(3.6) 11 (39.3) 4(14.3)

47 21 (447) 6(12.8) 12(255) 8(17.0) 9 (19.1)

23 19(82.6) 1(44) 3(130) 0(0.0) 2(87)

118  98(83.0) 4(3.4) 12(102) 4 (3.4) 5 (4.2)

AMR: rechazo mediado por Ac; NR: no rechazo; Pl: pérdida del injerto; TCMR: rechazo
mediado por células T.

En cuanto a la coexistencia de anti-HLA DSA y Ac
anti-ATR1 previos al frasplante, los resultados del andilisis de
evolucioén del frasplante se muestran en la tabla 33.

Tabla 33: Ac anti-ATR1 y HLA-DSA preexistentes y evolucién del
frasplante.

A fi- A fi- AMR, n
c anti c anfi NR, n (%)

HLADSA  ATR1 (%)

Negatfivo . Negativo | 144 = 114 (79.1) 3(2.1) 20 (13.9) 7 (4.9) 9 (6.3)

11

Negafivo  Posivo 41 29(707)  T(28) .0

0(0.0) 4(9.8)

5 5

Posifvo Negafivo 21 5(238) | 7(@331°  40%.1) ,ru pa

2 2

.y + b
Positivo.  Posifivo 10 4 {40.0) T (100)= = 3(30.0)> o5 5c 20,0

AMR: rechazo mediado por Ac; DSA: Ac donante especificos; NR: no rechazo; Pl: pérdida
del injerto; TCMR: rechazo mediado por células T. (a) p<0.001; OR 15.7 IC 95% [4.4-56.4]. (b)
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p=0.04; OR 2.2 IC 95% [1.0-4.7]. (c) p=0.001; OR 7.4 IC 95% [2.4-23.0]. (d) p=0.01; OR 3.8 IC
95% [1.4-10.4].

Como se observa en la tabla, los episodios de AMR
(p<0.001; OR 15.7 IC 95% [4.4-56.4]), rechazo mixto (p=0.001;
OR 7.4 1C 95% [2.4-23.0]) y las pérdidas de injerto (p=0.01; OR
3.8 1C 95% [1.4-10.6]), se asocian a la presencia de HLA-DSA
en el pre-frasplante. Sin embargo, el TCMR es mds frecuente
entre pacientes con Ac anti-ATR1 independientfemente de
la coexistencia o no de HLA-DSA (p=0.04; OR 2.2 IC 95% [1.0-
4.71).

Por ofra parte, observamos que el fiempo que
frascurre desde que un paciente es trasplantado hasta que
se readliza la biopsia por indicacion clinica, es inferior en
pacientes con Ac anti-ATR1 previos al trasplante que en
pacientes sin Ac, (mediana de 13 dias [9-53] vs. 21 dias [12-
92], p=0.03). Circunstancia que no se observa para los Ac
anfi-HLA DSA pre-frasplante, (la mediana de dias hasta
biopsia es la misma que para pacientes con y sin Ac anti-
HLA DSA 19 dias [10-77] vs. 19 dias [11-80], p=0.92). Ademds,
los pacientes con Ac anti-ATR1 presentan mayor grado
medio de vasculitis (0.53) que los pacientes con Ac anti-HLA
DSA (0.33), o que los pacientes que no presentan Ac frente
a anfigenos HLA o ATR1 (0.24), p=0.005. No se detectd
asociaciéon entre la presencia de C4d en las biopsias y los
Ac anti-ATR1.
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GENOTIPOS ERAP2

El genotipado de los 4 SNPs correspondientes al gen ERAP2
se realizd en 119 receptores y 79 donantes de las cohorte 2.
Las tasas de genotfipado de todos los marcadores fueron
superiores al 90%. Los datos referentes a la distribucion de
alelos y genotipos de los 4 SNPs incluidos en el estudio se
muestran en la tabla 34. No se observaron diferencias
significatfivas en la distribucion de alelos ni de genotipos
entre receptores y donantes para ninguno de los 4 SNPs
estudiados.
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Tabla 34: Distribucion de los alelos y genotipos de ERAP2 en receptores y
donantes.

GENOTIPO
SUJETOS MA

WAl 1/2 2/2

1s2549782
152548538

152248374
1s2287988

D: donantes; MA: minor allele; MAF, minor allele frequency R: receptores.

El desequilibrio de ligamiento entre estas 4 variantes es
completo, por ello, combinando las 4 variantes estudiadas
soélo se encuentran 2 haplotipos, A y B, que se corresponden
con los descritos por el grupo de Andrés (Andrés y col. 2010).
No se observaron diferencias en la distribucion de estos
haplotipos entre donantes y receptores (tabla 35).
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Tabla 35: Frecuencia de haplotipos de ERAP2.

DONANTES RECEPTORES
HAPLOTIPO
n=79 n=119

1s2548538
1s2248374
1s2287988

N
0
N
O~
<
12}
N

%)

—

El haplotipo B no produce proteina.

Tampoco se observaron diferencias entre el grupo de
donantes y receptores en cuanto a la distribuciéon de los
genotipos AA, AB y BB (tabla 36).

Tabla 36: Frecuencia de genotipos de ERAP2.

DONANTES RECEPTORES

GENOTIPOS
n=79 n=119

AA 18 (0.23) 31 (0.26)

AB 31 (0.39) 50 (0.42) 0.77

BB 30 (0.38) 38 (0.32) 0.44

A continuacion se analizd la distribucion de genotipos
de ERAP2 en relacion con la produccion de Ac anti-ATR1.
Segun los resultados que se muestran en la tabla 37, no se
detectaron diferencias significativas, si bien, la produccion
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de Ac anti-ATR1 es mds frecuente entfre pacientes con
genotipos AA (22.6%) o AB (14.0%) que entre pacientes BB
(7.9%).

Tabla 37: Distribucion de genotipos de los receptores en relacién con la
deteccién de Ac anti-ATR1 previos al trasplante.

SIN Ac CON/Ac

GENOTIPO ANTI-ATR1 ANTI-ATR1

OR (IC 95%)

n=102 n=17

AA 24 (77.4%) 7 (22.6%) 2.27 [0.78-6.62]

AB 43 (86.0%) 7 (14.0%) 1 0.96 [0.34-2.72]

BB 35 (92.1%) 3 (7.9%) 026 0.41[0.11-1.52]
JEESERC AN E 67 (827%) 14 (17.3%) 2.44 [0.66-9.06]
PROTEINA (AA+AB)
0.26
AUIA Y 35 (92.1%) 3 (7.9%) 0.41 [0.11-1.52]

PROTEINA (BB)

Para finalizar, se analizé la influencia de ERAP2 en la
evolucidon del trasplante. Los resultados se muestran en la
tabla 38, no se detectd influencia de este polimorfismo en la
evoluciéon del frasplante.
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Tabla 38: Genotipos de ERAP2 y evolucién del trasplante.

AMR+
GENOTIPO NR n (%) TCMRn  PIn (%)

(%)

AA 29 (93.6) 1(3.2)

AB 50  38(760) 2(40) 8(160) 2 (4.0) 1 (2.0)

BB 38 31(81.6) 2(53) 4(10.5) 1(2.6) 1(2.6)

PRESENCIA DE
PROTEINA 81 67(82.7)  3(37) 9(11.1) 2(2.5) 1(1.2)
(AA+AB)

AUSENCIA DE
PROTEINA (BB)

38 31(81.8) 2(53) 4(10.5) 1(2.4) 1(2.6)

AMR: rechazo mediado por Ac; DSA: Ac donante especificos; NR: no rechazo; Pl: pérdida
del injerto; TCMR: rechazo mediado por células T
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Discusion

DISCUSION

La relevancia de los HLA-DSA en el trasplante renal se
conoce desde que Patel y Terasaki demostraron que un
CDC-XM positivo causaba rechazo hiperagudo en la
mayoria de los casos, y esta determinacion se incluyd como
prueba previa a trasplante renal para evitar este problema
(Patel R y col. 1969, Terasaki Pl y col. 1971). Mucho mds
reciente es la infroduccién de ofro fipo de determinaciones
para demostrar la presencia de HLA-DSA en el suero de
pacientes candidatos a frasplante. Estas determinaciones,
basadas en técnicas no celulares, son mds sensibles vy
especificas, sin embargo, su relevancia clinica es mads
cuestionable. Los pacientes con CDC-XM negativo que
presentan HLA-DSA detectados con estas técnicas sufren,
en general, mds episodios de rechazo y tienen peor
supervivencia del injerto, pero estos problemas no son
generales, y determinadas cuestiones no han sido
solucionadas hasta el momento.

125
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Una de estas cuestiones estd relacionada con la
propiedad de fijar C que presentan la IgM, la IgGT vy la IgG3.
Los ensayos no celulares que se utilizan de manera habitual
para la deteccidon de Ac anti-HLA utilizan como 2° Ac una
anti-lgG y, por tanto, detectan todas las subclases de IgG,
mientras que con la CDC se detectan IgM, IgG1 e IgG3.
Actualmente existen ensayos en el mercado que permiten
la deteccion de Ac anti-HLA fijadores de C mediante la
determinacion de especificidades con moléculas HLA
recombinantes preincubando los sueros con moléculas de
la cascada del C, como Clg y C3d (Chen G y col. 2011,
Almahri A 'y col. 2012). La activacién de la cascada del C
por la via clasica requiere fres niveles secuenciales: 1)
estabilizacion del complejo antigeno-Ac; 2) cambio
conformacional en el Ac que permite la exposicion del sitio
de unidn de la molécula Clqg y formacion de un complejo
enfre el Ac y la molécula de Clg; y 3) cambio
conformacional del Clg unido al complejo antigeno-Ac
que activa Clqgrs, que a su vez activa a C4y C2, y al resto
de componentes de la cascada del C, lo que conduce
finalmente a la lisis celular. Podemos encontrar varios
patrones de reactividad en funcién de los resultados de las
diferentes técnicas de deteccion de Ac anfi-HLA. Asi,
enconfrariamos sueros que resultan positivos en el ensayo
convencional con Luminex® IgG pero negativos en las
determinaciones Luminex® Clqg y CDC. En los sueros que
presentan este patron, que podria corresponder con los que
presentan Ac no fijadores de C, la unidn del Ac a su
antfigeno se limitaria a la formacién de un complejo inmune
estable, sin unidn a Clg. Un segundo patrén se
corresponderia con muestras positivas tanto en el ensayo
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convencional con Luminex® IgG como en el ensayo de Clq
que, sin embargo, resultan negativas con CDC, por tanto,
un ensayo positivo con C1g no siempre predice un positivo
con CDC. Estas muestras podrian corresponderse con sueros
que presenten bajas concentraciones de Ac fijadores de C,
en los que la unidn de C1qg es insuficiente para la activacion
total de la cascada completa que conduce a la lisis celular.
Por Ultimo, tendriamos los sueros con patrén positivo para las
3 técnicas, que puede corresponder con muestras con
concentraciones altas de Ac fijjodores de C, que
producirian activacion total de la cascada del C
(Duquesnoy RJ y col.2013).

En general, en la prdctica diaria, la interpretacion de
los resultados conjuntos de estas técnicas presenta ciertos
problemas. De hecho, aunque se ha publicado una
abundante  produccidon bibliogrdfica analizando  la
influencia de los Ac anfi-HLA fijadores de C frente a
moléculas HLA recombinantes detectados con anfi-Cl1g o
anti-C3d en la evolucion del tfrasplante (Loupy A y col. 2013,
Sicard A y col 2015), esta metodologia presenta, desde
nuestro punto de vista, diversos problemas. El primero deriva
del hecho de la nula disponibiidad de ensayos
estandarizados que permitan la deteccidn de Ac no
fijadores, de manera que, en muchos frabagjos, se asume
que, como hemos citado anteriormente, un patrdén positivo
en un ensayo de IgG y negativo en un ensayo de fijadores,
corresponderd con Ac no fijadores, sin embargo esto no es
necesariamente cierto. De hecho, de las relaciones
moleculares entre las Ig fijadoras y las moléculas de la
cascada del C, cabria esperar que los ensayos de Clqg vy
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C3d, fueran menos sensibles que los ensayos de IgG y asi se
ha puesto de manifiesto muy recientemente (Lobo Pl y col.
2014, Tinckam KJ y col. 2013, Yell M y col. 2015, Loupy A y
col. 2015, Sicard A y col. 2015). Otros problemas derivan de
la propia técnica ya que las proteinas presentes en el
plasma pueden interferir y enmascarar esta deteccion
(Gloor JM y col. 2010, Weinstock C y col. 2013).

En el presente trabagjo intentamos desarrollar un
método de deteccidon de subclases de IgG fijadoras,
IgG1+IgG3, y no fijadoras, 1gG2+lgG4. Este objetivo
presentaba una serie de limitaciones de las que éramos
conscientes. En primer lugar, la microesfera control positivo,
que se utiliza en los ensayos convencionales, tfanto escrutinio
como en el estudio de especificidades, para verificar la
adicion del 2° Ac, estd recubierta por las diferentes
subclases de IgG en las proporciones en las que estas se
encuentran en el suero. Por tanto, cabia esperar que el
valor de MFI obtenido al revelar con determinadas
subclases de IgG fuera inferior al obtenido al revelar con
IgG tofal. Esta limitaciobn nos generaria una cierta
incertidumbre en el control del ensayo, ya que el valor de
MFI de esta microesfera dependeria de la concentracion
de cada subclase de IgG y podria ser mayor en el caso del
ensayo de IgG1+IG3 que en el caso de IgG2+IgG4. De
hecho, los valores de MFl obtenidos en los diferentes
ensayos con esta microesfera corroboran esta suposicion,
correspondiendo los valores mds elevados con IgG1 (37.0%)
y los mdas bajos con IgG3 (2.5%), siendo el porcentaje de
IgG2 el esperado (13.0%) y el de IgG4 mds elevado del
previsible (13.5%). En este sentido resaltar, que con el ensayo
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de Clg comercial, se obtuvieron valores de MFI para esta
microesfera conftrol similares a los obtenidos al detectar
IgG1 e 1gG3 conjuntamente y que correspondian
aproximadamente con el 40% del valor del ensayo
convencional, circunstancia también previsible si se tienen
en cuenta tanto la coexistencia de isotipos fijadores y no
filadores como las relaciones moleculares enfre los Ac
fjadores y el Clg. La suma del valor de MFI de esta
microesfera en los ensayos con las diferentes subclases de
IgG es ligeramente inferior a la MF del ensayo
convencional. Por otro lado, el hecho de que la suma de los
valores de MFI obtenida en los ensayos de las distintas
subclases de IgG sea inferior a la obtenida en el ensayo de
IgG, sugiere una menor sensibiidad de la técnica de
deteccién con los diferentes subtipos de IgG con respecto
al ensayo convencional. Esta menor sensibilidad puede
estar relacionada con diferencias en las propiedades de
union del 2° Ac, o bien con el hecho de que éste no se
encuentre a saturacion.

Cabria esperar, sin embargo, que la limitacién con la
microesfera conftrol positivo no influyera en la deteccion de
los Ac anti-HLA, ya que, el resto de las microesferas estdn
recubiertas de moléculas HLA nativas (escrutinio) o
recombinantes (determinacion de especificidades), a las
que deberian unirse los Ac independientemente de la
subclase, y que, por tanto, los valores de MFl en estas
microesferas solo dependerian de la subclase de IgG de los
Ac anti-HLA. Sin embargo, no conseguimos poner a punto la
metodologia para poder detectar Ac no fijadores de C, ya
que, nos encontramos con problemas de sensibilidad y
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especificidad que no nos permitian  discriminar
correctamente qué sueros presentaban estas subclases. En
consecuencia, con respecto a la deteccidon de Ac no
fjadores, no hemos podido alcanzar totalmente nuestro
objetivo.

En cuanto a la comparacion de ensayos de fijadores,
el problema es que no se dispone de una técnica gold
estandar, ya que, en principio, cabe esperar que entre los
sueros positivos para el ensayo de IgG, se encuentren tanto
sueros con isotipos fijadores como no fijadores y que, por
tanto, como se dijo anteriormente, encontremos sueros con
patron positivo en el ensayo convencional pero negativos
con IgG1+lgG3 y C1qg. Por tanto, establecimos una serie de
pardmetros que nos permitieran comparar los ensayos, en
concreto, en los ensayos de escrutinio, el nUmero de grupos
de microesferas positivos; y en el de determinacion de
especificidades, la concordancia de las primeras 5 y 10
microesferas. En lo que respecta al ensayo de escrutinio, en
general, se observd que el nimero de sueros positivos para
todos los grupos de microesferas es mayor cuando se ufiliza
el ensayo de IgG1+IgG3 que cuando se utiliza el de Cl1q, y
que el grado de concordancia entre las 2 técnicas de Ac
filadores de C es bastante pobre. La concordancia de las
técnicas de fijadores con el ensayo convencional era
también  bastante  deficiente en  ambos  casos,
encontrandose las discordancias en el sentido de sueros
positivos segun la técnica convencional y negativos con las
de IgGl1+lgG3 y Clqg. Estas discordancias eran mads
acusadas con el ensayo de C1q, y esto puede ser debido a
gue este ensayo no estd validado para escrutinio, sino sdlo
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para la determinacion de especificidades, aunque
intentamos adaptarlo por  razones bdasicamente
econdmicas, ya que, los ensayos de deteccidon de
especificidades con SA son muchos mds caros que los de
escrutinio, por lo que, poder contar con una técnica de
escrutinio capaz de distinguir este tipo de Ac supondria un
ahorro importante. En cuanto al ensayo de determinacion
de especificidades, los resultados de ambas técnicas son
muy similares. Tanto en lo que respecta al grado de
concordancia de las primeras 5 y 10 microesferas positivas,
como en los valores medianos de MFI, donde no
observamos diferencias significativas. Ademds presentan un
grado de concordancia bueno, tanto en la deteccion de
Ac frente a moléculas de clase | como de clase |l.

En cuanto a la correlaciéon entre las dos técnicas no
celulares para fijadores de C y la CDC, la concordancia del
ensayo de determinacion de especificidades de clase | con
ambos 2° Ac y la CDC es bueno, aunque con algunas
discordancias en ambos sentidos. Quizds la mds llamativa,
es el caso de 2 sueros positivos con CDC y en los que se
detectan Ac anti-HLA-A2 en el ensayo convencional, que,
sin embargo, resultaron negativos tanto para IgG1+G3
como para C1q, resultados que ponen de manifiesto que se
pueden enconfrar sueros con Ac anti-HLA especificos en
concentraciones suficientes para ser detectados por CDC y
que, sin embargo, resultan negativos con técnicas mads
sensibles cuando se utilizan anti-IgG1+G3 o C1g como 2°Ac.
No se pudo establecer concordancia de estos ensayos con
la CDC para clase Il porque sdélo disponiamos de los
resultados de ensayos de CDC con células T.
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En resumen, aunque el grado de concordancia entre
las técnicas de deteccion de Ac fijadores de C para el
ensayo de determinacion de especificidades es bueno, se
encontraron discrepancias en ambos sentidos, por lo que,
se decidid analizar los resultados con ambos 2° Ac. Asi, de
acuerdo con nuestros resultados, en nuestra cohorte de
pacientes trasplantados con XMv positivo en el ensayo
convencional y CDC negativa, detectamos que
practicamente la tercera parte de los pacientes se
trasplantd con XMv positivo para Ac fijadores de C tanto
con el ensayo de IgG1+IgG3, como con el ensayo de Clq.
Nuestros resultados para el ensayo de IgGl1+IgG3 son
similares a los publicados por otros autores en cuanto a la
prevalencia de Ac anti- HLA-DSA de isotipos IgGT1+IgG3 en
sueros pre-frasplante de pacientes trasplantados con CDC-
XM negativo y XMv IgG positivo (Honger G y col. 2011).
Existen discrepancias en cuanto a los datos de prevalencia
de Ac anti-Clg DSA pre-trasplante, que oscilan entre la
mitad (Crepo M y col. 2013), un cuarto (Thammanichanond
Py col. 2016) e incluso menos, alrededor de un 15% (Otten
HG y col. 2012) de los pacientes trasplantados con CDC-XM
negativo y XMv IgG positivo. Las diferencias encontradas
pueden deberse al nUmero de pacientes incluidos en cada
estudio, que es bastante bajo, algunos con menos de 30
pacientes; a diferencias en los valores de MFI considerados
en los puntos de corte y a diferencias de procedimiento.
Nuestros datos sugieren que el resultado del XMv con C1g o
con IgG1+IgG3 depende en gran medida de los valores de
MFI de la microesfera DSA en el ensayo convencional, ya
que, los anti-HLA DSA detectados por las técnicas de Ac
fjadores de C presentaban valores de MFI mds elevados
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con la técnica convencional, observacidon que coincide
con las de otros autores (Crespo M y col. 2013, Yell M y col.
2015, Zeevi A y col. 2013). Por tanto, ademads de que la clase
y subclase de los Ac anti-HLA sea fijadora de C, el resultado
del XMv con fijadores de C parece depender de la
concentracion de Ac especificos, ya que, los valores de MFI
en técnicas como SA reflejan, aunque con excepciones, la
concentfracion de Ac. Ademds, determinados estudios
sugieren que XMv C1q positivo y cualquier DSA con MFI>
12.000 tienen efectos equivalentes sobre |la supervivencia
del injerto (Freitas My col. 2013).

Uno de los objetivos de este trabajo era determinar si
existen diferencias en la evolucion del trasplante entre los
pacientes que presentan DSA fijadores y aquellos con DSA
no fijadores de C. En la cohorte empleada para este
estudio, se habia demostrado en un estudio previo, que los
DSA detectados con técnicas sensibles eran relevantes en
la evolucion del frasplante, no obstante, se observaban
diferencias en la evoluciéon de los pacientes (Caro-Oleas JL
y col. 2011, Caro-Oleas JL y col. 2013). Los resultados del
presente estudio, que pretende ayudar a establecer las
bases de esa diferente evolucidon, sugieren una mayor
incidencia de AMR en los pacientes con XMv positivo
cuando la determinacion de DSA se realiza con Clg y o,
sobre todo, con IgGI+IgG3, tanto para clase | vy
especialmente para clase I, aunque las diferencias no
alcanzaron la significacion estadistica, probablemente por
limitaciones en el tamano de la cohorte. Sin embargo, no se
observd ninguna tendencia en la incidencia de TCMR ni en
la pérdida de injerto. En este sentido, nuestros resultados son
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consistentes con los de otros estudios donde se observa
mayor incidencia de AMR en pacientes que presentaban
Ac anti-HLA DSA de subclases IgG1 y/o IgG3, tanto de
manera aislada como en mezcla con Ac anti-HLA DSA de
subclases no fijadoras de C (Hénger G y col. 2011). Ademds,
en estudios en pacientes pedidtricos trasplantados de
corazdn se ha observado asociacion entre XMv con Clqg
positivo y mayor incidencia de AMR agudo, si bien, algunos
de estos pacientes presentaban en el momento del
trasplante incluso CDC-XM positivos (Chin C y col. 2012,
Zeevi Ay col. 2012). Sin embargo, otros autores no observan
mayores tasas de AMR en trasplantados renales con XMv
Clg positivo pre-trasplante  (Crespo My col. 2013;
Thammanichanond P y col. 2016). De nuevo, las
discrepancias pueden ser debidas al bajo nimero de
pacientes incluidos en los diferentes estudios, a los puntos
de corte y a la metodologia empleada. En estos trabajos, al
igual que en el nuestro, no se observa mayor incidencia de
pérdida del injerto en estos pacientes (Hénger G y col. 2011,
Otten HG 'y col. 2012, Crespo M y col. 2013,
Thammanichanond Py col. 2016). Nuestras conclusiones se
han encontrado limitadas por el hecho de no poder poner
a punto la metodologia para detectar las subclases no
filadoras de C. No hemos podido determinar el papel que
pueden tener estos Ac en la evolucion del trasplante, pero
creemos que no se deberia asumir que los casos XMv 1gG
positivo que son negativos para IgG1+G3 y Clqg, son XMv
positivos correspondientes a Ac no fijadores de C. Nuestros
resultados, como se ha mencionado, sugieren que los XMv
IgG1+G3 y C1qg se corresponden con XMv con valores de
MFI mds elevados en el ensayo convencional, por lo que
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pensamos que el grupo de sueros negativos para ambos
ensayos de fijadores incluiria algunos no fijadores, pero
también sueros que, en general, presenten valores de MFI
mas bajos. Ademds, los sueros con Ac anti HLA-A2
detectados tanto con Luminex® IgG como con CDC que
son negativos con IgG1+lgG3 y Clqg, demuestran que no
solo factores propios del suero como el isotipo y la
concenfracion intervienen en el patréon de reaccion del
mismo. Algunos de estos factores son conocidos:
concenfracion de moléculas HLA en cada microesfera,
reconocimiento de epitopos compartidos por muchas
moléculas HLA, etc., pero otros tienen dificil interpretacion.

Ademds, la capacidad de activar el C in vivo
depende de muchos mads factores. El isotipo de Ig o
subclase de IgG, es condicidon necesaria pero no suficiente
para la activacion in vivo. Otros condicionamientos a parte
de los ya mencionados para la activacion in vivo son, el
efecto sinérgico generado por varios Ac dirigidos a distintos
epitopos situados en la misma o en diversas moléculas HLA,
y los mecanismos de regulacion de la activacion del C que
presentan las células endoteliales (Kushihata F y col. 2004,
Bartel G y col. 2007). Ademas, los cambios que se producen
en el trasplante y después del mismo, asi como la terapia
inmunosupresora pueden condicionar la magnitud de la
respuesta humoral y de la antigenicidad al epitopo HLA
diana (Burns JM y col. 2008), y este hecho podria explicar,
en parte, las diferencias encontradas entre los estudios pre y
post-trasplante.
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En cuanto al estudio del sistema MICA, la distribucion
de los alelos que se ha encontrado en el presente frabagjo,
es similar a la descrita en poblacion espanola (Lucas D y col.
2008, Cambra A. y col. 2009). Cabe destacar la diferente
distribucion de los alelos MICA*008 y MICA*009 en los grupos
de pacientes y donantes. Una posible explicacion para este
hallazgo y especialmente para el incremento de MICA*009
entre los receptores, puede ser la enfermedad de base de
los pacientes trasplantados. Asi, las nefropatias de base
autoinmune pueden estar asociadas a determinados
haplotipos HLA que contengan este alelo MICA. De hecho,
enfre los pacientes portadores de MICA*009 observamos
que las enfermedades mds comunes son la nefropatia
diabética y algunas enfermedades sistémicas (nefritis [Upica,
vasculitis por ANCA, sindrome urémico hemolitico y el
sindrome de Goodpasture), todas ellas con componente
autoinmune y asociadas a HLA. Concretamente, el 23.8%
de los receptores MICA*009 tenian este tipo de patologias
frente al 5.0% de los receptores no portadores de este alelo
(o= 0.001; OR 5.9 IC 95% [1.7-21.6]). Existen algunos estudios
que sugieren asociacion de ciertos alelos MICA, entre los
que se encuentra MICA*009 vy la diabetes (Triolo TM y col.
2009, Alizadeh BZ y col. 2007, Van Autreve JE y col. 2006,
Gambelunghe G y col. 2000, Raache R y col. 2012) aunque
otros atribuyen esta asociacion al desequilibrio de
ligamiento de ciertos alelos MICA con determinados alelos
HLA de la region de clase |ll, que serian los relacionados con
la enfermedad (Field SF y col. 2008).

Las moléculas MICA actian como ligandos para las
células NK y los cambios en la secuencia de la proteina
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podrian influir en una expresion anormal de la molécula. Asi,
el alelo MICA*008 tiene una mutacion (A5.1) que determina
que la proteina sea mds corta y contenga menos
aminodcidos hidréfobos, caracteristicas que influyen en la
expresion de la molécula en la superficie celular y que
podrian relacionarse con alteraciones de la respuesta
inmune (Tonnere P y col. 2010). La mutacion A5.1 se ha
asociado con predisposicion al cdncer (Lavado-Valenzuela
R y col. 2009), a determinadas infecciones virales
(Moenkemeyer M y col. 2009) y, mds recientemente, con la
evolucion del trasplante (Tonnerre Py col. 2013).
Interesantemente, en nuestro estudio se observd que todos
los pacientes que perdieron su injerto, habian sido
trasplantados con donantes de portadores de la mutacion
A5.1. Aunque el nUmero de pacientes es pequeno y la tasa
de pérdida del injerto baja, se frata de un factor a
considerar en futuros estudios, ya que, las células
endoteliales con la mutacion A5.1 potencian la interacciéon
con el ligando NKG2D vy la activacion de las células NK del
receptor, promoviendo la lisis de las células endoteliales
A5.1 alogénicas (Tonnerre P y col. 2013), lo que podria
afectar a la supervivencia del injerto y explicar nuestros
resultados.

El polimorfisimo MICA puede afectar no solo a la
expresion de la molécula en superficie, sino también a su
afinidad en la interaccion con NKG2D que puede afectar al
umbral de activacién de las células NK y a la modulaciéon
de la respuesta de las células T CD8 (Steinle A y col. 2001).
Las interacciones de alta afinidad podrian desempenar un
papel en el desencadenamiento o exacerbacion de
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reacciones autoinmunes (Groh V' y col. 2001). En el contexto
del trasplante, los acoplamientos entre moléculas MICA de
alta afinidad del injerfto y NKG2D de las células NK de los
receptores puede promover toxicidad celular y lisis de
células endoteliales (Tonnerre P y col. 2010). En este sentido,
se ha descrito que la presencia de M o V en posicion 129
confiere  afinidad fuerte o débil por NKG2D
respectivamente. Al confrario de lo que sucede con la
mutacion A5.1, el polimorfismo de la posicion 129 presenta
la misma distribucidn en pacientes y donantes. En cuanto a
la evolucion del trasplante, nuestros resultados sugieren
asociacion entre la tasa de TCMR y este polimorfismo, ya
que, en general, los pacientes ftrasplantados con
incompatibilidad 129M presentan con mayor frecuencia
episodios de TCMR.

En cuanto a la prevalencia de Ac anfi-MICA en los
sueros pre-trasplante y post-trasplante, en nuestro estudio es
similar a la descrita por otfros autores (Zou YN y col. 2007,
Terasaki Pl'y col. 2007, Lemy A y col. 2010, Cox STy col. 2011).
La mayoria de los frabajos que analizan los Ac anti-MICA
solo incluyen un estudio de escrutinio y, en este sentido, hay
que destacar, que cuando se consideran los resultados
obtenidos tras el estudio de especificidades, la prevalencia
desciende a la mitad. Por tanto, hemos observado
discordancia entre la técnica de escrutinio y de asignacion
de especificidades, ya que, en mds de la mitad de las
muestras positivas con el escrutinio, no se detectd ninguna
especificidad, situacidon alun mads patente con las muestras
con resultados consideradas en el drea gris en el escrutinio.
Aungue no se observaron grandes diferencias respecto a
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ofros estudios en cuanto al escrutinio, hay factores como la
mala sensibilidad y/o especificidad del sistema de
deteccion vy la falta de estandarizacion de los ensayos de
deteccion de Ac anti-MICA que pueden influir en los
resultados (Luo L y col. 2014). Por ejemplo, hay cierta
controversia con elementos fundamentales como el punto
de corte que se selecciona para atribuir un resulfado como
positivo. Estos ensayos estdn menos estandarizados que los
de Ac anti-HLA, ya que éstos son relevantes en el frasplante
y se usan en la prdctica clinica diaria. Los valores de
positivo/negativo en los ensayos de Ac anti-HLA se han
ajustado con datos previos de otros ensayos y de las
historias de inmunizacion de los pacientes. No obstante, los
resultados de Ac anti-HLA dudosos en ensayos de escrutinio
suelen ser negativos en la deteccidon de especificidades. En
los ensayos de Ac anti-MICA los valores de escrutinio no
estan tan qgjustados porque no se ufilizan sistemdaticamente
Nni en nuestro laboratorio, ni en ofros y no existen las
referencias de resultados con otros ensayos. Por lo tanto, la
tasa de Ac anti-MICA puede estar sobrevalorada, si el
ensayo de escrutinio es inespecifico, o por el contrario,
podria infravalorarse, si el ensayo de determinacion de
especificidades tiene problemas de baja sensibilidad. Asi, si
bien la produccion de Ac anti-MICA es alogénica y, por
tanto, se induce sélo tras ponerse en contacto con
moléculas extranas, hay frabajos que describen Ac frente a
moléculas MICA propias (Sapdk M y col. 2014; Sudrez-
Alvarez B y col. 2009). En nuestro estudio, hemos no hemos
detectado Ac anti-MICA frente a antigenos propios.
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En cuanto a la relaciéon entre la presencia de Ac anti-
MICA vy la evoluciéon del trasplante, el nUmero de pacientes
con Ac pre-frasplante y desarrollados de novo no nos
permitid realizar un andlisis por separado, pero nuestros
resultfados sugieren asociacion de la presencia de Ac anti-
MICA vy la pérdida del injerto cuando estos son detectados
en el escrutinio, y la tendencia es idéntica cuando se
consideran los Ac anti-MICA detectados por SA. Esta
asociacion seria independiente de la coexistencia de Ac
anti-HLA-DSA y se mantiene cuando se analizan los MICA-
DSA, si bien, el niUmero es demasiado bajo para alcanzar la
significacion estadistica. En relacion con esta cuestion, los
trabajos previos muestran resultados contradictorios, en
algunos frabajos se describe una mayor tasa de pérdida del
injerto en pacientes con Ac anti-MICA previos al frasplante
(Zou Yy col. 2007) o desarrollados de novo (Terasaki Pl'y col.
2007); mientras que en otros estudios no se observo relacion
entre la presencia de Ac anti-MICA y la evolucién del mismo
(Solgi G y col. 2012, Yu LX y col. 2011, Lemy A y col. 2010).
Las discrepancia pueden deberse a las consideraciones
metodoldgicas resenadas anteriormente, ademdas, la
mayoria de los estudios investigan Ia presencia de Ac anti-
MICA en general, sin distinguir si estos son o no MICA-DSA,
ya que, no se realiza el MICA-XMyv, puesto que no se analiza
la especificidad de los Ac-MICA ni se determinan los alelos
del donante. Por tanto, el papel de los Ac anfi-MICA DSA en
la evoluciéon del trasplante es completamente desconocido.

En cuanto a la posible intervencion de moléculas del
sistema renina-angiotensina en la evoluciéon del trasplante
senalar que se encontraron diferencias significativas en la
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frecuencia de Ac anfi-ATR1 enftre las dos cohortes que se
utilizaron en este estudio. La prevalencia de estos auto-Ac
es doble en el suero de pacientes de la cohorte
refrospectiva que en los de la prospectiva, tanto en sueros
pre como post-trasplante. Estas cohortes presentan una
serie de caracteristicas diferentes, asi, en la refrospectiva es
mas frecuente la infeccion por virus de la hepatitis C (VHC)
(10.7% frente al 2.8% en la prospectiva) y el ACV como
causa de muerte (73.3% frente al 55.3% de la cohorte
prospectiva). Estas diferencias pueden deberse a que los
pacientes de |la cohorte retrospectiva se incluyeron por
tener estudio biopsia y en nuestro hospital no se realizan
biopsias de protocolo sino Unicamente biopsias diagndsticas
y, por tanto, los pacientes de esta cohorte tienen, en
general, peor funcion renal. Tanto la infeccién por VHC del
paciente como la edad del donante vy, por tanto,
indirectamente el ACV, mas frecuente en donantes anosos,
son variables que influyen negativamente en la evolucion
del trasplante. Por tanto, las diferencias enconfradas entre
estas dos cohortes, pueden ser reflejo indirecto de la
relacion enfre la presencia de estos Ac y la evolucion del
trasplante. Cabe destacar que en la literatura se
encuentran grandes variaciones en los datos de
prevalencia de Ac anti-ATR1 del 17.0% (Taniguchi y col.
2013) al 47.2% (Giral y col. 2013) y que las diferencias que
hemos encontfrado entre nuestras cohortes podrian explicar,
al menos en parte, estas discrepancias. Otras limitaciones
estdn relacionadas con los puntos de corte de los ensayos
que oscilan entre 9-10 U/mL (Taniguchi y col. 2013, Banasik M
y col. 2014) y 17 U/mL (Dragun D y col. 2005, Reinsmoen NL y
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col. 2010), criterio que puede influir también en los
resultados.

Se ha descrito asociacion enfre la presencia de Ac
anti-ATR1 y pérdida del injerto (Taniguchi y col. 2013, Giral y
col. 2013) con un riesgo bastante elevado, especialmente si
son de novo, de hasta 2.6 a partir del 3° ano de
seguimiento, si los Ac se detectan en sueros pre-trasplante.
Sin embargo, en nuestro estudio, los pacientes de la cohorte
retrospectiva con Ac anti-ATR1 no tenian mds probabilidad
de pérdida de injerto que los que no presentaban Ac, si
bien, detectamos que el tiempo que frascurria desde el
frasplante hasta la biopsia era menor en los pacientes con
este tipo de auto-Ac. Por ofro lado, en la cohorte
prospectiva, con una menor prevalencia de Ac anfi-ATR1 y
un tamano muestral muy pequeno, las pérdidas de injerto
fueron mas frecuentes en el grupo de pacientes con Ac.
Todos estos resultados, sugieren algun tipo de relaciéon entre
la presencia de Ac anti-ATR1 y una peor funcién del injerto
que, al menos en la cohorte retrospectiva, no se tfraduce en
un nUmero mdas elevado de pérdidas. En este sentido, sdlo el
TCMR es mds frecuente entre pacientes con Ac anti-ATR1 en
ambas cohortes y nuestros resultados concuerdan con los
de un trabajo previo que describe mayor tasa de TCMR 1B
en pacientes con Ac anti-ATR1 (Banasik y col. 2014). Los
hallazgos histolégicos en la biopsia sugieren que los
pacientes con Ac anti-ATR1 tienen un mayor componente
vascular, de hecho, la presencia de vasculitis en las biopsias
es significativamente mas frecuente en pacientes con estos
auto-Ac. En este sentido, los Ac anti-ATR1, fueron descritos
en un grupo de 16 pacientes frasplantados renales con
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rechazo vascular e hipertension maligna sin Ac anti-HLA
(Dragun D y col. 2005) y, anteriormente, ya se habian
asociado a preeclampsia e hipertension maligna (Fu ML y
col. 2000, Wallukat G y col. 1999). Ademds, nuestra
observacion es concordante con la de ofros grupos que
han descrito un mayor grado de endarteritis en pacientes
con Ac anti-ATR1 (Banasik y col. 2014). Algunos autores
insisten en la necesidad de clasificar los patrones de
rechazo en funcidn de la presencia de componente
vascular para tratar mds adecuadamente a los pacientes
(Lefaucheur y col. 2013). Ofro factor que se ha asociado @
la preeclampsia y ofras complicaciones hipertensivas del
embarazo con componentes inmunoldgicos e inflamatorios,
han sido las variantes de la enzima ERAP2 (Johnson MP y col.
2009). En el presente estudio, se observd que la prevalencia
de Ac anti-ATR1 era mayor entre pacientes con genotipos
productores de la enzima (AA y AB), aunque esta tendencia
no alcanzod la significacion estadistica, quizds debido el bajo
numero de pacientes con Ac. Sin embargo, este dato es
interesante para posteriores estudios, ya que, incluso se
observa una gradacion entre los individuos productores del
enzima, y asi, la prevalencia de Ac es mayor entre
homocigotos que entre heterocigotos.

Destacar que aunque no se sabe por qué
determinados individuos producen estos auto-Ac, su
presencia se ha asociado con procesos infecciosos e
inflamatorios y pueden dar lugar a una pérdida de
tolerancia de las células T al generar epitopos ligeramente
modificados, que pueden estar implicados en el origen de
la produccion de estos Ac. Por ejemplo, se ha descrito que
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los Ac anti-ATR1 IgG3 reconocen un epitopo que también se
encuentra en la proteina de la cdpside del parvovirus B19
(Stepan H y col. 2007) y se han encontrado Ac frente a
receptores acoplados a proteinas G en miastenia grave y la
enfermedad de Chagas (Schwimmbeck PL y col. 1989,
Masuda MO y col. 1998). No se conoce porque los Ac anti-
ATR1 podrian relacionarse con una peor evolucion del
trasplante, sin embargo, se sabe que se unen al segundo
loop extracelular del ATR1T mimetizando los efectos de su
propio ligando (la angiotensina 1l) lo que origina una
hiperactivacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(Dragun D y col. 2005). La alteraciéon del eje renina-
angiotensina-aldosterona da lugar a varios efectos
patolégicos que incluyen hipertension, preeclampsia, fallo
cardiaco, enfermedad renal, arteriosclerosis y desarrollo de
cdncer. La relaciobn con el ftrasplante puede ser
consecuencia de un aumento en la expresion de ATR1 en el
rinén danado por la respuesta alogénica (Reinsmoen NL y
col. 2010). Se ha propuesto un mecanismo fisiopatoldgico
de dano, segun el cual, la unidn de estos Ac a su receptor
ejerceria un efecto directo sobre las células endoteliales y
células musculares vasculares del injerto mediante la
activacion de la via de senalizacion de la fosfolipasa C, que
produce la fosforilacion de la kinasa Erk 1/2 y aumento del
factor de franscripcion kp (Dragun D y col. 2005). Este
mecanismo seria independiente de la via del C lo que
explicaria la baja frecuencia de biopsias C4d positivas
encontradas en estos pacientes (Scornik y col. 2007). El
modelo plantea varios factores permisivos, tales como el
estrés oxidativo, inducido por la isquemia/reperfusion o los
aloantigenos, factores pueden alterar el equilibrio
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homeostatico en el endotelio y/o cambiar las
caracteristicas bioquimicas y biofisicas de la unidn del Ac a
su receptor y, por lo tanto, aumentar la predisposicion a
este proceso. La unidén del Ac al receptor podria provocar
disfuncion endotelial causando vasoconstriccion arteriolar,
aumento de la adhesion y migracion de células efectoras o
favorecer la coagulacion, lo que provocaria hipertension y
rechazo de tipo vascular. Ademds, los Ac anti-ATR1 pueden
actuar sobre las células epiteliales tubulares y las células
intersticiales, amplificando la respuesta inflamatoria local y
aumentando la presentacion antigénica, asi como de
citoquinas de tipo Th1 y de quimiocinas que, en definitiva,
provocarian un rechazo celular (figura 28). Por fanto, aun no
estd claro si la patologia relacionada con la presencia de
Ac anti-ATR1 supone una situacion cierta de rechazo, o por
el contrario, se trata de un fendmeno autoinmune que se
evidencia en un medio ambiente alogénico permisivo
(Dragun y col. 2007).



146 \ Relevancia clinica de los anticuerpos en el trasplante renal

Permissive Factors

Alloimmunity

Inflammation

Oxidative stress

‘ Endothelial Activation
Increased susceptibility for AT1RAA attack

ATIRAA l ATIRAA
‘ Endothelial dysfunction ‘ ‘ Tubulecinterstitial inflammation |
Local| RAS \ Local | RAS
IVasaconslnction | | Adhesion | | Procoagulatory state | |Antigan presentation | | Th1 Cytokines } | Chemokines I
| Hypertension | | Vascular rejection | | Cellular rejection |

AT1RAA mediated clinical sequelae

Figura 28: Modelo de dano producido por Ac anti-ATR1. (Dragun D y col.
2007). Determinados factores tales como la isquemia/reperfusion, el
estrés oxidativo y la inflamacion pueden provocar disfuncién endotelial
e inflamacion tubulointersticial que desembocan en hipertension,
rechazo vascular o rechazo celular del injerto al estar presentes Ac anti-
ATR1. ATIRAA: Ac anti-ATR1; I/Rl: dano por isquemia/ reperfusion; RAS:
sistema renina angiotensina.

En resumen, aunque estd bien establecido que los Ac
anti-HLA juegan un papel esencial en el rechazo y pérdida
de injertos, en el presente trabajo hemos desarrollado un
método de deteccidon de Ac anti-HLA IgG1+IgG3 que
presenta un buen grado de correlacion con la deteccion
con Clg para la determinaciéon de especificidades. Los
pacientes con XMv positivo 1IgG1+lgG3 presentan mayor
tendencia al desarrollo de AMR y pérdida de injerto.
Ademds, hemos observado que determinados polimorfismos
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de las moléculas MICA condicionan la evolucion del
trasplante, ya que, los pacientes trasplantados con injertos
de donantes con la mutacion A5.1 presentan mayor tasa de
pérdida del érgano y los pacientes trasplantados con la
incompatibilidad 129M tienen mayor prevalencia de TCMR.
Por Ultimo, nuestros resultados sugieren relacion entre la
presencia de Ac anti-MICA vy la pérdida de injertos y mayor
prevalencia de TCMR precoz con mayor grado de vasculitis
en los pacientes con Ac anti-ATR1.
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PERSPECTIVAS

Se debe seguir profundizando en el papel que podrian jugar
los distintos isotipos de Ac en la evolucion del trasplante
renal. Para ello, en primer lugar se deberian de desarrollar
ensayos capaces de detectar Ac no fijadores de C, algo
que no hemos podido lograr en el presente trabajo, para
poder conocer su implicaciéon real. Y en segundo lugar,
conociendo las limitaciones de estas técnicas, confirmar la
relevancia de estos Ac en estudios pre-frasplante y post-
trasplante, ya que parece que la presencia de Ac fijadores
de C post-trasplante y especialmente los de novo tienen
implicaciones en la evolucidon de frasplante. Loupy describe
en su trabajo una fuerte asociacion entre la presencia de
Ac anti-C1qg post-trasplante y mayor riesgo de pérdida del
injerto (Loupy y col. 2013). En un frabajo publicado en 2015
asocian la presencia de Ac de subclase IgG3 DSA con
mayor incidencia de AMR agudo y con un menor tiempo
de rechazo y la presencia de Ac Cl1g DSA con un mayor
fracaso del injerto (Lefaucheur C y col. 2015).
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En lo que respecta a los estudios de Ac anti-MICA, en
la mayoria de los estudios no se analiza la especificidad de
los Ac ni se estudia el tipaje MICA del donante. La
especificidad de los Ac confra antigenos MICA se debe
verificar realizando el tipaje MICA del donante y del
receptor. En nuestro estudio 9 pacientes desarrollaron Ac
anfi-MICA de novo (uno de fipo DSA) y no se observd
ninguna asociacion entfre la presencia de Ac antfi-MICA
post-trasplante y una peor evolucion del trasplante renal.
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1.

En relacion con las técnicas de deteccion de
anticuerpos fijadores de complemento frente a
moléculas HLA, se ha desarrollado una metodologia
para detectar anticuerpos de isofipos IgG1 e 1gG3
con buen grado de concordancia con la fécnica
comercial de deteccidbn de moléculas HLA
recombinantes con anti-Clg. Ninguno de estos
métodos de deteccidn es adecuado para el
escrutinio con moléculas HLA nativas.

Las técnicas de deteccion de anticuerpos anti-HLA
filodores de complemento presentan  ciertos
problemas de sensibilidad, que sugieren que el grupo
de pacientes con prueba cruzada virtual negativa
para estos antficuerpos, es en realidad un grupo mixto
donde se encuentran pacientes con anticuerpos anti-
HLA especificos frenfe moléculas del donante de
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isofipos no fijadores, junto con otros que presentan
niveles mds bajos de anticuerpos fijadores.

3. En cualquier caso, la tasa de AMR y pérdida del
injerto es mas elevada en los pacientes con prueba
cruzada positiva para fijodores de complemento,
sobre todo cuando se detectan con IgG1+IgG3, si
bien, las diferencias no alcanzan significacion
estadistica.

4. Nuestros  resultados  sugieren  influencia del
polimorfisimo del sistema MICA, tanto de |la variante
MICA A5.1 como de la variante 129M/V en la
evoluciéon del trasplante. En este sentido, los pacientes
trasplantados con injertos de donante Ab5.1 tienen
mayor tasa de pérdida de injertos y los trasplantados
con incompatibilidad 129M presentan mayor tasa de
rechazo celular.

5. Nuestros resultados sugieren que los Ac anti-MICA
serian  marcadores de mal prondstico en la
supervivencia del injerto, ya que, los pacientes con
anticuerpos frente a estas moléculas tienen tasas de
pérdidas de injerto mds elevadas.

6. Nuestros resultados sugieren influencia de los
autoanticuerpos anti-ATR1 en la evolucidon del
trasplante renal, ya que los pacientes con este tipo de
autoanticuerpos tienen mayor incidencia de rechazo
celular precoz con componente vascular.

7. La prevalencia de anticuerpos anti-ATR1 puede estar
condicionada en parte por el polimorfismo de ERAP2,
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ya que, los pacientes de genotipos productores de
proteina producen estos autoanticuerpos mads
frecuentemente que el resto, si bien, las diferencias no
alcanzaron la significacion estadistica.
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ANEXO 1: ENSAYOS PREVIOS

ENSAYO DE ESCRUTINIO
Pruebas para establecer la dilucién del 2° Ac.

Se realizd un ensayo de escrutinio con 2 muestras de
suero para determinar la dilucion adecuada del 2° Ac en los
ensayos con subclases de 1gG. Se seleccionaron 2 sueros
segun sus resultados en el ensayo convencional, uno
negativo, suerol, y otro con Ac anti-clase | y Il, suero 2. Los
valores de MFI de la microesfera control positivo (ver
Pacientes y Métodos) que se obtuvieron utilizando diferentes
diluciones del 2° Ac (anti-IgG1) se muestran en la tabla Al
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Tabla A1: Valores de MFI de la microesfera control positivo en el ensayo
de escrutinio para diferentes diluciones del 2° Ac.

DILUCION 2° Ac* MEL MIsCuRECR)SEERA cp MFI MI;::I;E)SI;ERA CP

1/4000 1145 999
& 1839 1857
1/1000 ‘ 2750 2488

1/640 ‘ 2918 3755
L 4053 3724
1/400 ‘ 2261 2112
L 3603 3966
1/200 ‘ 3167 3071

1/160 ‘ 4871 4585

ALY ‘ 4193 5627

1/80 ‘ 4890 5045
ﬁ 5314 528
1/40 ‘ 5047 5694

1/20 ‘ 5736 6253

1/10 5960 6600

CP: control positivo. * El 2 Ac ensayado fue la anti-IgG1

Se decidié utilizar la dilucion 1/10 para todas las
subclases de IgG porque los valores de MFI de la
microesfera confrol positivo eran los mds altos y con esta
dilucién se obtenia una mejor correlacion tanto en lo que se



Anexos | 183

referia al nUmero de grupos de microesferas positivos como
al nivel de MFl entfre el ensayo convencional y el ensayo
con anti-lgG1 para el suero 2. Ademdas, a la dilucion
seleccionada no se detectaban falsos positivos con el suero
1.

Valor de MFI de la microesfera control positivo con los
diferentes 2° Ac.

La figura A1 muestra la media de los valores de MFI de
la microesfera confrol positivo en las determinaciones
previas del ensayo de escrutinio tanto con el suero
empleado como confrol negativo propio como con el
control negativo del kit con los diferentes 2° Ac utilizados. En
algunos casos, se analizaron mezclas de diferentes 2° Ac. En
cada ensayo se incluia un control negativo propio y se
realizaba una determinacion en paralelo con IgG ademads
de con el 2° Ac que se estaba ensayando. Se muestra
también la media de los valores de MFI de esta microesfera
en el ensayo convencional como referencia.
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Figura Al: MFI de la microesfera control positivo en el ensayo de
escrutinio. En el eje de abscisas se representan los valores de MFI. IgG
n=16; C1g n=4; IgG1 n=3; IgG2 n=2; IgG3 n=2; IgG4 n=2 e IgG1+IgG3
n=7. La linea indica la media de cada grupo.

Resultados del ensayo de escrutinio en las pruebas previas.

En la tabla A2 se muestran los resultados preliminares
obtenidos en cada ensayo con los distintos 2° Ac en las
pruebas previas para clase | (A2a) y para clase Il (A2b). Los
pacientes incluidos en estas determinaciones habian sido
estudiados previamente en el Servicio de Inmunologia del
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hospital universitario Virgen del Rocio y presentaban alguna
de estas 2 caracteristicas:

o Historial de sueros positivos con CDC que podrian ser
positivos en el ensayo anti-lgG1/IgG3 y/o C1q.

o Historial de Ac positivo con técnica de Luminex® vy
negativo con CDC que, a parte de oftras
posibilidades, podrian representar sueros con Ac anti-
HLA no fijadores de C vy ser, por tanto, positivos en los
ensayos con anti-lgG2/1gG4.

En base a los niveles de MFl detectados en estas
muestras nos planteamos la necesidad de realizar una
normalizaciéon de los datos poder comparar los resultados
de los distintos 2° Ac utilizados.
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Tabla A2: Valores medios de MFI en el ensayo de escrutinio con los
distintos 2°Ac.

a) Clase |
CI-01 Cl-02 CI-03 Cl-04 CI-05 Cl-06 Cl-07

35122 18540 @ 54152 3988.5 44425 37154 @ 48834

10.7 11.5 41.8 12.3 11.8 12.5 24.4

238.4 169.7 530.2 363.7 351.3 276.0 473.8

37.5 28.3 42.5 37.8 22.0 30.0 39.0

70.2 53.5 2758 144.5 177.9 109.6 220.8

28.0 17.0 57.8 32.8 41.5 28.5 49.3
410.7 394.4 11420 @ 700.3 743.2 538.4 973.2
44.0 31.0 82.7 66.0 56.0 61.0 102.7

IgG4 n=3
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Clase Il
2 Ac CIl-01 Cil-02 Cll-03 Cil-04 CIl-05
IgG n=21 [T 1014.5 2510.4 1720.9 5273.4
Clqn=15 ‘ 8.2 9.1 148.6 112 1189.4
IgG1 n=31 510 483 62.5 495 497
55.8 66.8 83.8 2203 775
308 342 209 67.9 467
193 123 388 69.0 1560
IgG1+ 19G3 vy 515 30.2 61.6 139.2
n=13
IgG2+ 9G4 | 35.0 403 37.3 2233

n=3

A continuacién se muestran los resultados de 9 sueros
en los que redlizé la determinacion de escrutinio con IgG2 e
IgG4 (tabla A3). Estos sueros eran positivos para clase | y/o
clase Il en el ensayo convencional, pero negativos en los
ensayos de deteccion de anti-lgG1/IgG3 y anti-Cl1q, los
datos se normalizaron segun lo descrito anteriormente en
Pacientes y Métodos.
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Tabla A3: Ensayos de escrutinio con 1IgG2/1gG4.

n=9 IgG n (%) IgG2 n (%) IgG4 n (%)

Clasel | 2(22.2)

Clase Il 4 (44.4) 0 (0.0) 0 (0.0)

Clase I+l 5 (55.6) 0 (0.0) 0 (0.0)

Los 2 pacientes en los que se detectaban Ac anti-
clase | de isotipo IgG4 no presentaban Ac anti-clase | en el
ensayo convencional con anti IgG. Por tanto, no se detectd
ninglun suero que pudiera catalogarse de verdadero
positivo y el ensayo con estos 2° Ac no parecia fiable, por lo
que se decidid no confinuar con esta parte del estudio.









Relevancia clinica de los anticuerpos en el
trasplante renal
Anexos

ANEXO 2

OTRAS PUBLICACIONES DEL DOCTORANDO

e}

MF. Torrecillas-Nicolds, JM. Pascasio-Acevedo, MA
Montes-Cano, JM. Sousa-Martin, F. Gaviladn-Carrasco,
JR. Garcia-Lozano, MA. Gomez-Bravo y MF. Gonzdlez-
Escribano. “Role of [L28B Polymorphisms on the
Response to Treatment with Pegylated Interferon
Alpha-2a and Ribavirin in HCVinfected Patients after
Liver Transplantation”. Journal of GHR 2016; 5: 1914-
1920.

A. Gonzdlez, F. Moniche, A. Cayuela, J.R. Garcia-
Lozano, F. Torrecillas, |. Escudero-Martinez, J.R.
Gonzdlez-Marcos, A. Mayol y J. Montaner. “Effect of
CYP2C19 polymorphisms on the platelet response to
Clopidogrel and influence on the effect on high versus
standard dose Clopidogrel in carotid artery stenting”.
Eur J Vasc Endovasc Surg 2016; 51:175-186.

C. Abad-Molina, J.R. Garcia-Lozano, M.A Montes-
Cano, A. Torres-Cornejo, F. Torrecillas, J. Aguilar-Reina,
M. Romero-Gdémez, L.F. Lopez-Cortés, A. NUnez-Rolddn
y M.F. Gonzdlez-Escribano. “HAVCRI1 gene haplotypes
and infection by different viral hepatitis C virus
genotypes”. Clin Vaccine Immunol 2012; 19:223-227.

M.A. Montes-Cano, J.R Garciao-Lozano, C. Abad-
Molina, F. Torrecillas, A. Torres, L.F Lopez-Cortés, A.

191



192 \ Relevancia clinica de los anticuerpos en el trasplante renal

NUnez-Rolddn y M.F  Gonzdlez-Escribano. Reply:
“Interlekin-28B genetfic variants and hepatitis virus
infection by different viral genotypes”. Hepatology
2011; 53: 367-368.









Relevancia clinica de los anticuerpos en el
trasplante renal
Anexos

ANEXO 3

COMUNICACIONES ORALES A CONGRESOS

e}

“Influencia del polimorfismo rs12979860 de IL28B en la
respuesta al fratamiento de pacientes con hepatitis C
trasplantados de higado”. F. Torrecillas-Nicolds, J.M.
Pascasio, M.A. Montes-Cano, J.M. Sousa, S. Burillo-
Sanz, F. Gavildn, M.A. Gomez-Bravo, A. NUnez y M.F.
Gonzdlez-Escribano. XXXVII Congreso de la Sociedad
Espanola de Inmunologia, Salamanca. Mayo 2013.

“Influence of the presence of pretransplant anti-
angiotensin Il type 1 receptor antibodies in the
outcome of kidney transplant”. M.F Torrecillas-Nicolds,
J.L Caro-Oleas, G. Bernal-Blanco, F.M Gonzdlez-
Roncero, M.A Gentil-Govantes, M.F  Gonzdlez-
Escribano, A. Nunez-Rolddn. XXXVIII Congreso de la
Sociedad Espanola de Inmunologia, Badajoz. Mayo
2014.

“Influencia de Ila presencia de anticuerpos anti
receptor de angiotensina Il tipo 1 antes del trasplante
en la evolucién del trasplante renal”. M.F Torrecillas-
Nicolas, J.L Caro-Oleas, FM Gonzdlez-Roncero, G.
Bernal-Blanco, M.A Gentil-Govantes, M.F Gonzdlez-
Escribano, A. NuUnez-Rolddn. Il Congreso de Ila
Sociedad Espanola de Trasplante, Valencia. Junio
2014.

195









