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Anticuerpos anti HLA postrasplante. Un
nuevo método de monitorizacion
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INTRODUCCION

La nefropatia crénica del aloinjerto es la principal
causa de pérdida del injerto renal a largo plazo'. Se
trata de un proceso mediado por el sistema inmu-
nitario en respuesta a numerosos factores, incluidos
no inmunolégicos?. Es evidente que en esa reaccién
inmunitaria juegan un papel fundamental los linfo-
citos T. No obstante, los anticuerpos (Ac) anti-HLA,
que son el Gnico medio de demostrar en la précti-
ca un estado de aloinmunizacién, estin ganando im-
portancia en su papel de mediaciéon de la nefropa-
tia cronica del aloinjerto. De hecho, Terasaki ha
sugerido una teoria humoral del trasplante que es-
tablece un papel relevante de los Ac anti-HLA en
la produccién del engrosamiento endotelial de los
vasos del injerto que, finalmente, conduce a la pér-
dida del rifdén trasplantado3. Adn mds, los avances
metodolégicos producidos recientemente en la de-
teccion de estos Ac ha abierto una linea de investi-
gacién acerca de la utilidad de su presencia, no sélo
en el periodo previo al trasplante renal sino, lo que
es mdas novedoso, después del trasplante*. En la pre-
sente revisién se resumirdn diversos datos de la li-
teratura mas reciente y se hard un especial hincapié
en la experiencia de nuestro grupo en cuanto al
papel de los Ac anti-HLA en el rechazo agudo vy la
importancia que pueden tener en la monitorizacion
post-trasplante renal.

METODOS DE DETECCION DE AC ANTI-HLA

Ensayo de microlinfocitotoxicidad dependiente de
complemento (CDC)

El CDC, ampliamente conocido y cldsicamente
utilizado en los laboratorios de histocompatibilidad,
emplea un panel de linfocitos viables (alrededor de
60) con un fenotipo HLA conocido representativo de
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la poblacién general, que se afiaden en cada uno
de los pocillos de una placa de Terasaki®.

Esta prueba no sélo determina la especificidad de
los Ac sino también el grado de reaccién, lo que se
conoce como %PRA (porcentaje de Ac reactivos
contra el panel), que representa el nidmero de célu-
las del panel que reaccionan con el suero®.

Citometria de flujo (CMF)

La CMF detecta la presencia de Ac anti-HLA me-
diante el uso de Ac frente a inmunoglobulinas hu-
manas conjugados a fluorocromos, sin necesidad de
que el complemento se fije. El empleo de fluores-
cencia es lo que hace esta técnica mucho mas sen-
sible que la CDC cléasica*. En un principio este
método utilizaba, como en la CDC, un panel de lin-
focitos T (clase 1) y B (clase Il). Sin embargo, de este
modo pueden detectarse autoanticuerpos dirigidos
frente a otros antigenos distintos del HLA presente
en esos linfocitos”. Ademds, esta técnica depende de
la disponibilidad de los linfocitos con las especifici-
dades HLA deseadas. Para evitarlo, se ha ideado un
sistema con microparticulas que llevan pegadas en
su superficie moléculas de HLA-I y HLA-II3. De este
modo, se puede realizar la combinacion de antige-
nos HLA que se desee y determinar la especificidad
en un solo tubo. En ese tubo se incubarian las mi-
croparticulas con el suero a estudio y tras los lava-
dos pertinentes se afadirfa un Ac anti-IgG humana
conjugado a fluorocromos. La presencia de Ac se
objetiva en el citémetro de flujo al incidir sobre la
muestra un haz de laser, el cual excita el fluorocro-
mo que va conjugado al Ac y emite luz a una de-
terminada longitud de onda. Esta sefial luminosa se
capta por unos detectores y un complejo sistema in-
formético es capaz de transformar el mensaje lumi-
noso al lenguaje informético, el cual se puede in-
terpretar mediante el empleo de un software
adecuado. En principio, se puede emplear cualquier
citbmetro de flujo disponible en el mercado. Ade-
mas, muy recientemente se ha adaptado un sistema
de CMF de cribado miiltiple que consiste en un
panel de microparticulas coloreadas cubiertas con
antigenos HLA-l y —Il. Se trata de la tecnologia de-



nominada Luminex®, mediante la que se pueden rea-
lizar hasta 100 combinaciones de antigenos en una
sola suspensiéon y un mismo ensayo de forma se-
miautomatica®.

Una gran ventaja de la CMF es que permite cuan-
tificar objetivamente la concentracién de los Ac anti-
HLA mediante la intensidad media de fluorescencia
que alcanza el suero (mean fluorescence intensity,
MEFI). En una monitorizacién post-trasplante, no sélo
la presencia de Ac, sino las variaciones de la MFI
(concentracién del Ac) podrian servir teéricamente
de marcador de la evolucién del paciente y su in-
jerto'. Otra forma de medir la intensidad de la re-
accién es determinando el porcentaje de PRA a par-
tir del porcentaje de células positivas para los Ac
anti-HLA de clase | o de clase II.

El dltimo adelanto metodolégico de la CMF, que
ofrece un abanico muy amplio e ilimitado de anti-
genos HLA, es el empleo de antigenos Unicos re-
combinantes™.

Enzimoinmunoanalisis (ELISA)

En el ELISA las moléculas de HLA solubles se ad-
hieren al fondo de los pocillos de una placa, en
lugar de a las microparticulas, mediante distintos
procedimientos. Estos antigenos pueden proceder de
plaquetas o de lineas celulares transformadas con
distintos HLA. Al igual que en las otras técnicas de
screening de Ac anti-HLA, la mezcla de antigenos
debe ser representativa de la poblacion general'?. El
suero se incuba con el HLA pegado a la placa. En
caso de que existan Ac especificos de moléculas
HLA, estos se unirdn a ellas y quedarén fijados en
la placa. En caso contrario, todas las inmunoglobu-
linas se eliminaran con los lavados. En un paso pos-
terior la presencia de los Ac fijados se determinard
tras incubacién con un Ac dirigido frente a 1gG hu-
mana conjugado a un enzima. En caso de que haya
Ac anti-HLA ese enzima producird una reaccién co-
lorimétrica (y no fluorescencia como la CMF) al
actuar sobre su sustrato en el dltimo paso de la téc-
nica. Esa reaccién se cuantifica en un espectofoté-
metro. Mediante ELISA se detectan todos los Ac anti-
HLA 1, tanto fijadores de complemento como los no
fijadores. Aunque no se suelen determinar en la ru-
tina diaria, es posible adaptar la técnica para medir
Ac anti-HLA de clase IgM. En un principio, la téc-
nica se diseid para determinar sélo Ac de clase |
aunque actualmente también se ha adaptado para
detectar los de clase II"3.

Una vez que se ha detectado la presencia de Ac
anti-HLA (clase | 6 II), la especificidad frente a la
que se dirigen esos Ac se puede determinar también
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mediante ELISA. La metodologia es similar a la des-
crita para el cribado. La diferencia radica en que en
el fondo del pocillo no se adhiere una mezcla de
Ag HLA de clase | 6 11*. En este caso cada pocillo
tiene pegado unas pocas moléculas HLA bien ca-
racterizadas y que no tienen reaccién cruzada entre
ellas*. Los datos obtenidos en unidades de densidad
Optica se transforman en %PRA con un software es-
pecifico.

Aunque todavia no estd disponible, es muy pro-
bable que los antigenos HLA recombinantes también
se puedan adaptar al ELISA, al igual que ocurre con
la CMF.

Ventajas e inconvenientes (tabla I)

A pesar de que es posible realizar el CDC con un
aparataje disponible en cualquier laboratorio, las
nuevas técnicas que se estan introduciendo en la
practica clinica consiguen una mayor sensibilidad.
Ademds, permiten determinar la especificidad de los
Ac anti-HLA con mas objetividad y facilidad. Por
otro lado, la manera de cuantificar la presencia de
estos Ac (unidades de densidad éptica en el ELISA
o MFI en la CMF) permite obtener una informacién
cuantitativa y objetiva acerca de la intensidad de la
reaccién, la cual es posible que se pueda emplear
en el futuro como dato para la monitorizacion in-
munolégica de los trasplantes'.

Tanto el ELISA como la CMF (cuando se usan mi-
croparticulas) no precisan del empleo de linfocitos
viables ni de actividad de complemento. Los datos
de mayor peso en contra de estas técnicas por el
momento son su coste elevado y la escasez de es-
tudios mostrando su utilidad clinica’.

Finalmente, el porcentaje de pacientes que desa-
rrollan Ac anti-HLA después del trasplante no varia
excesivamente seglin se emplee la técnica de ELISA
o la CMF, aunque esta UGltima parece tener una
mayor sensibilidad*.

PRODUCCION DE AC ANTI-HLA
POST-TRASPLANTE Y EVOLUCION DEL INJERTO
Y DEL PACIENTE

Independientemente de la técnica empleada, la in-
cidencia de rechazo agudo en caso de positividad
de Ac anti-HLA post-trasplante renal con cualquiera
de las tres técnicas es 2-10 veces mayor que si no
se detectan. De igual modo, la ausencia de pro-
duccién de Ac anti-HLA parece acompanarse de un
menor porcentaje de rechazo crénico y una mayor
supervivencia del injerto? 4.
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Tabla I. Ventajas y desventajas de las tres técnicas utilizadas para detectar Ac anti-HLA en suero

Ventajas

Desventajas

Microlinfocitotoxicidad

Citometria de flujo

Equipamiento sencillo
Barato
Posibilidad prueba cruzada

Detecta Ac anti-HLA

Objetividad

Intensidad de reaccién

No autoantigenos (con microparticulas)
No precisa complemento

Ac anti-HLA-l y —Il con un solo tubo
Posibilidad prueba cruzada

Detecta otros anticuerpos
Precisa experiencia
Subjetividad

Precisa células viables
Necesario complemento

Equipamiento complejo

Caro

Precisa experiencia

Detecta autoantigenos (con células)

Automatismo (Luminex®)

ELISA Detecta Ac anti-HLA
Objetividad
No precisa células
No precisa complemento
Automatismo

Equipamiento complejo

Precio medio entre CDC y CMF
Duda con valores «borderline»
No posibilidad prueba cruzada

Muchas reacciones en una placa

Curiosamente, los Ac anti-HLA determinados por
ELISA, tanto relacionados con el donante como no,
se han asociado a una mayor frecuencia de recha-
zo. Sin embargo, si los Ac se detectan por CDC, Gni-
camente aquellos relacionados con el donante se
asocian con rechazo agudo y crénico*. Por lo tanto,
queda por determinar si la mayor sensibilidad del
ELISA para detectar los Ac no especificos del do-
nante tiene relevancia clinica o es un problema téc-
nico.

Ac anti-HLA y rechazo agudo

Uno de los primeros trabajos aplicando las nue-
vas metodologias' determiné la relacién existente
entre la evolucién clinica del injerto y los cambios
en cuanto a la presencia o no de Ac anti-HLA en
un suero recogido en los primeros seis meses des-
pués del trasplante respecto al suero de la prueba
cruzada previa al trasplante. Los pacientes se divi-
dieron en 4 grupos segin la presencia o no de Ac
anti-HLA en esos sueros (pre-trasplante/post-tras-
plante): -/-, -/+, +/- y +/+. El andlisis de Ac se rea-
liz6 mediante ELISA, CDC y CMF. El grupo +/+ tuvo
un mayor riesgo de rechazo que el grupo -/- con in-
dependencia de la técnica empleada. En cambio, el
grupo -/+ presenté un mayor riesgo de rechazo cuan-
do los Ac se estudiaron mediante CDC o CMF pero
no con ELISA. Ademds, la concordancia entre mé-
todos fue relativamente baja para el ELISA con las
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otras dos. Por ello, los autores consideraban el ELISA
y la CDC como técnicas complementarias en el cri-
bado de Ac anti-HLA'>. En ese mismo trabajo la pre-
sencia de Ac anti-HLA-II casi siempre coincidié con
la de Ac anti-HLA-I. Muy pocos sueros fueron posi-
tivos sélo para HLA-Il y, en tal caso, sélo se detec-
taron con el ELISA, pero no con la CMF. Ademas,
los Ac anti-HLA-Il no se asociaron a un mayor ries-
go de rechazo por lo que se les concedié una im-
portancia clinica minima'.

En nuestro centro hemos estudiado los cambios
producidos en los niveles de Ac anti-HLA-l y —lI
especificos del donante después del trasplante renal
en comparaciéon con la situaciéon previa al tras-
plante, mediante ELISA en 71 pacientes no hiper-
sensibilizados'®. Ademds, quisimos analizar si la
produccién de novo de estos Ac guardaba alguna
relacion con las lesiones producidas en el injerto
en términos de rechazo y de evolucién. Los pa-
cientes incluidos en el estudio se dividieron en dos
grupos: (A) aquellos pacientes que produjeron Ac
anti-HLA | y/o Il especificos del donante o que su-
frian un aumento de reactividad > 40% respecto a
la muestra pre-trasplante y (B) aquellos sujetos en
los que no se comprobé ni una produccién de nue-
vos Ac especificos del donante ni un aumento de
reactividad. 16 de los 71 trasplantados estudiados
desarrollaron rechazo agudo, con una mayor pro-
porcién en el grupo Ac anti-HLA especificos del
donante respecto al grupo sin ellos'®. Estos datos
reflejan una sensibilidad del 63% de la deteccién



de Ac anti-HLA post-trasplante renal para el scree-
ning de rechazo agudo, alcanzando una especifi-
cidad muy elevada de casi el 95%. De igual forma,
mucho mas elevado fue el porcentaje de pacientes
del grupo A que perdié el injerto y en todos los
casos, excepto uno, debido a rechazo agudo. En el
grupo B, sélo en 1 de los 9 casos en que se per-
dio el injerto se debi6 a rechazo agudo. En el grupo
A, 8 pacientes sufrieron rechazo agudo, predomi-
nando los de tipo vascular de grado Il y Il de la
clasificacion de Banff'®. Ademds, 7 de esos 8 pa-
cientes desarrollaron Ac anti-HLA-I, lo cual de-
muestra una clara relacién de los Ac de clase | con
los episodios de rechazo agudo. El anélisis del efec-
to de los Ac anti-HLA-II sobre la evoluciéon del in-
jerto no rindié ningln resultado significativo, basi-
camente debido a la produccién concomitante de
Ac de clase | y Il. Un dato llamativo de nuestro
trabajo, y muchas veces no considerado, fue la ele-
vada frecuencia de Ac anti-HLA DQ (incluso mas
que DR). Este hecho remarca la importancia de
considerar los mismatches de DQ, ademés de los
DR. Nuestro hallazgo ha sido también puesto en
evidencia recientemente por otro trabajo de Wort-
hington y cols.".

Otra similitud entre nuestro estudio y el de Wort-
hington y cols. fue la frecuencia considerable de
deteccién de Ac anti-HLA después del rechazo
agudo. Una explicacion factible puede ser la ad-
sorcion de los aloanticuerpos especificos del do-
nante al injerto previamente y durante el rechazo'.
Se asume que durante el rechazo los Ac dirigidos
frente al HLA del donante se adsorben al injerto y
s6lo se detectarian circulando en la sangre aque-
llos Ac libres, después de saturar la unién al in-
jerto. De hecho, muy recientemente se ha demos-
trado la fijacién de los Ac anti-HLA especificos del
donantes al injerto rechazado, gracias a la detec-
cién de esos Ac en muestras eluidas de biopsias de
rifones rechazados'®.

Como consecuencia del estudio descrito y de la
experiencia de nuestro grupo, proponemos un plan
de monitorizacién en el periodo post-trasplante renal
consistente en la deteccion de Ac anti-HLA bien me-
diante ELISA y/o CMF de forma semanal durante
el primer mes post-trasplante. En los siguientes dos
meses, la monitorizacién se haria cada 2 semanas
(fig. 1). Después de ese tiempo, el seguimiento y es-
tudio de Ac anti-HLA especificos del donantes se
realizaria de acuerdo a la clinica del paciente'®.

En resumen, existe una serie de consideraciones
que se deben tener en cuenta a la hora de relacio-
nar la deteccién de Ac anti-HLA en el periodo post-
trasplante renal con el desarrollo de un rechazo
agudo?®. Estas son:
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TX 1T mes

e O

Anual (Ref. 3)

2 mes

Semanalmente Quincenalmente

Fig. 1.—Propuesta de protocolo de monitorizacién de Ac anti-
HLA después del trasplante renal. En los primeros tres meses des-
pués del trasplante renal la monitorizacién seria mds intensiva
para prevenir el rechazo agudo, mientras que posteriormente se
realizaria anualmente, en busca de una posible evolucion hacia
rechazo crénico.

¢ Dependencia de la especificidad de los anti-
cuerpos (especificos del donante o no; anti-HLA-I o
—II).

¢ Dependencia de la severidad y tratamiento del
rechazo agudo.

¢ Dependencia del isotipo 1gG o IgM.

¢ Debate acerca de la sensibilidad y especifici-
dad de la técnica empleada para detectar estos Ac.

Queda ademas pendiente de clarificarse el papel
de estos Ac en el rechazo. Con las diversas mejoras
metodoldgicas se ha llegado a detectar Ac anti-HLA
después del trasplante en el 96% de los casos. Si
realmente tienen alglin papel patogénico, deberian
detectarse en un porcentaje similar antes de los re-
chazos®*4.

Ac anti-HLA y rechazo crénico

Hasta la fecha no se habfa considerado la impor-
tancia que pudieran tener los Ac anti-HLA en el de-
sencadenamiento de un rechazo crénico. Sin em-
bargo, recientemente han aparecido dos trabajos que
hacen hincapié en ello.

Un articulo de la Universidad de Tainan (Taiwan),
con la colaboracién de Terasaki, pone de manifies-
to en el 100% de los casos la formacién de Ac anti-
HLA previos al desarrollo de rechazo crénico de-
mostrado mediante biopsia'®. Por el contrario, sélo
el 27% de los pacientes que mantuvieron una fun-
cién renal estable produjeron estos Ac después del
trasplante. Aunque no se establece con claridad, pa-
rece intuirse de dicho trabajo que la asociacion es-
tablecida entre la produccién de Ac post-trasplante
y el rechazo crénico fue independiente de otros fac-
tores inmunoldégicos (por ejemplo, rechazos agudos
previos) y no-inmunolégicos implicados en la ne-
fropatia crénica del injerto. La importancia de este
trabajo radica en ser el primero que muestra una
asociacién entre la produccién de Ac anti-HLA des-
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pués del trasplante y el desarrollo de rechazo cré-
nico. Ademdas, muestran la cronologia de deteccién
de Ac anti-HLA positivos en 14 pacientes sin Ac anti-
HLA pre-trasplante. Dado que los Ac aparecen al
menos un ano antes en la gran mayoria de los pa-
ciente, Lee y cols. defienden la idea de emplear la
deteccién de Ac anti-HLA de forma anual para mo-
nitorizar a los receptores de un trasplante renal y
predecir asi un rechazo crénico’. Segin los auto-
res' y Terasaki?, el dafo producido por los Ac ne-
cesita de un tiempo variable y, en ocasiones, una
cantidad de tiempo considerable hasta que su ac-
cion se manifiesta. En la actualidad esta en marcha
un estudio prospectivo internacional con 1.629 pa-
cientes que pretende confirmar los hallazgos preli-
minares de Lee y cols3.

El hallazgo anterior también parece corroborarse
en el trabajo de Wortinghton y cols. comentado an-
teriormente, en el sentido de que los sujetos que de-
sarrollaron Ac anti-HLA-I especificos del donante tu-
vieron fallo del injerto mucho antes que aquellos
que sélo produjeron Ac anti-HLA de clase II'7. No
obstante, en este trabajo no se correlacionaron estos
hallazgos con la histopatologia de los rechazos.

CONCLUSION

Las facilidades técnicas y la mejoria en la sensi-
bilidad introducidas por el ELISA y la CMF en la de-
teccién de Ac anti-HLA, hacen plantearse el empleo
de estos Ac como herramientas para la monitoriza-
cién de los receptores de un trasplante renal. Es muy
probable que préximamente aparezcan mads trabajos
confirmando los datos obtenidos hasta la fecha y que
se han resumido aqui. Este tipo de monitorizacién
se convertird con toda probabilidad en una practica
rutinaria en la clinica. Si la teorfa humoral del tras-
plante se consolida, es muy probable que los trata-
mientos inmunosupresores se dirijan mds hacia el
brazo humoral de la respuesta inmunitaria que hacia
el celular.
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