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RESUMEN

En pacientes sensibilizados en lista de espera pretrasplante podria ser de interés es-
tudiar la modificacién de la citotoxicidad poliespecifica del suero frente a los linfocitos
del panel utilizando el dithiothreitol (DTT), inactivador de los anticuerpos IgM. En este es-
tudio se considero a los pacientes sensibilizados con reactividad superior al 50 % del pa-
nel. De 21 pacientes sensibilizados en espera de un primer trasplante renal, en cinco dis-
minuyb la linfocitotoxicidad, pudiéndose determinar las monoespecificidades antigénicas
anti-HLA de clase IgG en cuatro casos, y en el otro caso la linfocitotoxicidad podria estar
medida por autoanticuerpos. En 17 pacientes sensibilizados en espera de un segundo
trasplante se pudieron concretar los antigenos HLA frente a los que estaban dirigidos los
anticuerpos antilinfocitotéxicos IgG, que eran monoespecificidades HLA clase I de los res-
pectivos donantes.

Asi, este procedimiento, utilizando el DTT, permitiria reclasificar en algunos casos a
pacientes sensibilizados poliespecificos, que se comportarian como probables recepto-
res no poliespecificos, teniendo en cuenta que los anticuerpos linfocitotoxicos IgM no
parecen influenciar la supervivencia del trasp?ante.
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DTT-CHARACTERIZATION OF LYMPHOCYTOTOXIC ANTIBODIES IN HIGHLY
SENSITIZED PATIENTS

SUMMARY

In sensitized patients in waiting list to be subjects of a kidney transplant it might be
of interest to study the modification of the polyspecificic citotoxicity of the serum against
the lymphocytes of the pannel using the dithiothreitol (DTT), inactivator of the IgM an-
tibodies. In this study we considered sensitized patients with a reactivity higher than 50 %
of the pannel. In the 21 sensitized patients in the waiting list to the subjects of a first renal
transplant, the lymphocytotoxicity diminished in 5 of them and we could determine the
antigenic monospecific anti-HLA of IgG class in 4 cases and in the other one the lym-
phoaytotoxicity could be mediated by autoantibodies. In the 17 sensitized patientes in
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waiting for a second transplant we could specify the HLA antigens againts which the an-
tilymphocytotoxic IgG antibodies were directed, which were HLA monospecificities of
class 1 of the respective donors.

So, this procedure, using DTT, will allow to clasify again polyspecific sensitized patients
in some cases, that would act as possible no polyspecific receptors if we take into ac-

count that the IgM lymphocytotoxic antibodies do not seem to influence the transplant

survival.

Key words: Lymphocytotoxic antibodies. DTT. Renal transplantation.

Introduccion

En el trasplante renal los anticuerpos linfocitotoxicos
(ALC) anti-HLA representan una de las principales barreras
en la seleccion donante-receptor, por lo que en la lista
de espera los pacientes sensibilizados por ALC tienen me-
nos oportunidades de ser trasplantados. En este estudio
se programo la caracterizacion de los ALC en pacientes
sensibilizados con respecto a la clase de los anticuerpos
y la citotoxicidad frente a poblaciones linfocitarias, inten-
tando la seleccion inmunologica ante la posibilidad de ser
receptores de injerto renal.

Pacientes y métodos

En una lista de espera para trasplante renal de 178 pa-
cientes, 38 estaban sensibilizados con reactividad de ALC
superior al 50 % de un panel de linfocitos representativo
de los antigenos HLA, durante un periodo minimo de seis
meses; se estudiaron cuatro sueros de cada paciente. Per-
tenecian a la categoria H3 (sensibilizados pretrasplante) 21
pacientes (fig. 1) y 17 (fig. 2) a la categoria RTH3 (sensibi-
lizados en lista de espera para un segundo trasplante).

El tipaje HLA-A, B, C, DR se realiz6 segiin técnica de mi-
crolinfocitotoxicdad NIH. Para investigar la linfocitotoxici-
dad del suero se enfrent6 una muestra de éste a un pa-
nel de 35 células con los antigenos de histocompatibili-
dad reconocidos (Workshop HLA, Hakone, 1991). Los sue-
ros se enfrentaron a linfocitos totales y a linfocitos T'y B.

El dithiothreitol (DTT) es un compuesto sulfidrilo que
inactiva los anticuerpos IgM. El ensayo de la citotoxicidad
frente a los linfocitos del panel se modificé utilizando el
DTT y la globulina antihumana. El suero a estudiar se in-
cub6 con igual volumen de 0,01 M de DTT o PBS, como
control, durante 30 minutos a 37° C, para posteriormente
anadirle una lambda de linfocitos e incubarlo a tempera-
tura ambiente durante 30 minutos, tras los cuales se afa-
dieron cinco lambdas de complemento y se incub6 de
nuevo durante 60 minutos; transcurrido este tiempo se
colocaron tres lambdas de eosina y siete de formol y se
procedio a la lectura2. La globulina antihumana se utilizo
como facilitadora de la citotoxicidad segan el procedi-
miento de Fuller y cols.3. Si un suero con ALC negativiza-
ba su citotoxicidad después del tratamiento con DTT, los
anticuerpos eran de clase IgM, y, por el contrario, si la ci-
totoxicidad no variaba, los anticuerpos eran IgG. Cuando
la citotoxicidad disminuyd mas del 25 % frente al namero

LES
28,6%

15 .
(33,4%) ‘

Fig. 1.—Pacientes en categoria H3
(sensibilizados pretrasplante).
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(23,5%)

Fig. 2.—Pacientes en categoria RTH3
(sensibilizados en lista de espera
para un segundo trasplante).

de células del panel de linfocitos se consider6* que exis-
tian en el suero ambas clases de anticuerpos (IgG + IgM).

En el célculo de la significacion estadistica se siguio el
método de Mantel-Cox y Breslow.

Resultados

En los 21 pacientes sensibilizados categoria H3 (tabla I}
se obtuvieron los siguientes resultados: en 16 casos

Tablal. Linfocitotoxicidad en pacientes H3 *
Con DTT (%)
Cso  Sin DT (%) Anti HIA
Clase IgG Clase IgM
1 83 33 50 A2+A9
2 95 95 0 Poliespecifico
3 92 - 92 0 Poliespecifico
4 83 81 2 Poliespecifico
5 95 70 25 A3
6 67 55 12 Poliespecifico
7 67 67 0 Poliespecifico
8 92 90 2 Poliespecifico
9 75 70 5 - Poliespecifico
10 60 50 10 Poliespecifico
1 75 70 5 Poliespecifico
12 100 90 10 Poliespecifico
13 67 63 4 Poliespecifico
14 70 43 27 B8
15 58 33 25 B5
16 100 90 10 Poliespecifico
17 60 48 12 Poliespecifico
18 60 57 3 Poliespecifico
19 60 48 12 Poliespecifico
20 55 55 0 Poliespecifico
2 65 40 25 Poliespecifico
(autocrossmatch
positivo)

(76,2 %) se mantuvo el grado de reactividad (los ALC eran
IgG), en cinco casos (23,8 %) disminuyo la citotoxicidad
(IgG + 1gM) y ningn suero se negativizb. Los cinco pa-
cientes que eran DTT-sensibles (IgG + IgM) presentaban
citotoxicidad frente a células Ty B en tres casos, y en dos
solo a células B. Al disminuir la reactividad al panel se
pudo determinar en cuatro casos la especificidad antigé-
nica de los ALC, siendo anti-HLA clase | (A2 + A9, A3, B5,
B8, respectivamente). En el suero DTT-sensible, el auto-
crossmatch fue positivo con y sin DTT.

Los 17 pacientes con categoria RTH3 (tabla Il) se sensi-
bilizaron con posterioridad al implante del injerto. Todos
tenian anticuerpos anti-T y anti-B; en ocho casos la cito-
toxicidad fue similar para ambas poblaciones celulares y
en nueve casos fue superior para las células B. Se obser-

Tablall. Linfocitotoxicidad en pacientes RTH3 *
Con DT (%)
Caso  Sin DT (%) Anti HIA
Clase IgG Clase IgM
1 100 90 10 Poliespecifico
2 55 40 15 Poliespecifico
3 55 55 0 Poliespecifico
4 67 57 10 Poliespecifico
5 62 62 0 Poliespecifico
6 55 50 5 Poliespecifico
7 80 80 0 Poliespecifico
8 85 60 25 A2+A9
9 95 95 0 Poliespecifico
10 80 70 10 Poliespecifico
11 60 52 12 Poliespecifico
12 100 100 0 Poliespecifico
13 80 43 37 A9
14 95 95 0 Poliespecifico
15 75 40 35 B5+B35
16 100 90 10 Poliespecifico
17 82 76 6 Poliespecifico

* Sensibilizados pretrasplante.
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v que en tres casos (17,6 %) habia una disminucién de
la reactividad con el DTT, pudiéndose determinar enton-
ces la especificidad antigénica (anti-HLA clase I: A2 + A9,
A9, B5 + 35, respectivamente); estos anticuerpos desarro-
llados en el postrasplante estaban dirigidos contra antige-
nos del donante. :

Al comparar la linfocitotoxicidad frente a células Ty B
en las dos categorias (H3 y RTH3) se observé que la cito-
toxicidad frente a las célu{as B era superior en el 11,7 %
de los pacientes de categoria H3 y en el 53 % de los que
estaban en categoria RTH3 (p <0,01).

Discusion

Se considero en este estudio como sensibilizacion del
receptor potencial de rifion una tasa mantenida de ALC
dirigida a mas del 50 % de linfocitos de un panel repre-
sentativo de las diferentes especificidades HLA. En esta si-
tuacion, la prueba cruzada, enfrentando el suero del re-
ceptor sensibilizado con los linfocitos de los posibles do-
nantes, es con frecuencia positiva. De aqui que se plan-
tee en la lista de espera pretrasplante la «desigualdad de
oportunidades» de estos receptores sensibilizados para re-
cibir un injerto. Es un objetivo de los centros investigar las
posibilidades de trasplante de estos pacientes modifican-
do las condiciones aceptadas para la practica habitual del
trasplante renal. Asi se ha planteado la investigacion dife-
renciada de una prueba cruzada positiva en relacién con
la supervivencia del injerto. Otra linea de investigacion es
la seguida en este trabajo: el estudio del comportamien-
to de los sueros considerados sensibilizados con objeto
de su caracterizacion reactiva que permita una valoracion
discriminatoria de su potencial capacidad citotoxica en el
trasplante. A este respecto hemos considerado dos situa-
ciones estandares en la «lista de espera» pretrasplante: los

pacientes sensibilizados que esperan un primer injerto y -

los pacientes que rechazaron el primer injerto y esperan
el segundo.

El DTT es un compuesto sulfidrilo que inactiva los an-
ticuerpos IgM reduciendo los puentes disulfuros, mientras
que las otras clases de inmunoglobulinas no modifican su
capacidad de unién al antigeno. Si un suero con ALC des-
pués del tratamiento con DTT da resultado negativo, se
considera que los anticuerpos son IgM. Cuando la reduc-
cion de la citotoxicidad es incompleta se interpreta que
existen en el suero ALC IgG + IgM. La linfocitotoxicidad
causada por autoanticuerpos es generalmente de clase
i?M y se considera®? que no influencia la supervivencia

el injerto, aunque algunas reservas se plantean*2* en re-
lacion con la actuacion de aloanticuerpos IgM.

La citotoxicidad frente a linfocitos Ty B no aport6 di-
ferencias en cuanto a la reclasificacion de los pacientes
sensibilizados en lista de espera. Aunque los anticuerpos
anti-HLA de clase | reaccionan frente a células Ty B, en
ocasiones, como en dos casos de esta serie del subgru-
po H3, la citotoxicidad puede expresarse sélo en linfoci-
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tos B en razon de la mayor densidad antigénica de las mo-
léculas HLA clase | en la membrana de estas células®. Los
autoanticuerpos tienen reactividad frente a las dos po-
blaciones linfocitarias o solo frente a linfocitos B. Como
la linfocitotoxicidad en la categoria RTH3 fue superior, con
significacion estadistica, frente a células B, es posible que
en esta situacion inmunoldgica la respuesta de ALC sea
mas marcada frente a moléculas HLA de clase Il que en
la situacion H3; es factible, sin embargo, que este grupo
de pacientes tengan titulos bajos de anticuerpos de clase
| que puedan ser detectados solo sobre los linfocitos B.

En nuestros resultados destaca que cuando se trat6 a
los sueros sensibilizados con DTT, cinco casos eran DTT
parcialmente sensibles (IgG + IgM). Cuando, después de
tratados con DTT, se probo la reactividad de dichos sue-
ros frente al panel, se hall6 que estos cinco casos previa-
mente poliespecificos se comportaban en cuatro casos
con reactividad de ALC de clase 1gG s6lo a especificida-
des concretas anti-HLA clase | y en uno los ALC eran po-
sitivos frente al panel y frente a los propios linfocitos, con
y sin DTT, por lo que podrian ser autoanticuerpos con ac-
tuaciéon no nociva para el injerto.

Se podria, pues, reclasificar en algunos casos la carac-
terizacion especifica de la reactividad del suero y confor-
me a esta reclasificacion considerar a posibles receptores
como no poliespecificos, teniendo en cuenta que los ALC
de clase IgM no parecen influenciar la supervivencia del
injerto.
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