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RESUMEN

Las moléculas de HLA son moléculas altamente polimorficas y representan un reto
importante a considerar en la compatibilidad del trasplante renal, debido a que su
reconocimiento, por parte del sistema inmunolégico del receptor, puede conducir a
la formacion de anticuerpos donante especifico (DSA), lo que conlleva a respuestas

fuertes y duraderas con resultados perjudiciales en la sobrevida del injerto renal.

El rechazo mediado por anticuerpos (AMR) constituye uno de los retos maés
importantes en el contexto del trasplante renal, debido a que la unién de los DSA al
injerto, desencadenan la activacion de la cascada del complemento, lo que conlleva
a la pérdida del trasplante. Por su parte, la capacidad de activacién del complemento
por parte de los DSA varia significativamente de acuerdo con su afinidad para
unirse a la molécula de Clq, primer paso de esta la via litica. Sin embargo, se ha
discutido si la presencia de DSA que no tienen capacidad fijadora de complemento,

podrian no conducir al rechazo del érgano trasplantado.

OBJETIVO

Nuestro objetivo fue determinar si la categorizacion de los DSA de acuerdo a su
capacidad para unirse a las moléculas del complemento, podria ser una herramienta
atil en el seguimiento pos trasplante renal. Para esto, se llevo a cabo la evaluaciéon
de los DSA para establecer si existe una posible asociacion entre la presencia de DSA
no fijadores de complemento y la supervivencia del injerto renal, asi como, una

asociacion de los DSA fijadores de complemento y la pérdida del injerto renal.
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MATERIALES Y METODOS

Nuestro estudio incluy6 245 pacientes trasplantados en un periodo de 5 afios, en el
Hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN) de Granada, Espafia. En 26
pacientes se encontré presencia de DSA. De estos, 17 pacientes (6,9%) con DSA no

tijadores de complemento y 9 pacientes (3,7%) con DSA fijadores de complemento.

RESULTADOS

Los resultados de nuestro estudio demostraron una asociacién estadisticamente
significativa entre la frecuencia de los eventos de rechazo y la presencia de DSA con
capacidad de unirse a las moléculas del complemento. Por su parte, cuando los DSA
no tenian capacidad para fijar complemento, esto se asocié significativamente con
menos eventos de rechazo. Por lo que, encontramos que la categorizacion de los DSA
de acuerdo a su capacidad para unirse al complemento otorga un valor agregado en

la deteccién temprana de una posible lesion del injerto renal.

Las tasas de supervivencia del injerto renal disminuyeron significativamente en
aquellos pacientes que desarrollaron DSA con capacidad de fijar complemento. Sin
embargo, se mantuvieron similares entre los pacientes que no desarrollaron DSA y

aquellos que desarrollaron DSA sin capacidad para unirse al complemento.

Nuestros resultados demostraron también que la presencia de DSA con capacidad
de unirse a las moléculas del complemento esta fuertemente asociada con falla y
pérdida del injerto renal cuando se compararon con los pacientes que desarrollaron

DSA sin capacidad de unirse al complemento.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que la deteccion de la capacidad de unién al
complemento por los DSA podria ser utilizado como marcador de prondstico para
predecir el resultado de AMR y la sobrevida del injerto en aquellos pacientes con

trasplante de rifién que desarrollen DSA positivos.
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SUMMARY

HLA molecules are highly polymorphic molecules and represent an important
challenge to consider in the compatibility of kidney transplantation, due their
recognition, by the recipient's immune system, can lead to the formation of donor-
specific antibodies (DSA), which leads to responses strong and long lasting with

detrimental results in renal graft survival.

Antibody-mediated rejection (AMR) constitutes one of the most important
challenges in the context of kidney transplantation, since the binding of DSA to the
graft triggers the activation of the complement cascade, which leads to the loss of
the transplant. On the other hand, the capacity of complement activation by the DSA
varies significantly according to its affinity to bind to the C1q molecule, the first step
of this lytic pathway. However, it has been discussed whether the presence of DSA
that does not have complement-fixing capacity could not lead to rejection of the

transplanted organ.

OBJECTIVE

Our objective was to determine whether the categorization of DSA according to their
ability to bind complement molecules could be a useful tool in post-kidney
transplant follow-up. For this, the DSA evaluation was carried out to establish if
there is a possible association between the presence of non-complement fixing DSA
and renal graft survival, as well as, an association of complement-fixing DSA and

the loss of the kidney graft.
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MATERIALS AND METHODS

Our study included 245 transplant patients over a 5-year period at the Virgen de las
Nieves University Hospital (HUVN) in Granada, Spain. In 26 patients the presence
of DSA was found. Of these, 17 patients (6.9%) with non-complement-fixing DSA
and 9 patients (3.7 %) with complement-fixing DSA.

RESULTS

The results of our study demonstrated a statistically significant association between
the frequency of rejection events and the presence of DSA with the ability to bind
complement molecules. On the other hand, when the DSA did not have the ability
to fix complement, this was associated with significantly fewer rejection events.
Therefore, we found that the categorization of DSA according to their ability to bind
complement provides added value in the early detection of possible renal graft

injury.

Renal graft survival rates were significantly decreased in those patients who
developed DSA with complement-fixing ability. However, they remained similar
between patients who did not develop DSA and those who developed DSA without

complement-binding ability.

Our results also demonstrated that the presence of DSA with the ability to bind
complement molecules is strongly associated with kidney graft failure and loss
when compared to patients who developed DSA without complement binding

ability.
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CONCLUSIONS

Our results suggest that detection of complement binding capacity by DSA could be
used as a prognostic marker to predict AMR outcome and graft survival in DSA-

positive kidney transplant patients.
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L. INTRODUCCION

1. Marco teérico

1.1 Complejo Mayor de Histocompatibilidad

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), comprende la regién
cromosOmica ubicada en el brazo corto del cromosoma 6, con un tamafio
aproximado de 4 megabases (Mb). El MHC humano se denomina Sistema HLA
(Antigeno Leucocitario Humano) por las moléculas que codifica, llamadas asi
porque fueron detectadas por primera vez, en los afios 50, expresadas en la
membrana de los leucocitos humanos y no en la de los hematies. El Sistema HLA
contiene mas de 100 genes de los cuales cerca del 40% son responsables de la
respuesta inmunolégica adquirida porque las moléculas HLA tienen como funcién
la presentacion de péptidos al receptor de los linfocitos T (TCR) que de esta forma

se activan y median la respuesta especifica para la eliminacién del patégeno!~2.

El sistema HLA es una region altamente polimorfica. Se cree que este polimorfismo
se debe a la adaptacion evolutiva de las moléculas para detectar y generar una
respuesta inmunoldgica contra patégenos® que han ido cambiando durante su
coexistencia con la especie humana. El alto grado de polimorfismo de las moléculas
HLA es una ventaja biolégica para la especie humana, como lo es para las distintas
especies vivas que tienen su propio Sistema de Histocompatibilidad. Diferentes
estudios sugieren que el alto grado de polimorfismo es el resultado no solamente
del proceso evolutivo de las moléculas, sino de la adaptaciéon de las distintas
variantes raciales a espacios geograficos diferentes que albergan microorganismos
patogénicos caracteristicos, lo que han dado lugar a los patrones de variaciéon que se
pueden observar en las moleculas HLA%. Por tanto, el brazo corto del cromosoma 6

contiene quizd el grupo de genes mas grande del genoma humano con una alta tasa
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de actividad transcipcional. El loci HLA-B, es el gen mas polimorfico no solo en el

cromosoma 6, sino en el genoma humano®.

1.2 Estructura y funcion del MHC

Dentro de los genes del MHC humano encontramos dos subfamilias genémicas
denominadas HLA clase I y HLA clase II' (Figura 1). Existe también una regién
central, ubicada entre las de HLA de clase I y clase II, denominada region III, que
contiene los genes que codifican para varios factores del sistema de complemento y
para el factor de necrosis tumoral (TNF) (Figura 2)¢. La region HLA clase I contiene
las moléculas clasicas A, B y C, (altamente polimérficas) y las moléculas no clédsicas
HLA-E, Fy G, y cuatro pseudogenes HLA-H, K, J y L. Por su parte, el HLA clase II
contiene las moléculas HLA-DRB1, -DQA1, -DQB1, -DPA1, -DPB1, asi como, las
moléculas DRB3, DRB4 y DRB5. Ademads, se encuentran otros genes menos
polimoérficos como son los que codifican para las moléculas DM y DO, los cuales son
parte esencial para la presentacién de antigenos via clase II, asi como las moléculas
TAP (Transportador asociado con la presentaciéon de antigeno) y el complejo
polipeptidico de baja masa molecular (LMP) necesarias para la presentacion de

antigenos via clase I’.

DP DQ DR
— f 1 !
D o » R Y SRS 2D ‘%;’}) »
& R & N o ot & ot
m r
—H——{Hl (—EHE—E—— H
A A A
(a) 3500 3000 2700
? »
\J\\L \4\\(’ B C 3 A G F
M M m M
IH] [] [ L] (] (] [
A A A A
(b) 1800 700 100 0

Tesis doctoral Claudia Melina Munoz-Herrera
26



Figura 1. Mapa genémico simplificado del Sistema HLA®: Encontramos las moléculas HLA de clase
II en la zona més centromérica (a) y las moléculas HLA de clase I en la parte més telomérica del
cromosoma (b). El mapa muestras las moléculas HLA que son altamente polimérficas (cajas oscuras)

(Hughes AL. Major Histocompatibility Complex (MHC), 2008).

CROMOSOMA 6 HUMANO
. HLA
Complejo 2000 Kb
Clase I I
1000 kb 1000 kb 2000 kb

Loci 38 S=55

Centromero

Telomero

Figura 2. Sistema HLA®: Ubicadas en el cromosoma 6 humano, hacia el telémero se encuentran las
moléculas de HLA de clase I (color rojo) y hacia el centrémero se encuentran localizadas las moléculas
de HLA de clase II (color azul). Por su parte, en la regién central encontramos las moléculas de HLA
de clase III (color verde) en donde se encuentran los genes que codifican para el sistema de

complemento y el TNF (Kindt et al. Inmunologia de Kuby, 2007).

Las moléculas de HLA juegan un papel importante en la presentaciéon de antigenos
al unir péptidos que posteriormente seran reconocidos por el TCR. Las moléculas de
HLA clase I clasicas, presentes en todas las células nucleadas del cuerpo, se
encuentran involucradas con la presentacion de antigenos a los linfocitos T (LT)
citotéxicos (CD8*). Por lo tanto, las moléculas de HLA clase I son participes de la
vigilancia inmunolégica en la cual los linfocios T reciben constantemente
informacion de los péptidos presentados en busca del reconocimiento de lo no
propio o de péptidos propios alterados, para inducir la activaciéon de los LT
citotoxicos y asi destruir el agente extrafio®. Por su parte, las moléculas de HLA clase
II (HLA-DR, -DQ y -DP), se expresan en la membrana celular de las células T
activadas, células B, células dentriticas y macréfagos, y estan relacionados con la

presentacion de antigenos a las células T helper (CD4+)°.

Tesis doctoral Claudia Melina Munoz-Herrera
27




La estructura de las moléculas de HLA clase I y clase II es similar en cuanto a que
son heterodimeros y contienen: regién extracelular de unién al péptido N-terminal,
region transmembrana (hidréfoba) y region citoplasmatica C-terminal. Sin embargo,
su funcion difiere entre ellas y por tanto su estructura varia para cumplir su funcién

especifical.

1.2.1 Estructura de las moléculas de HLA

Moléculas de HLA clase I

Las moléculas de HLA clase I estan constituidas por una cadena pesada o y una
cadena ligera . La cadena pesada es codificada en la region MHC y consta de tres
dominios extracelulares (a1, o2 y a3), un segmento transmembrana y un extremo
citoplasmatico. Los dominios o y a2, ubicados de manera maés distal de la membrana
celular, forman una hendidura entre si, cerrada en ambos extremos y conforma el
sitio de union a péptidos, los cuales seran reconocidos por el TCR o por el receptor
de células NK (KIR) y es el lugar donde se encuentra el mayor polimorfismo de las
moléculas de clase I (Figura 3 izquierda y Figura 4b). Solo el dominio o atraviesa la
membrana y ancla la molécula a la superficie celular. Por su parte, la cadena liviana,
también denominada B2-microglobulina (32 m), es codificada fuera de la region del
MHC, especificamente en el cromosoma 15, y junto con la cadena a3 conforman la
estructura que da soporte a los sitios donde se une el péptido. Ambos dominios, a3
y P2 m, muestran homologia con los dominios de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, por lo que demuestran que existe una relacién evolutiva entre
si”910 (Figura 3). Estos dominios también son importantes en la presentacion de
antigenos por su interaccion con los correceptores y las moléculas coestimuladoras.
Es importante resaltar también el papel que juega P2 m en su interaccién con los

dominios o1 y o2, ya que permite una mejor unién del péptido y da estabilidad a la

cadena pesada del HLA de clase I8.
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AL

HLA class | molecule HLA class Il molecule

Figura 3. Estructura de las moléculas de HLA”: A la izquierda, molécula de HLA clase I. A la derecha,
molécula de HLA clase II. Se observan las regiones extracelular, transmembrana y citoplasmatica. El
sitio de unién al péptido (PBR) esta conformado por los dominios a1 y o2 en las moléculas de clase I

y por los dominios o y B1 en las moléculas de clase II (Rich et al. Clinical Immunology: Principles and

Practice, 2019).

- Moléculas de HLA clase II

Las moléculas de HLA clase II estan constituidas por una cadena o y una cadena 3,
ambas codificadas por los genes del MHC. Contiene cuatro dominios extracelulares,
dos para la cadena a y otros dos para cadena ligera 3. Asi como en las moléculas de
HLA clase I, las cadenas a2 y B2 son homologas a los miembros de la superfamilia
de las inmunoglobulinas y anclan la molécula a la superficie celular. Por su parte,
los dominios a1 y B1, comprenden el PBR el cual es altamente polimérfico”?10 (Figura

3 derecha y Figura 4d).
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Otra caracteristica respecto de la estructura de las moléculas HLA es el sitio de union
al péptido, el cual difiere entre las moléculas de clase I y clase II. Las moléculas de
clase I tienen la capacidad de adoptar péptidos con un tamafio de hasta 8-11
aminoacidos (Figura 4a) debido a que la hendidura de unién a péptidos se encuentra
cerrada en ambos extremos, mientras que las moléculas de clase II, con una mayor
capacidad, abarcan péptidos con longitudes de 8 a 30 aminoacidos (Figura 4c). Esta
diferencia se debe principalmente a que la hendidura de unién a péptidos en clase
II esta abierta en los extremos, permitiendo que se unan péptidos de tamafios méas

grandes (Figura 4c)71011,

Peptide

25 domain

(b)

2y domain

Peptide &0/

1 domain

f; domain

(d)

Figura 4. Moléculas HLA clase I y clase II, estructura y sitio de unién a péptidos'': 4(a). Molécula
de HLA clase I compuesta por una cadena pesada (cadenas au, oz y a3) representadas en azul y por
una cadena liviana 2 m representada en color rosado. Se observa el sitio de unién a péptido, con un
péptido unido representado en color amarillo. 4(b). Sitio de unién de péptidos y lugar donde se
encuentra el mayor polimorfismo en moléculas de HLA clase 1. 4(c). Molécula de HLA clase II

compuesta por una cadena o (cadenas ai, o) representadas en color fucsia y por una cadena 3
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(cadenas P1 y P2) representada en color azul. Se observa el sitio de unién a péptido, con un péptido
unido representado en color verde. 4(b). Sitio de unién de péptidos y lugar donde se encuentra el
mayor polimorfismo en moléculas de HLA clase II. (Liu et al. Major Histocompatibility Complex:

Interaction with Peptides. eLS. August 2011).

1.2.2 Funcion de las moléculas de HLA

Como hemos descrito anteriormente, la principal funcién de las moléculas de HLA
es la presentacion continua de antigenos. Las moléculas de HLA estan expresando
constantemente péptidos provenientes de antigenos, propios o extrafios, los cuales
serdn posteriormente reconocidos por LT a través de su TCR. Cada molécula de
HLA tiene la capacidad de presentar una gran variedad de antigenos diferentes, sin

embargo, presentara un solo péptido a la vez en su hendidura’.

Las moléculas de HLA clase I se especializan en la presentacion de péptidos
intracelulares, aquellos derivados de proteinas nucleares y citosélicas, y son
presentados a los LT citotoxicos. Estos antigenos son degradados en forma de
péptidos en el citosol por acciéon del LMP, una estructura similar a los proteasomas,
y posteriormente, son transportados hacia el reticulo endopldsmico (RE) por accion
de la proteina TAP una proteina dimérica, que media el transporte dependiente de

ATP y ayuda en el transporte de péptidos de tamafio pequerio.

Una vez en el RE, los péptidos recién transportados se unen a las moléculas de HLA
clase I vacias por acciéon de la tapasina, una glicoproteina asociada a TAP que
permite la translocacién del péptido a la molécula de HLA, formando un complejo
entre la molécula de HLA clase I, la tapasina y el TAP. Este complejo permite que
los péptidos sean recortados y editados hasta obtener el tamafio necesario para ser
ensamblados en la hendidura de la molécula de HLA clase I. Durante mas de dos
décadas se consider6 a la tapasina como la tnica proteina capaz de editar los

péptidos, sin embargo, durante los tultimos afios se ha conocido a la proteina
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relacionada con la tapasina (TAPBPR) como una segunda proteina la cual juega un
papel importante en la ediciéon de dichos péptidos. Algunos autores discuten si la
accion de TAPBPR podria estar involucrada en la edicion o carga de péptidos a las
moléculas HLA de clase I, independiente de la tapasina!®. Ambas proteinas juegan
un papel importante al funcionar como potenciadores cataliticos para asociar, o
disociar, péptidos dentro del surco de la molécula de HLA clase I, asi como, su papel

en el control de calidad de las moléculas que son ensambladas!4.

Tan pronto como se une el péptido en la hendidura, se libera la tapasina para
permitir que la molécula recién ensamblada sea transportada hacia la superficie
celular, en donde serda presentado y reconocido por los LT citotoxicos con la
consecuente muerte celular en caso de reconocer péptidos no propios o péptidos

propios alterados®1® (Figura 5).
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Figura 5. Procesamiento de antigenos y presentacién en las moléculas HLA clase I'6: Observamos,
el procesamiento de antigenos en el citosol y trasporte de los péptidos en el RE en donde se acoplan

a las moléculas HLA de clase I y son presentados a los LT citotoxicos (Pishesha et al. A guide to antigen

processing and presentation. Nat Rev Immunol 2022).

Las moléculas de HLA clase II estan involucradas en la presentacién de antigenos
exdgenos, es decir, antigenos que son interiorizados en la célula por endocitosis a

través de vesiculas y que posteriormente serdn reconocidos por los LT helper. Los
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antigenos endocitados son degradados por la acciéon proteolitica de los endosomas
tardios y de los lisosomas, los cuales permiten la generaciéon de péptidos. Tanto la

generacion de péptidos como el ensamblaje se llevan a cabo dentro de las vesiculas.

Dentro de la célula, la molécula de HLA clase II se encuentra asociada con un
polipéptido denominado cadena invariable (li), el cual previene la retencién de
péptidos hasta que la molécula de HLA clase II esté correctamente ensamblada.
Posteriormente, la Ii se degrada dejando un pequefio péptido denominado péptido
de cadena invariable asociado a clase II (CLIP), que otorga mayor estabilidad a la
molécula y que interactta con el heterodimero DM permitiendo el intercambio de
CLIP por péptidos antigénicos. Por su parte, las cadenas a y  de la molécula de
HLA clase II son sintetizadas en el RE y transportadas a los endosomas en donde se
unird el péptido. La unién de la molécula de HLA clase II con el péptido da
estabilidad a la molécula permitiendo su transito a la membrana celular para la
posterior presentacion de antigenos. Los péptidos presentados por las moléculas
HLA de clase II son reconocidos por los LT helper quienes en respuesta liberaran
linfocinas que conducirdn a la estimulacién de linfocitos B (LB) para que se lleve a

cabo la produccién de anticuerpos (Figura 6)°1°.
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Figura 6. Procesamiento de antigenos y presentacion en las moléculas HLA clase II'®: Observamos
el procesamiento de antigenos por endocitosis en vesiculas, donde los péptidos se unen a las
moléculas HLA de clase Il y son presentados a los LT helper (Pishesha et al. A guide to antigen processing

and presentation. Nat Rev Immunol 2022).

1.3 Presentaciéon de Antigenos

Las células presentadoras de antigenos (APC), funcionan como guardianes
constantes cuyo papel es vigilar y presentar antigenos a los LT a través de las
moléculas de HLA clase I y clase II. Esta presentaciéon constante de péptidos
contribuye con la selecciéon positiva y negativa de LT, para eliminar células T
autorreactivas (seleccion negativa) y seleccionar células T con gran afinidad por una

variedad de antigenos que son presentados por las moléculas de HLA (seleccion
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positiva). La interacciéon entre las células APC y los LT ocurre en los 6rganos
linfoides, es decir, es un proceso timo dependiente, a donde viajan las APC para
presentar los antigenos a LT virgenes. Un solo TCR es capaz de reconocer muchas
combinaciones de la unién HLA-péptido, segtin con la afinidad con que se unan al
TCR, sin embargo, es importante anotar que solo se activaran las células que

expresen el receptor especifico para el antigeno que es presentado.

Las células dendriticas, potentes APC, se activan y presentan antigenos
contantemente a través de las moléculas de HLA clase II. Cuando los LT reconocen
antigenos, se secretan diferentes citoquinas incluyendo el IFNy lo que favorece el
reconocimiento de los antigenos por parte de los LT mediante diversos mecanismos
que incluyen el control transcripcional de los genes de MHC. Caso contrario, cuando
se secreta interleuquina (IL) 10 (IL-10) esta puede inhibir la translocacién de las

moléculas de HLA a la superficie celular’®.

La presentacion de antigeno restringida por MHC, se define como el reconocimiento
del péptido expresado en la hendidura de la molécula de HLA, por parte del TCR,
que se une para un antigeno puntual, esta interaccion es altamente especifica. Este
reconocimiento permite la transmisién de sefiales intracelulares que conllevan a la
produccion de factores de transcripcion, la secrecién de citoquinas y la consecuente
diferenciacion celular y proliferacion de células efectoras y de memoria. Las células
de memoria son células listas para responder de manera rapida ante el contacto
nuevamente con el antigeno especifico, estas células pueden permanecer en estado
de quiescencia por largos periodos. La interaccion por parte de los LT citotéxicos se
lleva a cabo con una gran cantidad de células, debido a que la mayoria de células
nucleadas expresan HLA de clase I, sin embargo, la presentaciéon de antigenos a los
LT CD4* estd restringida a un grupo celular especifico como se discutié

anteriormentel6.17,
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Se ha descrito también la presentacién cruzada de antigenos, en la cual antigenos
extracelulares, que son endocitados, son presentados a través de las moléculas de
HLA clase I. Los mecanismos moleculares a través de los cuales se lleva a cabo la
presentacion cruzada siguen estando en constante estudio y se cree éstos dependen
de mecanismos diversos entre los que se encuentra el tipo de APC. Algunas
proteinas involucradas, como las RAB7 y SEC22, son importantes para los procesos
de presentacion cruzada. Se cree que las células dendriticas pueden participar de la
presentacion cruzada como parte de la activaciéon de una respuesta de células T

CD8* para permitir el reconocimiento de objetivos especificos'®.

1.4 Respuesta humoral a la presentacion de antigenos

La estimulacion a los LB inicia cuando al activarse los LT CD4* expresan el ligando
para CD40 (CD40L) que se unira a su receptor, la molécula CD40, presente en los
LB. Esta estimulacion conlleva a la proliferacion y diferenciacion celular de los LB
en células plasmaéticas de larga vida, capaces de secretar grandes cantidades de
anticuerpos, y en LB de memoria. Los anticuerpos son proteinas producidas en
respuesta al reconocimiento del antigeno los cuales son altamente especificos!81°.
Los LB de memoria se generan en los centros germinales, y al igual que las células
plasmaticas, son de larga vida y no requieren un estimulo constante del antigeno. Se
generan como respuesta al estimulo inicial y son dependientes de las respuestas
celulares de LT. Permanecen en los 6rganos linfoides y en algunos casos, migran a

sangre periférica donde recirculan para hacer guardia'®2°.

Los anticuerpos cumplen funciones especificas en la respuesta frente a lo extrafio y,
por lo tanto, varian en su region constante clasificindose en diferentes subtipos. Las

subclases que se conocen de los anticuerpos se denominan IgM, IgD, IgG, IgE e IgA,

Tesis doctoral Claudia Melina Munoz-Herrera
37



la unién del anticuerpo con su antigeno es muy especifica por lo que tienen la
capacidad de reconocer minimos cambios en la conformacién del antigeno, sin
embargo, se ha descrito que los anticuerpos pueden unirse de manera cruzada a2 o

varios antigenos'.

Para que se lleve a cabo la respuesta humoral, se requiere que el anticuerpo entre en
contacto con el antigeno especifico. Dicha unién activa los mecanismos efectores
dentro de los que encontramos la participacion del complemento, por la activacion
de la via clasica, lo que conlleva a la activacién en cascada y protedlisis de diferentes
proteinas séricas, que se van a unir al complejo antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) y
posterior ataque de membrana con la consecuente eliminaciéon del antigeno

extranol%20,

1.5 Anticuerpos fijadores de Complemento

Los subtipos de anticuerpos tienen capacidad diferente entre si para activar la via
clasica del complemento. Se sabe que IgM (por su configuracién pentamérica), IgG1
e IgGs, son potentes activadores del complemento. Por su parte IgG: e IgA son
activadores débiles, mientras que IgGs no tiene capacidad para activar el
complemento. Dicha capacidad se traduce en la afinidad que tienen los anticuerpos
para unirse a la molécula de Clq, primer paso en la activacién de la via clasica del

complemento.

La molécula de Clq se une al complemento cuando dos o mds regiones Fc
(Fragmento cristalizable) estdn expuestas. Dicho esto, debido a su configuracién
monomérica se requieren dos o mas regiones Fc para que los anticuerpos tipo IgG

se unan a Clq y activen el complemento!81°.
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1.6 Sistema de Complemento

La region central del MHC, denominada region 111, contiene los genes que codifican
para el sistema de complemento. El sistema de complemento fue descrito por Jules
Bordet y Paul Ehrlich como un “conjunto de proteinas circulantes que
complementan las respuestas mediadas por anticuerpos”?!; el cual estd compuesto
por proteinas que circulan en su forma inactiva en sangre, linfa y liquido intersticial

y que son secretadas por el higado principalmente.

El complemento se activa rapidamente cuando sus receptores detectan patrones
asociados a antigenos extrafios o antigenos propios dafiados, lo que conlleva a la
protedlisis en cascada de las proteinas que da lugar a su forma activa y que finaliza

con el ataque de membrana y la eliminacién de lo extrafio (Figura 7).

La via clasica del complemento inicia cuando se identifican complejos Ag-Ac. La
proteina Clq, primer componente de la via clasica, se une a los anticuerpos fijadores
de complemento que se encuentran unidos a los antigenos extrafos, lo que conduce
a proteolisis en cascada y formacién de la convertasa C3 que escinden en C3a y C3b,
y posteriormente, la formaciéon de la convertasa C5 que escinden en C5a y Cbb.
Finalmente el C5b depositado en la superficie inicia el complejo de ataque a
membrana (MAC), con el objetivo de eliminar el agente extrafio. El complejo MAC
forma un poro en la membrana celular, lo que conlleva a lesion tisular. El sistema de
complemento cumple un papel fundamental en la inmunidad al regular

directamente las respuestas celulares mediadas por LT y LB
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Figura 7. Activacion del sistema de Complemento?!: Las proteinas del Complemento se activan en
cascada a través de la via clésica, via de la lectina y la via alterna, por la formacién de la convertasa
C3, que escinden en C3a y C3b, y que conducen a la formacién de C5 convertasa, que a su vez escinde
en C5b y C5a, y que C5b unido a la membrana inicia el MAC y fomenta la reaccién inflamatoria al
atraer células del sistema inmune. En circulacién existen proteinas inhibidoras (CD55, CR1, Factor H,
proteina de unién a C4 (C4BP), proteina cofactor de membrana (MCP), CD59, vitronectina), que
regulan la activacion del complemento. (West et al. Complement and the Regulation of T Cell Responses.

Annu. Rev. Immunol. 2018).

2. Trasplante Renal

El trasplante renal se ha convertido a en la terapia estdndar para el reemplazo de
organos disfuncionales en los pacientes con enfermedad renal en etapa terminal
(ESRD). Esta préctica se realiza desde 1960 y desde entonces se ha permitido cambiar

la vida de millones de pacientes en el mundo.

La ESRD ocurre cuando hay una pérdida completa e irreversible de la funcién del
rifién y la tasa de filtracion glomerular (TFG) es inferior a 30 mL/min/1,73 m? (en
la mayoria de los casos inferior a 15), lo que conlleva a problemas fisiol6gicos
relacionados con la retencién de liquidos, la anemia, alteraciones en el metabolismo,
dislipidemia y desnutricién. Como consecuencia de ello, los pacientes requieren
recibir con urgencia terapia de didlisis (peritoneal o hemodialisis) o de lo contrario

esta condicion podria conducir a la muerte. Sin embargo, existe una alta tasa de

Tesis doctoral Claudia Melina Munoz-Herrera
40




mortalidad asociada a la didlisis, en donde menos de la mitad de los pacientes que

inician dialisis tienen una sobrevida superior a 5 afios?*24.

El trasplante renal, como terapia de reemplazo es la alternativa mas viable para los
pacientes con ESRD, que otorga calidad de vida por encima de la otorgada por la
didlisis®-?’. El estudio de Tonelli y colaboradores, que incluy6 una revisiéon
sistematica de 110 articulos con cerca de 2 millones de pacientes estudiados
demostré que, en comparacion con la dialisis, el trasplante renal disminuye las tasas
de mortalidad y la probabilidad de eventos cardiovasculares, otorgando calidad de
vida a los receptores renales?. Adicionalmente, se favorecen econémicamente los
sistemas de salud, al disminuir los costos asociados con las complicaciones clinicas
de los pacientes en dialisis vs. los costos del trasplante. Sin embargo, los tiempos
prolongados en espera de un rifién compatible sumado a la escasez de donantes,
representan un obstaculo importante a abordar y que perjudica significativamente a
los pacientes. Como estrategia para minimizar los tiempos en lista de espera, se
aborda a los pacientes y sus familiares o nticleo cercado en la bisqueda de donantes

vivos voluntarios.

La guia de practica clinica sobre la evaluacion y el manejo de candidatos para trasplante renal
de 2020 - Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO)?, pretende establecer
pautas, dirigidas a los profesionales de la salud, para el manejo de los pacientes
candidatos a trasplante y que evaltan factores globales, dentro de los que se
encuentran aspectos de salud y aspectos psicosociales de los pacientes y sus posibles

donantes en el caso del donante vivo.

En el postrasplante renal, se requiere un control regular para el monitoreo de la
funcién renal. En la fase inicial del trasplante se controla dos veces por semana

durante el primer mes, frecuencia que va disminuyendo a una vez por mes durante
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el primer afio y en adelante cada 3-6 meses, de acuerdo con los protocolos clinicos
establecidos para cada centro. Los niveles de creatinina sérica (Scr) son susceptibles
de variacién especialmente después de que se cursa con procesos virales o
infecciosos, por lo tanto, un monitoreo constante de los niveles de Scr permitirdn
detectar a tiempo respuestas inmunoldgicas a los eventos infecciosos que podrian
conllevar a rechazo del injerto. La sobrevida del injerto renal a largo plazo se ve
afectada como consecuencia del control inadecuado de la respuesta humoral

posterior a los eventos cursados®.

21 Compatibilidad en el trasplante renal

Como hemos descrito anteriormente, el sistema HLA comprende moléculas
altamente polimorficas, que en su gran mayoria se expresan como moléculas
heterocigotas, como consecuencia del apareamiento al azar para mantener el
polimorfismo de los loci HLA. Las moléculas HLA varian entre las diferentes
poblaciones, asi, encontramos poblaciones con grandes variaciones y que sabemos
son poblaciones que sufrieron grandes migraciones, asi como, poblaciones con pocas

variaciones, siendo estos asentamientos cuya migracién ha sido menor3%31.

Dado el polimorfismo de las moléculas HLA, éste representa un reto importante a
considerar en la compatibilidad del trasplante renal debido a que puede conducir a
fuertes respuestas inmunolégicas con resultados perjudiciales en la sobrevida del
injerto. Se han descrito genes mas polimorficos que otros, asi, el loci HLA-B es el mas
polimoérfico de las moléculas de HLA clase I y por su parte, el loci HLA-DRB1 es el

mas polimorfico de las moléculas de HLA clase II3? (Figura 8).

El control sobre el nombramiento de nuevas moléculas HLA, es responsabilidad del

Comité de Nomenclatura de la OMS para Factores del Sistema HLA, quienes desde su
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primera reunién en 1968 se reune regularmente para mantener actualizada y
disponible la informacién de la base de datos de alelos a través de

http:/ /hla.alleles.org33.
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Figura 8. Polimorfismo de las moléculas de HLA3: a. Moléculas de HLA clase I, se observa mayor
polimorfismo en el loci HLA-B; b. Moléculas de HLA clase II, se observa mayor polimorfismo en el

loci HLA-DRB1 (Penn D], llmonen P. Major Histocompatibility Complex: Human. eLS. September 2005).

En el trasplante renal, la compatibilidad entre individuos resulta compleja por el alto
polimorfismo de las moléculas HLA descrito anteriormente. La situacién ideal
resultaria en encontrar que donante y receptor que sean 100% compatibles, sin
embargo, esta situacion solo sera posible cuando el donante es un hermano cuya
posibilidad de tener HLA idéntico es solo del 25%. Una mayor compatibilidad en la
pareja donante-receptor resulta en una mejor sobrevida del injerto, minimiza las
probabilidades de eventos de rechazo y por consecuencia disminuye la posibilidad
de pérdida del injerto renal. Por lo anterior, los mejores resultados se obtendran con
donantes intrafamiliares como el caso de los hermanos o padres (denominado
donante vivo relacionado), en comparaciéon con la compatibilidad con donantes

menos compatibles como el donante fallecido3+3°.
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Las politicas actuales de asignacion de 6rganos, desarrolladas en pro del beneficio
que representa el trasplante renal para los pacientes con ESRD, incluyen la
tipificacion de los loci HLA como estrategia para evaluar la compatibilidad en la
pareja donante-receptor, y la identificacion de los anticuerpos anti-HLA que puedan
estar presentes en los receptores de trasplante para identificar aquellas
incompatibilidades inaceptables que puedan conducir a la pérdida temprana del
injerto renal. Las gufas KDIGO?, son guias internacionales que sirven de directriz a
los diferentes centros y las cuales se desarrollaron con el objetivo de estandarizar las
recomendaciones minimas, basadas en la evidencia, para los grupos clinicos
involucrados en los programas de trasplante. Los protocolos incluyen la tipificacién
de al menos los loci HLA-A, -B, -DR, los cuales representan el mayor polimorfismo

de las moléculas de HLA.

Los centros reguladores de trasplantes, tanto de Europa (Eurotransplant) como de
Estados Unidos (Organ Procurement and Transplant Network [OPTN]), han
establecido algoritmos para facilitar la asignacién de 6rganos, basados en los
beneficios observados de la compatibilidad HLA, 1o que se traduce en que ha mayor
compatibilidad mejor es la sobrevida de los injertos trasplantados. Las estrategias
establecidas en dichos algoritmos otorgan puntos por compatibilidad entre los loci
del donante y del receptor, dando mayor puntaje a la compatibilidad en HLA-DR,
seguida del HLA-B y por altimo la compatibilidad en HLA-A3037, considerdndose

hasta la fecha el gold estindar para la mayoria de los centros trasplantadores.

Si bien se han establecido reglas generales, cada pais debe proponer sus propias
reglas basados en las caracteristicas de su poblacién. En Colombia, la donacién de
organos estd regulada por el Instituto Nacional de Salud (INS), quienes han
establecido los criterios para la asignacion de 6rganos®®. Dichas guias pretenden
establecer pautas de equidad y transparencia, teniendo en cuenta las caracteristicas

clinicas de los receptores, asi como las caracteristicas inmunolégicas de los mismos.
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A pesar del esfuerzo en la basqueda de compatibilidad entre donante y receptor, el
HLA-DQ atn no ha sido considerado para la asignacién de érganos porque se ha
considerado menos polimérfico. Sin embargo, la evidencia actual demuestra que en
la mayoria de los pacientes que experimentan eventos de rechazo o pérdida del
injerto, la disparidad en el HLA-DQ ha conllevado a dichos eventos3*4°. Por lo
anterior, centros trasplantadores de Francia y Gran Bretafia, han incorporado en sus
criterios la compatibilidad del loci -DQ otorgando puntaje adicional#!42. La préctica
actual retine a los expertos de todo el mundo para discutir y establecer la

compatibilidad en el loci DQ como parte de los criterios de asignacion de érganos.

2.2 Alorreconocimiento

Los eventos de rechazo asociados al trasplante renal ocurren cuando el sistema
inmunolégico del receptor responde frente a la identificacion de patrones
moleculares asociados a dafio (DAMP) en el injerto y a la identificaciéon de las
diferencias entre lo propio y lo extrafio. El reconocimiento de las moléculas de HLA
del donante estan asociadas con respuestas mas fuertes y rapidas, a esta respuesta

se le denomina alorreconocimiento43.

2.2.1 Alorreconocimiento directo

Los injertos renales cuando estin ex vivo se encuentran en ambientes de
hipoxia/isquemia. Dicha reduccién de oxigeno promueve la apoptosis celular y
como consecuencia el reclutamiento de células de la inmunidad innata. Para
disminuir la apoptosis celular y proteger el 6rgano, éstos se mantienen en

hipotermia, de esta manera, se reduce el consumo de oxigeno y por tanto disminuye
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el metabolismo celular del injerto. Sin embargo, aunque la preservaciéon en
hipotermia minimiza la lesién del injerto, tiempos prolongados en hipotermia y la
reperfusion acelerada pueden inducir estrés celular con la consecuente generacion

de dafio tisular.

En el momento del trasplante, producto de la isquemia en frio y del sindrome de
reperfusion sin necrosis celular masiva, el rifion trasplantado libera DAMP que
viajan el bazo, en donde a través de sefiales inmunitarias activadas por DAMP, son
reconocidos por las células del receptor, especialmente por células dendriticas,
macréfagos y LB, lo que conlleva al reconocimiento y presentaciéon de antigenos no
propios y a la generacion de ambientes inflamatorios como parte de la respuesta
inmunitaria. Dichos ambientes conducen a la infiltracién celular en el tejido del
injerto trasplantado como parte de la respuesta para eliminar las células dafiadas*34.
En términos generales, esta respuesta celular por DAMP es transitoria, sin embargo,
una respuesta sostenida puede conducir a respuestas mas fuertes causando dafio

celular al injerto.

En el alorreconocimiento directo la apoptosis celular también conlleva a la
exposicion de las moléculas de HLA del donante las cuales seran reconocidas por
los LB, proceso que culmina con la produccién de anticuerpos de tipo IgM como si
se tratara de un antigeno timo independiente. Es bien sabido que las moléculas de
HLA no tienen epitopos repetitivos, sin embargo, es probable que la alta carga
antigénica y el ambiente pro inflamatorio generado en el momento del trasplante

favorezcan este tipo de respuesta.

Por su parte, los LT que, como habiamos discutido anteriormente, durante su
maduracién sufren procesos de seleccion lo que permite que salgan a circulacion

tunicamente LT con afinidad intermedia por el complejo MHC propio - antigeno;
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tienen la capacidad de unirse a las moléculas de HLA del injerto, fenémeno que
ocurre durante el trasplante y que explica la respuesta alogénica. Una posible
interpretacion a este fenémeno puede ser que los LT con afinidad alta para unirse a
MHC extrafios no son eliminados en los procesos de seleccién negativa debido a que
estos MHC no se expresan en las células del timo. El complejo antigeno - MHC
extrafo es reconocido por los LT alorreactivos cuando las células dendriticas del
donante viajan al bazo, proceso que culmina con la activacion de LT CD4* y CD8*
efectores. Este fenémeno corresponde al alorreconocimiento directo por parte de los
LT y es limitado ya que ocurre tiinicamente durante el tiempo de vida de las células

dendriticas del donante43.

La respuesta alorreactiva directa es sustituida por la respuesta alorreactiva indirecta
en el cual la cooperacion entre los LB y los LT participan del reconocimiento y
presentacion antigénica de forma que la respuesta corresponde a un proceso timo
dependiente. Por lo tanto, en la respuesta indirecta los anticuerpos son de tipo IgG
con mayor afinidad y especificidad por los antigenos HLA del donante, donde se

generan respuestas mas fuertes y con presencia de LB de memoria®3.

2.2.2 Alorreconocimiento indirecto

En el alorreconocimiento indirecto, las células dendriticas del receptor fagocitan
restos celulares provenientes del injerto, los cuales contienen las moléculas de HLA
del donante y que van a ser procesadas y presentadas como péptidos antigénicos no
propios en las moléculas HLA del receptor. Cada molécula de HLA del donante dara
lugar a un ntamero diverso de péptidos que posteriormente seran reconocidos por

multiples clones de células T+
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Como describimos anteriormente, la presentacion cruzada es un fendmeno que se
observa en el reconocimiento de los antigenos extrafios en el trasplante. Este
fenémeno se debe a que células dendriticas especializadas tienen la capacidad de
presentar antigenos endocitados a través de las moléculas de HLA clase I que

conllevan a la activacion de LT CD8*.

No solo el reconocimiento del péptido presentado es suficiente para activar los LT,
las moléculas coestimuladoras también hacen parte esencial de la presentacion
antigénica para permitir la activacion de LT en células efectoras. El CD28 es una
molécula coestimuladora expresada tanto en LT CD4* como CD8" y su ligando es la
molécula B7. Por su parte, la interaccion de CD40 con CD154 permite la proliferacion
y diferenciaciéon de LT CD4* y CD8*. Otras moléculas coestimuladoras, homologas
estructuralmente, median la regulacion de los LT para inhibir sus mecanismos de
accion, ejemplo de esto es el CTLA-4, que interacttia también con el ligando B7. Por
lo tanto, las sefiales recibidas de estimulacion o inhibicién también juegan un papel

importante en la respuesta celular mediada por LT*.

La secrecion de citoquinas por parte de los LT, funcionan también como sefiales de
estimulacién, permitiendo la proliferacion y diferenciacion celular, o sefales de
inhibiciéon que conducen a la regulaciéon celular y silenciamiento de la respuesta
inmunolégica. La IL-1, IL-6 e IL-12 son citoquinas de activacién que promueven la
proliferacién y diferenciacion celular; la IL-2 funciona como regulador biolégico de
las respuestas de LT. Mediante las sefales recibidas, las células pueden diferenciarse
en LT citotoxicos, LT helper o LT de memoria. Los LT citotéxicos inducen la muerte
celular y el dafio al injerto a través de la desgranulacién lo que conlleva a apoptosis.
Por su parte, los LT helper promueven la infiltracién de macréfagos por la secrecion
de Interferén y (IFN-y) y TNF. La activacién celular de LT CD4* conduce también a
la estimulaciéon de LB para la produccién de anticuerpos especificos contra el

donantel84344,
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La presentacién antigénica de los péptidos derivados del donante activard LT CD4*
y, por tanto, son presentados a través de las moléculas de HLA clase II del receptor.
Como se discutié anteriormente, la activaciéon de LT CD4* permitird que estas
células migren por el sistema circulatorio hacia el sitio donde esta ubicado el injerto
trasplantado y, una vez alli, se llevard a cabo la secrecion de citoquinas que
potenciaran el dafio al injerto. Asi mismo, se estimula la activacion de LB, los cuales
se diferenciardn en células plasmaéticas secretoras de anticuerpos tipo IgG especificos

contra las moléculas HLA del donante y en células de memoria de larga vida'®43.

Durante la presentacion antigénica se exponen diferentes péptidos provenientes del
donante, lo que conlleva a la produccién de anticuerpos con la capacidad de
reconocer especificamente secuencias de aminoacidos ubicadas dentro de la
molécula de HLA del donante. A estas secuencias de aminoécidos se les denomina

epitopos (Figura 9)%.

A HLAMHC B HLA Gene C Epitope
= /'HLA-A
§ 4-digit
ﬁ HLA-C 2-digit
g HLA-B HLA-DQB1*03:02
S Z (Gene| [HLA protein|
= HLA-DR
2 HLA-DQ
&)
"HLA-DP
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Figura 9. MHC, alelos HLA y epitopos®: a. Brazo corto del cromosoma 6, el cual contiene los genes
que codifican para las moléculas de HLA; b. Nomenclatura de las moléculas de HLA, descrita en:

https:/ /hla.alleles.org/nomenclature /naming.html, cada alelo recibe un nombre de acuerdo a lo

estipulado por el Comité de Nomenclatura de la OMS para Factores del Sistema HLA, HLA: region HLA,
DQB1: un locus HLA especifico, 03: grupo alélico; 03:02: proteina especifica; c. Estructura
tridimencional de una molécula de HLA, en este ejemplo HLA-DQB1*03:02, en color café observamos
el péptido dentro del surco de unién del péptido, en azul se representa la epleta especifica. (Nilsson
J, et al. Human Leukocyte Antigen-Based Risk Stratification in Heart Transplant Recipients-Implications for
Targeted Surveillance. 2019).

Dichos epitopos son compartidos entre varias moléculas de HLA, de donde se
adopta el término de epleta, que por definicion es un grupo de residuos
polimoérficos, que pueden ser lineales o no, y que se ubican en la superficie de las
moléculas de HLA. Esta es la razén por la cual la sensibilizacién contra las moléculas
HLA induce la formacién de anticuerpos que pueden reaccionar contra uno o mas
antigenos HLA especificos. Las moléculas HLA tienen entre si homologia en su
secuencia en cerca del 90% y solo algunos desajustes en areas especificas. De esta
definicion se ha adoptado el término de “epitopos funcionales” haciendo referencia
a las epletas, que incluyen secuencias pequefnas de 2-3 aminoécidos, y que pueden
ser reconocidas por los anticuerpos dirigidos contra las moléculas de HLA (Figura
10)%5-47. Por tanto, la huella del anticuerpo puede reconocer epletas adicionales méas

alla del péptido especifico.
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Figura 10. Epletas compartidas entre diferentes moléculas de HLA*: HLA-A*01:01 y HLA-A*03:01
tienen epletas compartidas (sefialados con flechas), a su vez, contienen epletas exclusivas no
compartidas entre ellas (encerradas en circulo negro). Por su parte, HLA-A*02:01 es diferente de las
moléculas HLA-A*01:01 y HLA-A*03:01. En color amarillo observamos las epletas. (Philogene MC, et
al. Eplet mismatch analysis and allograft outcome across racially diverse groups in a pediatric transplant

cohort: a single-center analysis. 2020).

2.3 Sensibilizacién contra las moléculas HLA en trasplante renal

La sensibilizacién contra las moléculas HLA ocurre como consecuencia de eventos
sensibilizantes previos a los que ha tenido lugar el paciente. Los eventos que
conllevan a esta sensibilizacién son principalmente: el embarazo (o abortos), las
transfusiones sanguineas y el trasplante previo*$, siendo este dltimo el evento

relacionado con una inmunizacién mas fuerte y duradera.
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Diversos estudios han discutido y reportado la asociaciéon entre las infecciones
virales y la consiguiente sensibilizacion contra las moléculas HLA. Este fenémeno
se podria explicar por la presentacion cruzada en respuesta a algunas infecciones
virales. Se ha documentado que infecciones causadas por el citomegalovirus (CMV)
o el Epstein-Barr virus (EBV) estdn relacionadas con mecanismos de evasion o
escape, propios de los virus, en los cuales la producciéon de homoélogos de HLA
interfiere en la presentacion antigénica y asi bloquean el reconocimiento por parte
de las células natural killer (NK). Estos mecanismos de escape explican, en parte, la
asociacion que se encuentra entre la presencia de anticuerpos IgG anti CMV y la
presencia de anticuerpos anti-HLA de clase II en algunos pacientes. Diferentes
investigaciones explican esta relacion debido a la activacion de LT CD4* y la
secrecion de IFN-y, lo que induce la expresiéon de moléculas HLA clase II. Si bien no
estd asociado con la infeccién con cualquier patégeno, si existe una relacién clara
entre las infecciones por CMV y EBV y la produccién de anticuerpos anti-HLA en

algunos pacientes, asociados con algunos locus HLA-DR y DQ#50.

Los datos de otros estudios también apuntan a que la sensibilizaciéon contra las
moléculas HLA puede deberse a la activacion de células B de memoria preexistentes
lo que se corresponde con la produccién de anticuerpos anti-HLA como resultado;
por otra parte, la produccion de citoquinas tras la infeccién viral también podria
conducir a la activacién de estas células B o, la similitud del epitopo con los
antigenos virales podria resultar en la formaciéon de anticuerpos anti-HLA. Otros
autores discuten la posibilidad de reactividad cruzada entre infecciones virales
previas por el virus de la influenza y la hepatitis C y la sensibilizacién contra las
moléculas de HLA. Los eventos pro inflamatorios como consecuencia de este tipo
de infecciones, asi como los asociados a las vacunaciones y/o otros procesos
traumaticos, se han relacionado con la sensibilizacion y la fuerza de los anticuerpos
anti-HLA en los pacientes candidatos a trasplantes®52. Es importante anotar que la

sensibilizacién contra las moléculas HLA por infecciones previas no ocurre en todos
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los pacientes y estos estudios solo soportan la evidencia de algunos hallazgos sin
condicionar la presencia de anticuerpos anti-HLA en todos los receptores de
trasplantes. Es por esta razén, que las infecciones virales como evento sensibilizante

no son siempre tenidas en cuenta por los grupos de trasplantes.

Desde que Terasaki y colaboradores demostraron en 1969 que la presencia de
anticuerpos especificos contra las moléculas de HLA del donante, denominados
como Anticuerpos Donante Especifico (DSA) estaban relacionados con los eventos
de rechazo hiperagudo en el trasplante®, existe consenso entre los grupos
trasplantadores para realizar, ademas de la tipificacion HLA previamente descita,

las siguientes pruebas:

- Prueba de Citotoxicidad dependiente de complemento (CDC): Atn a la fecha
esta prueba se considera el Gold Standard. Se incuban los LT y los LB aislados del
donante con suero del receptor en presencia de complemento. Una prueba positiva
es cuando ocurre lisis celular y confirma la presencia de DSA los cuales confirma la
presencia de anticuerpos con capacidad de activar la cascada del complemento y se
denominan citotéxicos; un prueba negativa descarta la presencia de DSA o, por lo
menos, descarta la presencia de DSA fijadores de complemento. Dicha prueba se

realiza en el momento previo al trasplante®->4.

- Rastreo e identificacion de anticuerpos contra los antigenos de HLA: La
identificacion de los anticuerpos preformados en los receptores cobra importancia
en pro de minimizar las posibilidades que un paciente sea trasplantado con
anticuerpos contra un donante especifico. En este sentido, previo al ingreso a lista
de espera, se enfrenta el suero del paciente para evaluar el Panel reactivo de
anticuerpos (PRA), lo que permite identificar la presencia o ausencia de anticuerpos
anti-HLA y su especificidad. Basados en los anticuerpos positivos, se calcula el

porcentaje de sensibilizacién, cuantificando la probabilidad de que una pareja
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donante-receptor sean incompatibles. Los centros reguladores de trasplantes,
Eurotransplant y la OPTN, utilizan sistemas informaticos alimentados con
informacion de frecuencias de HLA (tipificados en alta resoluciéon) de mas de 12.000
donantes para poder determinar mateméaticamente la probabilidad de que un
receptor encuentre un donante compatible dentro de una poblacién determinada; a

este célculo se le denomina PRA calculado (cPRA)%.

A mayor sensibilizacién de un receptor menor es la probabilidad de encontrar un
donante compatible, lo que prolonga su tiempo en lista de espera y por consecuencia
aumenta la probabilidad de fallecer en espera de un donante 6ptimo. Por cada
aumento del 1% en el valor de cPRA, un receptor debera esperar de 3-5 semanes
adicionales para poder ser trasplantado. Es bien conocido que en las listas de espera
de los centros trasplantadores entre el 40-60% de los pacientes tienen algun grado

de sensibilizacion y cerca del 10-15% son pacientes altamente sensibilizados (cPRA

>95%)57.

La presencia de DSA sugiere la posibilidad de rechazo hiperagudo o retardo de la
funcién renal, por ende la presentaciéon de eventos de rechazo y la consecuente
pérdida del injerto. Por lo que la realizacién de las pruebas anteriormente descritas
permite tomar decisiones en el momento del trasplante para que a un paciente que
tenga anticuerpos preformados contra los antigenos HLA de un donante especifico
(denominadas incompatibilidades inaceptables), no se le ofrezca la posibilidad de
ser trasplantado con dicho donante; a esta evaluacién se le denomina prueba
cruzada virtual (crossmatch virtual), y cobra valor por su gran valor predictivo
positivo. Una prueba cruzada virtual aumenta las posibilidades de rechazo mediado

por anticuerpos (AMR) del hasta del 55% y pobre sobrevida del injerto a 5 afios®-6L.
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2.4 Terapia de Inmunosupresion

241 Terapia de Induccion y de mantenimiento

En el momento mismo del trasplante, los receptores de 6rganos inician la terapia de
inmunosupresion con el objetivo de modular la respuesta del sistema inmunolégico
y asi minimizar el riesgo de rechazo del injerto. La terapia de inmunosupresion ha
sido utilizada ampliamente durante las dltimas décadas, lo que ha permitido
disminuir significativamente las tasas de rechazo, sin embargo, esta debe
continuarse durante toda la vida util del injerto, lo que conlleva a eventos
secundarios asociados a la inmunosupresion como las infecciones recurrentes, el
cancer, la diabetes, la toxicidad por los medicamentes, entre otros, lo que obliga a
que la terapia sea modulada en el tiempo para tratar los eventos presentados y con
el riesgo de que dicha modulacién conlleve a eventos de rechazo. El objetivo de la
terapia de inmunosupresion es prevenir el rechazo del injerto trasplantado y se debe
encontrar el punto de equilibrio entre la dosis suministrada y el mantenimiento de

la funcién del injerto®>62.

La terapia de inmunosupresién comprende varias etapas durante el trasplante. Una
etapa inicial, la cual es potente para llevar a cabo la deplecién de la respuesta
inmunolégica y que se suministra en el periodo perioperatorio, llamada también
terapia de induccién; y una segunda etapa, menos potente pero dirigida a diferentes
objetivos de la respuesta inmunolégica y cuyo objetivo es mantener el estado de

inmunosupresion y la cual perdurard por el tiempo que dure el injerto trasplantado.

Durante la induccién se utilizan agentes depletores de LT como la timoglobulina
(ATG) o inhibidores de la IL-2 como el basilixumab; asi mismo, se suministran

medicamentos enfatizados en 3 sefiales principales (terapia triple) cuya finalidad es

Tesis doctoral Claudia Melina Munoz-Herrera
55



evitar la activacion y proliferaciéon de LT, en la Figura 11 se esquematiza las 3 sefiales

de enfoque.
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Figura 11. Terapia de induccion y mecanismos de inmunosupresién2: Inmunosupresores dirigidos
contra 3 sefiales especificas en la activacién y proliferaciéon de LT; sefial 1 via de la calcineurina y
transcripciéon de I1-2, sefial 2 inhibicién de los factores de transcripcion y sefial 3 agentes
antiproliferativos. (Voora S, et al. Management of Kidney Transplant Recipients by General Nephrologists:
Core Curriculum 2019. Am | Kidney Dis. 2019).

Los inmunosupresores que permiten el agotamiento de las poblaciones de LT estan
dirigidos contra 3 sehales especificas importantes en la activacién y proliferaciéon
celular. Dado que la activacion de LT depende de multiples senales, el objetivo
principal es atacar diferentes mecanismos de activacion y por esta razén se emplean
inmunosupresores dirigidos contra flancos especificos. Dichos medicamentos se

utilizardn en dosis altas durante la induccién y los cuales iran siendo modulados
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llegando a dosis minimas y cuya modulacion dependera de los riesgos

inmunolégicos en cada paciente y de la causa de ESRD.

En la sefial 1, el objetivo es el inicio de la via de la calcineurina y los

inmunosupresores cominmente utilizados son el tacrolimus y la ciclosporina. Cada
uno se une a su receptor citoplasmatico, la proteina fijadora de FK506 y la ciclofilina
respectivamente, inhibiendo la calcineurina y por ende detiene la expresién de
citoquinas necesarias para la proliferacion celular. El wuso de dichos
inmunosupresores ha mejorado la sobrevida del injerto, sin embargo, su uso debe
ser muy controlado debido a su alto porcentaje de toxicidad e intolerancia para los
pacientes. En la sefial 2, se busca inhibir los factores de transcripcién necesarios para
la expresion de citoquinas, los medicamentes utilizados son los corticosteroides
(metilprednisolona o prednisolona) que son medicamentos que inhiben el factor
nuclear kB (NFkB) y como consecuencia regulan la expresiéon de citoquinas. Basados
en el riesgo inmunolégico las dosis de corticosteroides seran disminuidas llegando
a ser retirado en algunos casos. En la sefial 3, se utilizan agentes antiproliferativos
como el micofenolato mofetil (MMF), que es un inhibidor de la enzima inosina
monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) lo que conduce a la disminucién de la
produccion de nucleétidos de guanosina y como consecuencia deplecion celular de
LT. El MMF también disminuye la expresion de moléculas de adhesion limitando la

unién de LT a células endoteliales en el injerto cuando hay lesién?56263,

Durante la segunda etapa de la inmunosupresion, o terapia de mantenimiento los
inmunosupresores disminuyen a niveles que no permiten la reactivacion del sistema
inmunolégico permitiendo la tolerancia del trasplante. En esta fase la terapia triple
sigue siendo utilizada, aunque en menor dosis, basados en los requerimientos

inmunolégicos para cada paciente2>62-64,
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2.4.2 Monitoreo de los niveles de inmunosupresion y de la funcién renal

Muchos de los agentes inmunosupresores cuentan con ventana terapéutica, es decir,
el rango terapéutico en el cual los medicamentos no generan toxicidad o efectos
nocivos en los pacientes. Dicha ventana es estrecha por lo que la evaluacién continua
de los niveles sanguineos de medicamentos es fundamental especialmente durante
los primeros meses del trasplante en el cual la dosis de inmunosupresores es alta.
Los esfuerzos realizados para minimizar los riesgos y maximizar los resultados, es
decir encontrar la dosis ideal en la que prevalecen la supervivencia del injerto y del
paciente, requieren del continuo monitoreo debido a que, a la fecha, ningun
medicamento ha demostrado estar libre de efectos secundarios. Por su parte, se
requiere también del monitoreo constante de la funcién renal, que debe ir desde la
fase inicial del trasplante, midiendo los niveles de Scr los cuales pueden ser
indicativos de dafio o pérdida de la funcién renal. Un aumento en el 20-25% de la
concetraciéon de Scr por encima del valor inicial requiere evaluaciéon de la funcién
del injerto en la que se incluyen ecografias renales, doppler y biopsia renal, asi como

la evaluacion de la presencia de DSA25:65.

No existen intervalos fijos para la evaluacién de los niveles de inmunosupresiéon en
sangre, los datos adicionales como el estado clinico, la sensibilidad interpersonal
frente a los efectos secundarios de la inmunosupresién que puede ser resultado del
metabolismo de cada paciente, asi como el tipo de trasplante, el tiempo del
trasplante, las dosis de otros medicamento incluso de otros inmunosupresores y
otros factores, deben ser tenidos en cuenta en la evaluacién de los niveles de
inmunosupresores ya que todo ésto puede contribuir en el objetivo de llegar a las
condiciones 6ptimas de dosis para cada paciente. Debido a la gravedad de los
posibles efectos adversos, es imprescindible que los médicos controlen de forma

rutinaria a cualquier paciente con un régimen inmunosupresoré>.
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2.4.3 Terapia de rescate

La terapia de rescate es empleada cuando el paciente cursa con un evento de rechazo
y comprende la administracién de inmunosupresores adicionales y de accion
potente. Dentro de los agentes de primera linea para tratar los eventos de rechazo se
encuentran los corticosteroides como la prednisona o esteroides orales en pulsos. El
tratamiento de eleccién va a depender en gran medida del mecanismo que ejerza el

evento y de la gravedad del mismo.

En los eventos de AMR, la plasmaféresis se utiliza con el objetivo de eliminar los
anticuerpos circulantes, sin embargo, la eliminacién de anticuerpos puede resultar
desafiante, por lo que la administracion de anticuerpos monoclonarles para
conseguir la depleciéon de LB resulta el método de elecciéon. El Rituximab es un
anticuerpo monoclonar dirigido contra las moléculas CD20 expresadas en la
membrana de los LB, por lo que el objetivo de este tratamiento es la deplecion
celular. El Rixutimab también regula a la baja el CD40, impidiendo la interaccién
celular entre LT y LB. Otros tratamientos de rescate utilizados en el AMR son el
Eculizumab (dirigido contra las moléculas del complemento para evitar la
formacion del complejo de ataque de membrana) y el Bortezomib (inhibidor de

proteasoma que agota células plasmaticas)®>¢7.

2.5 Rechazo del Injerto Renal

Algunas glomerulopatias del trasplante se pueden detectar oportunamente con el
seguimiento constante de la funciéon renal. La monitorizacién de la funcién del

injerto, a través de la medicion de los niveles de Scr, permite detectar oportunamente
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los eventos de rechazo a los que pueda estar enfrentado el paciente. Por su parte, la
deteccion de proteinuria, en rango nefrético o no, es indicaciéon de biopsia del injerto

renal y ayuda a la valoracion de actividad renal.

El estandar de oro en el monitoreo de la funcion renal sigue siendo la biopsia, sin
embargo, por ser un examen invasivo y dado el riesgo que representa para el injerto
no todos los grupos de trasplante la realizan como seguimiento por protocolo. A
nivel global esta idea se encuentra dividida y otros grupos de trasplante en Europa
y Estados Unidos si priorizan y protocolizan la biopsia renal como parte del
seguimiento pos trasplante. La biopsia renal permite la identificacién oportuna del
rechazo agudo o crénico, la enfermedad renal recurrente o de novo, identifica algunas
infecciones virales como la infeccién por Poliomavirus y ayuda en la determinacion
de la presencia de cicatrizacion progresiva del injerto con fibrosis intersticial y
atrofia tubular. Por lo tanto, la biopsia permite la clasificaciéon de la causa del
rechazo, como inmunolégica o no inmunolégica y fortalece el manejo del paciente

en pro de salvaguardar la funcion renal?>8,

A pesar de la terapia de inmunosupresion descrita previamente, cerca de un 15% de
los pacientes trasplantados experimentan algtn tipo de rechazo. Sin embargo,
cuando dichos episodios son diagnosticados a tiempo, la modulaciéon de la
inmunosupresion suele ofrecer resultados apropiados para evitar la pérdida del
injerto renal. El tratamiento de rescate que se elija dependeré del tipo de rechazo y

de la severidad del mismo?>9.

Los eventos de rechazo se pueden clasificar segtin el momento en el que se presentan
como rechazo hiperagudo, agudo y crénico, y, de acuerdo al mecanismo que lo
ejerce como rechazo celular, AMR o rechazo mixto®. Con la introduccién de la

terapia de induccién los eventos de rechazo celular han disminuido
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significativamente, sin embargo, el AMR es la causa de entre el 30-50% de los
episodios de rechazo agudo y cerca del 60% de los eventos de rechazo crénico con

posterior fracaso del injerto?.

2.5.1 Rechazo hiperagudo

Se define como la respuesta inmunolégica acelerada, desencadenada dentro de las
48 horas pos trasplante (incluso minutos después de la implantacion del injerto) y
su causa principal es la presencia de DSA preformados en niveles altos. Dichos
anticuerpos reconocen dianas en el endotelio vascular a donde se unen y como
consecuencia desencadenan la activacion de la via clasica del complemento. La
lesion del endotelio promueve la coagulacién masiva por agregacion plaquetaria
generando trombosis del injerto trasplantado y como consecuencia necrosis
endotelial lo que culmina con la pérdida del rifién. En los eventos de rechazo
mediados por anticuerpos los sintomas como fiebre, sensibilidad en el sitio del

injerto, oliguria e hipertensiéon son mas frecuentes.®.

Las pruebas inmunolégicas previas al trasplante, como son la prueba cruzada final
por CDC, la determinacion de la especificidad de los anticuerpos presentes en el
receptor a través de métodos altamente sensibles, la identificacion de
incompatibilidades inaceptables, asi como, la terapia de induccién, representan las
estrategias adoptadas por los grupos de trasplante, en trabajo conjunto con los
laboratorios de histocompatibilidad, para evitar los eventos de rechazo hiperagudo,
estrategias que han disminuido en gran medida las complicaciones asociadas al

rechazo hiperagudo®°4.
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2.5.2 Rechazo agudo

Se define como la lesién causada al injerto renal que ocurre dentro de las semanas o
meses posteriores al trasplante, generalmente dentro de los 6 primeros meses.
Algunos autores pueden clasificar una forma acelerada de rechazo agudo cuando
ocurre dentro de los primeros 30 dias pos trasplante. El dafio al injerto es causado al
parénquima renal y a los vasos sanguineos por la activacion de células T

alorreactivas y la apariciéon de DSA%.

Dentro del rechazo agudo podemos encontrar respuestas celulares, respuestas
mediadas por anticuerpos o respuestas mixtas, por lo tanto, su clasificaciéon se

realizara de acuerdo al mecanismo que lo ejerza.

El rechazo celular mediado por células T (TCMR), comprende la respuesta por
células LT CD4* (helper) y LT CD8* (citotoxicos), especificos contra los antigenos del
donante. El aumento en los niveles de Scr es el principal hallazgo relacionado con
este tipo de rechazo. En las respuestas celulares participan también otros tipos
celulares como monocitos, macréfagos, células NK y células plasmaéticas los cuales
contribuyen a la respuesta inmunolégica migrando hacia el sitio del injerto. Dichas
células se infiltran en el intersticio causando tubulitis (por la invasién de los tabulos)
y necrosis tubular. El grado de infiltraciéon observada en la biopsia renal va a definir
el grado de rechazo. Por su parte, se puede observar también endotelitis (por la
inflamacién del endotelio vascular) y necrosis de los vasos sanguineos del injerto, en
el cual el infiltrado celular invade el subendotelio y la capa intima de las arterias
renales?®®. De acuerdo con la clasificaciéon Banff, el TCMR se puede clasificar como
tipo I (IA-IB), tipo II (IIA-IIB) y tipo III, basados en los hallazgos de células infiltradas
y el dafio ocasionado a los tejidos. Los criterios Banff se discutirdn mas adelante en

este documento??.

Tesis doctoral Claudia Melina Munoz-Herrera
62



En el AMR agudo, la lesion al rifién trasplantado se produce por la unién de DSA a
las células del endotelio del injerto dando como resultado pérdida de la integridad
del epitelio vascular, lesién isquémica y muerte celular. La unién de los DSA activa
la cascada del complemento, recluta neutroéfilos y células mononucleares en el sitio
de la lesion, permite la agregaciéon plaquetaria lo que conlleva a la formaciéon de
trombos. De acuerdo con la experiencia de diferentes centros, no en todos los casos
la unién de DSA conlleva a la activacién de la cascada del complemento, razén por
la que, durante la reunién anual de Banff del 2017 se pusieron en consideracién
dichos hallazgos, permitiendo desde entonces una nueva clasificacién de AMR con
o sin depositos de C4d”!. El rechazo agudo es de peor pronodstico en comparacion
con el rechazo agudo celular, debido a que cerca del 30% de los pacientes que
presentan AMR pierden el injerto vs. el 4% de los pacientes que pierden el injerto
cuando presentan un TCMR, dentro del primer afio, y tienen una mayor

probabilidad de desarrollar AMR crénico”.

Finalmente, el rechazo agudo mixto comprende la lesion al injerto que implica la
presencia de TCMR y AMR, es decir, componentes tanto celulares como respuesta
humoral activa, rechazo que por su gravedad debe ser tratado a tiempo para evitar

la pérdida temprana del injerto.

2.5.3 Rechazo cronico

Se define como una disminucién lenta y progresiva de la funciéon renal con sintomas
frecuentes de hipertension y proteinuria, lo que ocasiona dafios irreversibles en el
injerto. El rechazo crénico generalmente esta precedido de eventos de rechazo agudo
previamente tratados. Dado el avance clinico de la tltimas décadas con la inclusién

de la terapia de induccién y los tratamientos de rescate en los casos de rechazo
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agudo, el rechazo crénico constituye actualmente la principal causa de pérdida del

injerto renal?.

Las respuestas cronicas generalmente estan acompanadas por la presencia de DSA
que se depositan en el endotelio vascular, causando lesiones en los capilares
glomerulares y peritubulares, cambios anatomopatolégicos al tejido del injerto y por
consiguiente se genera oclusion vascular y fibrosis intersticial. Por su parte, la
secrecion de citoquinas por parte de LT y LB alorreactivos, estimulan también la
proliferaciéon de células del endotelio vascular y del musculo liso contribuyendo a la
lesion endotelial. Con el tiempo, el flujo sanguineo disminuye en el rifién por lo que
el tejido sano se empieza a reemplazar por tejido fibroso que no es funcional lo que
conduce a la pérdida de la funcién glomerular y tubular y la consecuente pérdida de

la funcién del injerto renal®>%°.

2.6 Criterios Banff

Como mencionamos anteriormente, la biopsia renal contintia siendo el Gold Standard
para el diagnoéstico de rechazo del trasplante renal. En este contexto, los criterios
Banff se han creado con el objetivo de clasificar los hallazgos observados en los
resultados de la biopsia y otorgan valor a la correlaciéon entre la patogenia y el
pronodstico de la sobrevida del injerto. Dicha clasificacién retine cada dos afios a
expertos a nivel mundial en donde se debate sobre la experiencia de diferentes
centros y se consensua sobre lo que debe ser considerado para los criterios de
rechazo, de este modo, la clasificaciéon basada en el tiempo en el que se presenta,
como hiperagudo, agudo o crénico, ha sido reevaluada para incluir dentro de esta

clasificacion el mecanismo que lo ejerce como celular, humoral o mixto.
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La dltima reunién de la conferencia Banff se llevé a cabo en Pittsburgh, EE.UU.,
junto con la Reunién Anual de la Sociedad Estadounidense de Histocompatibilidad
e Inmunogenética, en septiembre de 2019. Los criterios Banff de dicha actualizacién
fueron publicados en linea en mayo de 2020, e incluyen la patologia digital y la

inteligencia artificial para la clasificacion adecuada de los trasplantes.

Se ha establecido que una muestra representativa de biopsia renal debe contener al
menos 10 glomérulos y 2 arterias. Se deben realizar técnicas de microscopia de luz,
tinciones para C4d, inmunofluorescencia para IgG (para la evaluacion del complejo
antigeno-anticuerpo), microscopia electrénica y si se sospecha de infeccién por virus

se realizan tinciones para virus (Poliomavirus y Citomegalovirus).

La clasificaciéon Banff estd dividida principalmente en las siguientes categorias:

Respuestas aloinmunes: patologia de los rechazos.
Toxicidad o hipersensibilidad a medicamentos.
Infecciones.

Complicaciones anatémicas.

Enfermedad recurrente o de novo.

Enfermedad del donante.

N S aos »w D=

Neoplasias (mayor incidencia en pacientes trasplantados por Ila

inmunosupresion).

En la Figura 12 podemos observar los eventos que pueden ocurrir a los pacientes
trasplantados durante el tiempo de sobrevida del injerto, dichos eventos se clasifican

como eventos inmunoldgicos y no inmunolégicos.
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Dentro de los eventos inmunolégicos se encuentran los eventos de rechazo, de
primordial importancia en el seguimiento pos trasplante. Dentro de los eventos no
inmunolégicos encontramos la toxicidad e hipersensibilidad a los medicamentos
inmunosupresores, principalmente la causada por los anticalcineurinicos;
encontramos también las infecciones por virus, dentro de la cual la infeccién por
Poliomavirus representa la principal causa de infecciones virales. Cabe anotar que
como se observa en la grafica, que las infecciones por virus no empiezan
inmediatamente después del trasplante, sino que generalmente se presentan a partir
del primer mes. Encontramos también la enfermedad renal recurrente o de novo, y al

final de la grafica la pérdida del injerto renal”72,

- Hyperacute rejection

Early acute rejection
Late acute rejection

Immunological

: M1
T
S

f Nosocomial Latent :
| infections infections

Non
immunological

BKV nephropathy

Kidney Allograft
transplant failure

Figura 12. Eventos en el tiempo del trasplante renal’% En la parte superior los eventos de rechazo
inmunolégico. En la parte inferior encontramos los eventos de rechazo no inmunolégico dentro de

los que se encuentra la toxicidad por medicamentos, las infecciones por virus y la enfermedad de
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novo. M= meses después del trasplante (Quagli, et al. Recent Advances on Biomarkers of Early and Late

Kidney Graft Dysfunction. Int | Mol Sci. 2020).

Los criterios Banff incluyen los siguientes hallazgos en la patologia para la

clasificacion de TCMR70:

1. Tipo I (IA y IB): Inflamacioén intersticial involucrando >25% del parénquima
cortical no esclerético, con tubulitis moderada (tipo IA) o severa (tipo IB), en uno
o mas tabulos.

2. Tipo II (IIA y 1IB): Arteritis moderada de la intima (tipo IIA) o severa (tipo 1IB),
con o sin presencia de inflamacién intersticial y/o tubulitis.

3. Tipo III: Arteritis transmural con necrosis fibrinoide afectando al masculo liso y
acompafada de arteritis intima de células mononucleares, con o sin presencia

de inflamacién intersticial y/o tubulitis.

Por su parte, los criterios Banff incluyen los siguientes hallazgos en la patologia para

la clasificacién de rechazo humoral o AMR70:

1. Evidencia morfolégica:

- Necrosis a nivel de los tibulos.

- Marginacion de células inflamatorias, especialmente células polimorfonucleares
y monocitos, dentro de los capilares peritubulares.

- Arteritis severa o necrosis fibrinoide e inflamacién arterial transmural (se

observa también en los casos de TCMR).

- Microangiopatia tromboética.

2. Evidencia inmunolégica: Presencia de C4d a niveles de los capilares
peritubulares o,

3. Evidencia seroldgica de la presencia de DSA en sangre.
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2.7 Protocolos pre Trasplante Renal y de Seguimiento Pos Trasplante

Dados los avances en el trasplante renal, se requiere el apoyo y el acompafamiento
de expertos de los laboratorios de Histocompatibilidad e Inmunogenética, los cuales
se encuentran regidos segin las normas establecidas en cada pais y que siguen
estandares internacionales minimos que aseguran la asignacion del donante 6ptimo,
preservando la seguridad del paciente y la sobrevida del injerto. Asi mismo, la
préctica actual de los laboratorios los hace participes del seguimiento pos trasplante
y del diagnéstico inmunolégico especialmente del rechazo mediado por

anticuerpos.

Existen entes internacionales que acreditan la practica de los laboratorios de
Histocompatibilidad, como la EFI (European Federation for Immunogenetics) y la ASHI
(American Society for Histocompatibility and Immunogenetics), promoviendo y
vigilando el cumplimiento de estdndares de alta calidad en la practica clinica

enfocada al trasplante”374.

Asi como los criterios Banff retnen la posicion de expertos en el diagndstico
patolégico y consensuan los hallazgos para la categorizacion de los eventos en el
trasplante renal, la EFI y la ASHI retne anualmente la experiencia acumulada de
diferentes centros y dichas reuniones han permitido establecer el consenso sobre las
pruebas que se deben realizar en el pre trasplante a los pacientes candidatos, el
seguimiento durante el tiempo en lista de espera y, algunos de los criterios para el

seguimiento pos trasplante.
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2.7.1 Ingresoy mantenimiento en lista de espera

Los protocolos para el ingreso a la lista de espera, de los pacientes con ESRD
candidatos para recibir trasplante de rifdén proveniente de un donante fallecido,
incluyen la realizacién obligatoria de las siguientes pruebas inmunolégicas. Cada
esfuerzo realizado en pro de identificar el mejor donante para un paciente,

contribuyen en gran medida a la sobrevida del injerto:

1. Confirmacién del grupo sanguineo ABO. Los anticuerpos dirigidos contra el
sistema ABO constituyen también una barrera importante a considerar en el
trasplante de 6rganos.

2. Tipificacion HLA de clase I y clase II. Como se discutié en el punto 2.1, la
tipificacion HLA contribuye a mejorar la compatibilidad entre donante y
receptor lo que minimiza los eventos de rechazo. Los locus minimos que se debe
tipificar son HLA-A, B, DR (mas polimorficos). Algunos grupos de trasplantes
recientemente han incluido la tipificacion HLA-DQ dada la inmunogenicidad de
dicho locus y la elevada sensibilizacién de los pacientes contra este loci de HLA.

3. Rastreo e identificacion de anticuerpos anti-HLA y valor de cPRA. Identifica los
anticuerpos presentes en el receptor y lo categoriza segin la posibilidad de
encontrar un donante compatible. Los grupos de trasplante y los laboratorios de
Histocompatibilidad deben hacer un esfuerzo por controlar los eventos
sensibilizantes a los que pueda tener lugar cada paciente durante su permanencia
en lista de espera, y un esfuerzo adicional por mantener actualizados los
resultados de anticuerpos anti-HLA. La identificacion de anticuerpos
preformados minimiza los eventos de rechazo hiperagudo y contribuye en la
sobrevida del injerto.

4. Determinacion de la prueba cruzada virtual (crossmatch virtual) entre donante y

receptor. Comparacion virtual de los anticuerpos preformados en el receptor que
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puedan estar dirigidos contra los antigenos HLA del donante. Esta prueba tiene
alta sensibilidad y alto valor predictivo positivo en la sobrevida del injerto.

5. Prueba cruzada final por CDC entre la pareja donante-receptor. Minimiza los
eventos de rechazo hiperagudo. Los resultados de la prueba cruzada final por
CDC negativos aprueban a los grupos de trasplante para acceder al trasplante en
la pareja donante-receptor. Algunos grupos utilizan la prueba cruzada por
citometria de flujo (FCXM) para la evaluaciéon de la prueba cruzada entre
donante y receptor. La prueba cruzada por citometria de flujo es mas sensible y
por su alta sensibilidad es capaz de detectar la presencia de anticuerpos no

fijadores de complemento.

Los dos tltimos exdmenes se realizan en el momento en que aparece un posible

donante.

Cada laboratorio esquematiza a través de algoritmos el estudio inmunolégico
realizado a cada paciente que ingresa a lista de espera. Dichos algoritmos favorecen

la toma de decisiones por los clinicos para llevar a los pacientes a trasplante.

En la Figura 13, se esquematiza el algoritmo utilizado globalmente en los
laboratorios de trasplantes, basados en los estdndares de EFI y ASHI para el estudio

pre trasplante renal.
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ESTUDIO INMUNOLOGICO PRE TRASPLANTE RENAL |

|

PACIENTES CON ENFERMEDAD RENAL EN ETAPA TERMINAL

|

I

Hemoclasificacion Tipificacin HLA (minimo Negativo pr;ema/'am::d:ede Positivo
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Identificacion de la
especificidad

INGRESA A LISTA DE ESPERA PARA TRASPLANTE DE
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I

No Padiente con anticuerpos Sl
Presencia/ausencia cada 3 anti-HLA Identificacion dela
meses especificidad cada 3 meses
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Identificacion de la especificidad
I
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Figura 13. Estudio Inmunolégico pre trasplante renal: Algoritmo del estudio inmunolégico de los

candidatos a trasplante renal y seguimiento inmunolégico en lista de espera.

2.7.2 Seguimiento Pos trasplante renal

Como se discutié anteriormente, los protocolos para el seguimiento pos trasplante
renal incluyen la evaluacién periddica de la funcién renal, a través de la medicién
de los niveles de Scr y la presencia de proteinuria. Un aumento del 25% de los niveles
de Scr por encima de su nivel basal es indicativo de disminucién de la funcién renal

y de un posible evento de rechazo en curso.

Aunque no existe consenso a nivel mundial en los protocolos de seguimiento pos

trasplante, la biopsia renal por protocolo y la evaluacion de la presencia de DSA pos
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trasplante, representan estrategias para la identificacién oportuna de los eventos de

rechazo.

Los grupos de trasplante discuten que la biopsia renal por protocolo es una practica
invasiva y representa un riesgo en la sobrevida del injerto y, por lo anterior,

prefieren realizarla tinicamente en los casos de sospecha de rechazo.

Por su parte, también se discute sobre la informaciéon que otorga la identificacion
temprana de DSA sin evidencia de disminucion de la funcién renal o sintomas de
rechazo, lo que pone sobre la mesa la pregunta de como intervenir al paciente en los
casos de DSA positivo y la modulacién de la inmunosupresion vs. los riesgos que

conlleva ello.

Dichas discusiones se encuentran divididas y si bien encontramos grupos que atn

no las utilizan por protocolo, otros grupos si han estandarizado su préactica.
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II. HIPOTESIS

La estimulacion a los LB por parte de los LT helper, en respuesta al reconocimiento
de las incompatibilidades entre el receptor y el donante, conlleva a la produccién de
anticuerpos con gran especificidad contra las moléculas HLA del donante. El
reconocimiento de dianas en el injerto renal por parte de estos anticuerpos
desencadena la activacién de la cascada del complemento lo que conlleva finalmente
a dafio en el injerto y pérdida de la funcién renal. No obstante, la presencia de DSA
que no tienen la capacidad de activar el complemento podria no inducir una
respuesta inmunolégica y, por tanto, no conducir al rechazo del 6rgano

trasplantado.

De acuerdo con este contexto, resulta interesante evaluar la implicacién de los DSA
con capacidad de fijacién del complemento y la pérdida del trasplante renal. Bajo
esta hipétesis, realizamos el estudio de la unién de los DSA pos trasplante a las
moléculas de la cascada de complemento y su asociacion con la supervivencia del

trasplante renal.
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III. OBJETIVO

Valorar la capacidad de fijaciéon y activaciéon de la cascada del complemento por
parte de los DSA de novo, como prueba complementaria que puede contribuir con
gran valor a los protocolos de seguimiento pos trasplante renal, en una cohorte de

pacientes trasplantados de rifién.

Objetivos especificos

1. Evaluar la asociacién entre la presencia de DSA no fijadores de complemento y

la supervivencia del trasplante renal.

2. Evaluar la posible asociacién entre la presencia de anticuerpos no fijadores de

complemento y el control de los eventos de rechazo.

3. Establecer la asociacién entre la presencia de DSA fijadores de complemento y

la pérdida del injerto renal.

4. Analizar la asociacion entre la intensidad de fluorescencia media (MFI) de los

DSA y su relacion con la capacidad para activar la cascada del complemento.

5. Analizar la asociacién de los DSA dirigidos contra locus especificos y su

capacidad de unién al complemento.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Poblaciéon de estudio

Nuestro estudio comprende un andlisis retrospectivo de los pacientes trasplantados
de rifién durante un periodo de cinco afios en el Hospital Universitario Virgen de

las Nieves (HUVN) de Granada, Espaiia.

2. Criterios de inclusiéon

- Pacientes con resultado de determinacién de anticuerpos anti-HLA de protocolo

pos trasplante quienes hayan cursado con eventos de rechazo inmunolégico.

- Pacientes con muestra de suero disponible de la fecha en que se determiné la
presencia de DSA, la cual se emple6 para el andlisis de anticuerpos fijadores de

complemento por el método Clq (One Lambda).

3. Criterios de exclusion

- Pacientes sin resultado de andlisis de DSA: Se excluyeron 78 pacientes de los
cuales no se encontré resultado de anélisis de seguimiento pos trasplante por
protocolo para la presencia de DSA, ya sea por no presentar eventos de rechazo
que indicaran la realizaciéon de la prueba o porque dichos pacientes hayan sido

trasplantados a otros centros hospitalarios para su seguimiento pos trasplante.

- Exitus: Se excluyeron 7 pacientes del HUVN quienes fallecieron con el injerto

funcional.
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La cohorte incluyé un total de 245 pacientes quienes cumplian los criterios de
inclusién; con edades entre los 17 y los 78 afios, de los cuales 71 eran mujeres y 174
eran hombres. De la base de datos anonimizada se obtuvo acceso a los valores de
Scr, los resultados de la determinacion de anticuerpos pos trasplante y el resultado

de la biopsia cuando ésta estuviera disponible.

4. Tipo de muestra

Para evaluar la capacidad de fijacion del complemento por los anticuerpos anti-
HLA, se utilizaron las muestras de suero en las cuales se confirmé la presencia de

DSA.

Las muestras de suero se encontraban debidamente rotuladas con el cédigo tinico
asignado para cada paciente, la fecha de extraccion y almacenadas a temperatura de
-80°C, en los ultracongeladores ubicados en el servicio de HLA y trasplantes de

HUVN.

5. Técnica de Clq

La evaluacion de la capacidad de fijacion del complemento se realizé mediante el

uso del kit comercial C1q Screen™ de One Lambda.

C1qScreen™ es utilizado para la deteccién de anticuerpos anti-HLA que se unen al

complemento en muestras de suero.
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Fundamento de la técnica

En conjunto se utilizaron los ensayos HLA LABScreen™ y ClqScreen™ de One
Lambda, los cuales permiten la deteccion e identificacion de anticuerpos de tipo IgG
dirigidos contra los antigenos HLA de clase I y clase II que son fijadores de
complemento. El método se basa en la especificidad de la unién al complejo Ag-Ac,
reconocida por la molécula Clg. A su vez, esta reaccion es detectada por un
anticuerpo anti-Clq marcado con un fluoroforo cuya sefial es analizada en el

fluoroanalizador Luminex 100/200®.

Explicaciéon breve del método: las esferas HLA LABScreen™ y el ClqScreen™ se
incuban con la muestra de suero a analizar. Cada esfera de HLA LABScreen™
contiene un antigeno HLA tinico, denominado Single Antigen. Los anticuerpos anti-
HLA presentes en la muestra de suero se unen de manera especifica a cada esfera,
lo cual permite la identificacion de los antigenos contra los cuales esta sensibilizado
el paciente. Posteriormente se adiciona la molécula de Clqg, la cual reconoce el
complejo Ag-Ac y se une exclusivamente a la porcién Fc de los anticuerpos anti-
HLA que son fijadores de complemento. Finalmente, se utiliza un anticuerpo anti
Clq humano marcado con Ficoeritrina (PE), que sirve como indicador de la
presencia de anticuerpos fijadores de complemento mediante la emisién de una

sefial de fluorescencia (Figura 14).
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Figura 14. Deteccion de anticuerpos fijadores de complemento por el kit ClqScreen™ de One

Lambda: El kit ClqScreen™ permite la identificaciéon de los anticuerpos de unién al complemento

(Clq).

La reaccion final de fluorescencia es detectada utilizando el instrumento Luminex
100/200®. Los valores de MFI emitidos indican la cantidad de anticuerpo anti-HLA
fijador de complemento presente en la muestra analizada. Posteriormente, los datos
son analizados en el software HLA Fusion™ que permite la asignaciéon de la
especificidad del anticuerpo, al comparar la fluorescencia de cada esfera con el

antigeno asignado”>7¢.

6. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos y la presentacion de los resultados obtenidos se

realiz6 utilizando el software estadistico IBM-SPSS V.25.0.

Estadistica descriptiva: Se describi6 el perfil demogréfico de la poblacién de nuestro
estudio. Los resultados de las variables categoricas se expresan en porcentajes y las
variables cuantitativas se expresan como medias, desviacion tipica, incluyendo los

intervalos de confianza (IC95%) y el rango (valor minimo y maximo).

Analisis Bivariante: Se utilizo6 el test de Chi-cuadrado para comparar proporciones
entre grupos y cuando éste no cumpli6 las condiciones de validez se aplico el test
exacto de Fisher. Para analizar las diferencias entre los valores medios de las
variables cuantitativas entre dos grupos, se aplicé la Prueba de la "T" de Student
para muestras independientes, (previo andlisis de igualdad de varianza mediante la

Prueba de Levene) o su equivalente no paramétrico Prueba U de Mann-Whitney
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(este ultimo obedeciendo al tamafio de la muestra en cada uno de los grupos

estudiados).

Analisis de Supervivencia: El andlisis de supervivencia se estim6 usando el método
de Kaplan-Meier (conocido también como del “limite del producto”), la significacion
estadistica entre los tiempos de supervivencia se determiné con el test de Log-Rank

que compara la supervivencia entres dos o mas grupos de estudio.

Para todos los casos, se establecié como estadisticamente significativo un valor de

p<0,05.
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V. RESULTADOS

1. Analisis descriptivo de la poblacién y caracteristicas pre trasplante renal

Nuestro estudio incluy6 un total de 245 pacientes los cuales fueron trasplantados de
rifién en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves en Granada, Espafia, en un
periodo de 5 afios. La media de edad de los pacientes analizados fue de 53.9 afios
(valor medio + desviacion estandar: 53.9 + 12.4), estando la media de los receptores
dentro del rango de edad en que se presentan la mayoria de los casos de ESRD de la
poblacién, de acuerdo a los descrito por Martinez-Castelao en su estudio de la
poblacion espafiola””. La media de edad de los donantes fue de 50.4 afios (valor

medio + desviacion estdndar: 50.4 + 14.7).

La distribucién de sexo entre los receptores y los donantes fue similar, encontrando
71 mujeres (29%) y 174 hombres (71%) en el grupo de receptores y, 68 mujeres
(29.1%) y 166 hombres (70.9%) en el grupo de donantes. Respecto de la distribucién
por grupo sanguineo encontramos: grupo A (42.9%), grupo B (12.2%), grupo AB
(2,4%) y grupo O (42,4%) para los receptores y, grupo A (41,2%), grupo B (12,2%),
grupo AB (2.4%) y grupo O (44.1%) para los donantes la cual tiene una distribucién

comparable entre los dos grupos.

En los receptores de trasplante renal se analizaron las variables clinicas de interés
para nuestro estudio. Dichas variables fueron: 1. nimero de incompatibilidades
HLA para los locus A, B, DR, de acuerdo con los locus tenidos en cuenta en los
algoritmos de trasplante para la asignacién de los 6érganos y a los cuales se les otorga
puntuaciéon por compatibilidad; 2. porcentaje de sensibilizaciéon (cPRA), para
clasificar a los pacientes como no sensibilizados (negativo), sensibilizados

(sensibilizacién entre el 1-50% y 51-94%) y altamente sensibilizados (>95%); 3.
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Presencia de DSA pre trasplante y capacidad de fijacion de los DSA pre trasplante
en los pacientes que se encontré presencia de estos. La tabla 1 resume las
caracteristicas pre trasplante de las variables consideradas en los pacientes

receptores de trasplante renal.

Tabla 1. Descripcién de las variables pre Trasplante renal

Variable Frecuencia Porcentaje (%)
Ninguna 3 1.2
1 2 0.8
2 5 2.0
3 28 11.4
Incompatibilidades Totales
4 61 249
5 89 36.3
6 57 23.3
Total 245 100
Variable Frecuencia Porcentaje (%)
Negativo 192 78.4
1-50% 31 12.7
cPRA% 51-94% 12 4.9
95-100% 10 41
Total 245 100
Variable Frecuencia Porcentaje (%)
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NO 240 98

DSA pre Trasplante SI 5 2
Total 245 100
Variable Frecuencia Porcentaje (%)
NO 5 100
DSA pre Trasplante fijadores de
SI 0 0
complemento
Total 5 100

Tabla 1. Variables analizadas pre trasplante. Incompatibilidades totales: se tuvieron en cuenta el

namero de incompatibilidades para los locus HLA-A, HLA-B, HLA-DR. cPRA %: presencia/ausencia
de anticuerpos anti-HLA clasificados de acuerdo con su porcentaje de sensibilizacién. DSA pre

Trasplante: DSA identificados en el momento del trasplante y, DSA pre Trasplante con capacidad de

fijacién del complemento: unién a Clq por parte de los DSA identificados.

Los protocolos de trasplante a nivel mundial han establecido que la presencia de
DSA pre trasplante son una contraindicaciéon para el mismo?’78, sin embargo, en
nuestra cohorte de estudio encontramos 5 pacientes a los cuales se les identifico la
presencia de DSA pre trasplante. El resultado de la prueba cruzada final por CDC
entre donante y receptor fue negativo en todos los casos y los pacientes fueron
llevados a trasplante. Para evaluar si la presencia de dichos DSA estaban asociados
con anticuerpos fijadores de complemento, realizamos la determinacién de la
capacidad de unién a Clq de dichos anticuerpos encontrando que todos los

resultados fueron negativos para anticuerpos fijadores de complemento.

A la fecha de nuestro estudio, los cinco pacientes no han presentado eventos de
rechazo y se encuentran con funcion renal estable. El seguimiento para estos

pacientes comprendié un tiempo entre 6 meses y 4 afios después del trasplante. En
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el seguimiento pos trasplante de dichos pacientes no se evidenci¢ la presencia de los
DSA, lo que indica que la inmunosupresion administrada contribuy¢ a la supresion
de la respuesta inmunoldgica y posteriormente las células plasmaticas fueron
depletadas. Dado el n de casos, los resultados no constituyeron un valor de p
estadisticamente significativo para los eventos de rechazo y pérdida del injerto por

la presencia de DSA pre trasplante (p>0.05).

2. Analisis descriptivo de la poblacién y caracteristicas pos trasplante renal

Cuando se analizaron las caracteristicas pos trasplante en los 245 pacientes incluidos
en nuestro estudio se identificaron tres poblaciones diferentes, las cuales se
clasificaron de acuerdo con la presencia/ausencia de DSA y la capacidad de fijaciéon

del complemento (resultados de C1q positivos).

Las tres poblaciones comprenden 219 pacientes (correspondiente al 89.4%)
negativos para la presencia de DSA y 26 pacientes (correspondiente al 10.6%) que
desarrollaron DSA de novo. Este ultimo grupo se sub dividié6 en 17 pacientes
(correspondiente al 6.9%) con presencia de DSA sin capacidad de fijar el
complemento y 9 pacientes (correspondiente al 3.7 %) con presencia de DSA fijadores

de complemento.

La tabla 2 resume las caracteristicas pos trasplante de las tres poblaciones

identificadas y las caracteristicas demograficas e inmunolégicas de los mismos.
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Tabla 2. Caracteristicas segiin la presencia o ausencia de DSA y la capacidad de unién a Clq

Pacientes Pacientes sin
Caracteristicas Pacientes con DSA
totales DSA
No fijadores de Fijadores de
Complemento Complemento
Receptores 245 219 17 9
Edad 53.9+12.4 542+124 55.0+11.9 46.1+£10.9

174 hombres 158 hombres 11 hombres 5 hombres

Sexo
71 mujeres 61 mujeres 6 mujeres 4 mujeres
Donantes
Edad* 504 +£14.7 51.2+14.5 43.3+16.7 46.0+13.3
166 hombres 147 hombres 12 hombres 7 hombres
Sexo*

68 mujeres 61 mujeres 5 mujeres 2 mujeres

233 fallecido 207 fallecido 17 fallecido 9 fallecido
Tipo de Donante

12 vivo 12 vivo 0 vivo 0 vivo
Datos inmunolégicos
Incompatibilidades
46+1.1 4611 45+15 45+1.1
HLA
Grupo Sanguineo
receptor
A 105 98 7 0
B 30 30 0 0
AB 6 5 0 1
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0 104 86 10 8

DSA
Clase I 9 8 1
Clase I 11 7 4
ClaseIy Il 6 2 4

Tabla 2. Variables analizadas pos trasplante. Clasificaciéon de las tres poblaciones identificadas

segun la presencia o ausencia de DSA y su capacidad de unién a Clq. *Datos faltantes.

2.1 Eventos de rechazo

Se analizaron los datos clinicos de los 245 pacientes de nuestro estudio, encontrando
que solo 23 pacientes (9.4%) experimentaron eventos de rechazo, por su parte, 222

pacientes (90.6%) no presentaron eventos asociados a rechazo del injerto.

De acuerdo con los criterios Banff descritos anteriormente en este documento, los
eventos de rechazo fueron clasificados de acuerdo al resultado de la biopsia como
no inmunolégicos o inmunolégicos y, estos tltimos fueron clasificados de acuerdo

al mecanismo que lo ejerce como celular, humoral o mixto.

De los 23 pacientes, 10 (4.1%) presentaron eventos de rechazo no inmunolégico
asociados principalmente a: problemas quirtrgicos (laceracion del injerto),
infecciones (principalmente por Poliomavirus), linfocele o toxicidad por los
inmunosupresores, lo que finalmente desencaden¢ retardo y evolucién pobre de la

funcién renal, shock hemorragico, necrosis y posteriormente la pérdida del injerto
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renal. Nueve pacientes perdieron en injerto renal durante el primer mes y un
paciente (quién presento6 linfocele) lo perdi6 a los 6 meses. Se evalu6 la presencia de
DSA en estos pacientes encontrando que todos eran negativos para DSA en el

momento en que se present6 el evento de rechazo.

Posteriormente, analizamos si los 23 casos de rechazo estaban asociados con la
presencia de DSA, encontrando que solo 10 pacientes (38.5%) que tuvieron eventos

de rechazo desarrollaron DSA mientras que 13 pacientes (61.5%) eran DSA negativo.

Estudiamos en los 10 pacientes que desarrollaron DSA, si los eventos de rechazo
presentados estaban asociados con DSA con capacidad de fijar el complemento,
encontrando que tres pacientes presentaron rechazo de tipo humoral y cuatro
pacientes presentaron rechazo mixto, los cuales estaban asociados a anticuerpos
tijadores de complemento. De los tres pacientes restantes, dos pacientes presentaron
rechazo humoral y un paciente present6 rechazo mixto, ambos asociados a DSA sin
capacidad de fijaciéon del complemento. Lo anterior evidencié una asociacién
estadisticamente significativa entre la presencia de DSA con capacidad de fijar las
moléculas del complemento y los eventos de rechazo (p = 0,009). Los resultados

presentados anteriormente se pueden observar en la Figura 15.
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Tipo de Rechazo

B Humoral
[ Mixto
12 I Sin rechazo
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Numero de pacientes (n)

NO SI

Ac DSA pos-Trasplante fijadores de
Complemento

Figura 15. Asociacién entre la presencia de DSA con capacidad de fijar el complemento en los
pacientes que presentaron eventos de rechazo. Se observa un mayor nimero de eventos de rechazo
en los pacientes que desarrollaron DSA de unién a Clq, con respecto de los que no fijan complemento

(p = 0,009).

Cabe anotar que en nuestra cohorte encontramos dos pacientes con presencia de
DSA con capacidad de fijar complemento que a la fecha de nuestro estudio no habian
presentado eventos de rechazo. Este hallazgo resalta la importancia de evaluar la
presencia de DSA como seguimiento de protocolo pos trasplante, para poder
individualizar el monitoreo a estos pacientes y evitar eventos de rechazo que
conduzcan a pérdida de la funcién renal. Lo anterior nos llevé a confirmar si la
presencia de DSA fijadores de complemento estaba asociada al desarrollo de eventos
de rechazo, analizdndolo en los 26 pacientes que presentaron DSA, encontrando
también una asociacién estadisticamente significativa entre la presencia de DSA con
capacidad de fijar complemento y el posterior desarrollo de eventos de rechazo (p =
0,009). Los resultados presentados anteriormente se pueden observar en la Figura

16.
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Figura 16. Asociacion entre la presencia de DSA con capacidad de fijar el complemento y el
desarrollo de eventos de rechazo. Se observa una mayor asociacién en el desarrollo de eventos de
rechazo en los pacientes que con DSA de unién a Clq, con respecto de los que no fijan complemento

(p = 0,009).

2.2 Supervivencia del injerto y su asociacién a la presencia de DSA

El seguimiento pos trasplante de los pacientes que no desarrollaron DSA fue de 17
meses (valor de la mediana), en un rango entre 0 y 61 meses. Por su parte, el valor
de la mediana para los pacientes que desarrollaron DSA fijadores de complemento
fue de 26 meses (rango de 0 a 49 meses) y de los que desarrollaron DSA sin capacidad

de fijaciéon del complemento fue de 17 meses (rango de 0 a 63 meses).

La evaluacién de la supervivencia del injerto renal se realiz6 utilizando las curvas

de Kaplan-Meier y la prueba de log-Rank, las cuales nos permiten estimar las
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probabilidades de que un evento ocurra, en relacion con la presencia de DSA. Los
resultados obtenidos mostraron que los pacientes que desarrollaron DSA tienen una
supervivencia del injerto menor en comparaciéon con los pacientes que no
desarrollaron DSA (p = 0,017). En la Figura 17 se pueden observar las curvas de

supervivencia de los hallazgos descritos anteriormente.
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Figura 17. Curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia del injerto renal en relacién con la
presencia de DSA. Se observa una menor supervivencia del injerto renal en los pacientes que

desarrollan DSA en comparacién con los pacientes que no desarrollan DSA (p = 0,017).

Sin embargo, al determinar la supervivencia del injerto renal en relaciéon a la
presencia de anticuerpos con capacidad de unirse a Clq, encontramos que aquellos
pacientes que desarrollan DSA con capacidad de fijar el complemento se relacionan
con una sobrevida menor del trasplante renal cuando se compararon con aquellos

pacientes que desarrollaron DSA que no tienen capacidad de fijar el complemento
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(p = 0,009). Los resultados de este hallazgo de supervivencia se pueden observar en

la Figura 18.
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Figura 18. Curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia del injerto renal en relacién con la
presencia de DSA fijadores y no fijadores de complemento. Se observa una menor supervivencia
del injerto renal en los pacientes que desarrollan DSA en comparaciéon con los pacientes que no

desarrollan DSA (p = 0,009).

Para finalizar el analisis de supervivencia del injerto renal, evaluamos la sobrevida
del trasplante teniendo en cuenta las tres poblaciones identificadas en nuestro
estudio (pacientes sin DSA, con DSA fijadores de complemento y con DSA sin

capacidad de fijar el complemento).

Al aplicar las curvas de Kaplan-Meier y la prueba de log-Rank encontramos que,

tanto los pacientes que no desarrollaron DSA como los que tenian presencia de DSA
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sin capacidad de fijar el complemento mostraron una sobrevida del injerto similar,
cuando se compararon con los pacientes que desarrollaron DSA con capacidad de
unirse a Clq (p < 0,001). Es importante resaltar que aquellos individuos que no
desarrollaron DSA pero que presentaron pérdida temprana del injerto, por causas
no inmunoloégicas, contribuyeron a las diferencias observadas en la grafica para las

dos poblaciones con mejor sobrevida del injerto.

Por tanto, encontramos que el grupo de pacientes que desarrollaron DSA fijadores
de complemento tienen una mayor asociaciéon con riesgos de pérdida del injerto
renal y esto se representa en una menor supervivencia del injerto trasplantado. Los

resultados descritos se pueden observar en la Figura 19.
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Figura 19. Curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia del injerto renal en las tres poblaciones
observadas. Se observa una menor supervivencia del injerto renal en los pacientes que desarrollan
DSA fijadores de complemento, mientras que la supervivencia es similar para las otras dos

poblaciones (p < 0,001).
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2.3 Pérdida del injerto renal

En nuestra cohorte de estudio 18 pacientes cursaron con pérdida del injerto renal,
siendo el 7.3% de los casos. Habiamos comentado anteriormente que 10 de estos
pacientes perdieron el trasplante por causas no inmunolégicas de acuerdo a la

clasificacion Banff y en ausencia de DSA.

En los ocho pacientes restantes, en los cuales la pérdida del injerto renal fue
clasificada como causa inmunolégica, encontramos 3 pacientes por rechazo celular
sin presencia de DSA en el momento que se perdio6 el injerto y cinco pacientes como

consecuencia de algtin evento de rechazo inmunolégico asociado a la presencia de

DSA.

Evaluamos més a profundidad las consecuencias inmunolégicas de la pérdida del
injerto en los tltimos cinco pacientes, en donde observamos que un paciente curso
con rechazo humoral y cuatro pacientes con rechazo tanto celular como humoral
(clasificados como rechazo mixto). Por lo anterior, analizamos si los eventos
inmunolégicos que conllevaron a la pérdida del injerto tenian una asociacién
estadistica con la presencia de anticuerpos con capacidad de unirse al complemento.
Los resultados que obtuvimos sugieren que la presencia de DSA fijadores de
complemento y la pérdida del injerto renal tienen una asociacién estadisticamente
significativa (p = 0,002). En la Figura 20 se pueden observar los resultados de este

hallazgo.
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Figura 20. Asociacion encontrada entre la presencia de DSA con capacidad de fijar el complemento
y la pérdida del injerto renal. Se observa pérdida del injerto en los pacientes que desarrollaron DSA

de unién a Clq, con respecto de los que no los presentaron (p = 0,002).

24 Evaluacién de los valores de MFI presentes en los DSA y la relacién con su

capacidad de fijar complemento

Analizamos estadisticamente si los valores de MFI de los DSA se encontraban
asociados con su capacidad para unirse a las moléculas del complemento. Para dicho
analisis, clasificamos los valores de MFI en tres niveles, basados en los estudios
previos publicados por Zecher y colaboradores®. Establecimos tres categorias para
la clasificacion de los niveles de DSA, como: valores de MFI menores de 5.000,

valores de MFI entre 5.000-9.999 y valores de MFI mayores a 10.000.
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Los resultados entre los valores de MFI y la capacidad de fijacién del complemento
por parte de los DSA fueron estadisticamente significativos (p = 0,033). Dados los
recientes hallazgos, se procedi6 a buscar en dénde radicaba esta diferencia; para ello
se compararon en tablas de 2x2 las mismas variables, encontrando una asociacién
estadisticamente significativa entre los valores de MFI menores de 5.000 y los que se
encuentran por encima de 10.000 (p = 0,017); resaltamos que las demds asociaciones
no fueron estadisticamente significativas. La Figura 21 muestra los resultados

previamente descritos.

Ac DSA fijadores
de Complemento

EnNo Esi

Numero de pacientes (n)

0
MFI Menor de 5.000 MFI Mayor de 10.000
MFI - DSA pos Trasplante

Figura 21. Asociaciéon entre los valores de MFI y la capacidad de unién a complemento por los
DSA. Se observa que los DSA no fijadores de complemento comprenden valores de MFI menores a

5.000, mientras que los DSA de unién a C1q estdn mas relacionados con valores mayores de 10.000 (p
=0,017).
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2.5 Evaluacién de los DSA especificos de locus y la asociacién con su capacidad

para unirse al complemento

Analizamos también si la especificidad de los DSA y su capacidad para unirse al
complemento tenia alguna asociacién estadistica. Para este analisis se tuvieron en
cuenta los DSA identificados en el suero de los pacientes dirigidos contra las

moléculas de HLA (locus HLA clase I A, By C; y locus HLA clase II DR, DQ y DP).

En este punto cabe resaltar que cuando analizamos la presencia de anticuerpos
dirigidos contra el locus DQ, los cuales estaban presentes en 7 de 9 pacientes, y su
capacidad para fijar el complemento, encontramos un valor cercano a la significancia
(p = 0,097), los cuales se asociaron con eventos de rechazo independiente de su valor
de MFI. Para los anticuerpos dirigidos contra los demds locus no se encontraron
asociaciones que demostraran un efecto significativo de la presencia de anticuerpos
especificos de locus, su capacidad de unirse al complemento y los eventos de

rechazo. En la Figura 22 podemos observar los resultados previamente descritos.
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DSA pos-
Trasplante
fijadores de

Complemento

ENO
WS

Recuento

NO N

Anticuerpos DSA contra el locus DQ

Figura 22. Valor cercano a la significancia de los DSA dirigidos contra HLA-DQ y su capacidad
para unirse al complemento. Se observa que los DSA dirigidos contra los loci HLA-DQ tienen una
tendencia cercana a la significancia para ser anticuerpos fijadores de complemento independiente de

su valor de MFI (p = 0,097).
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VI. DISCUSION

Es bien sabido que en el trasplante renal el AMR representa una de las principales
causas de rechazo y pérdida del injerto. El desarrollo de DSA surge como
consecuencia del reconocimiento de lo extrafio cuando el sistema inmunolégico
reconoce las incompatibilidades entre las moléculas HLA del donante y del receptor.
Debido al alto polimorfismo de las moléculas de HLA, encontrar un donante
compatible resulta un reto para los grupos de trasplante y prolonga el tiempo de
espera para los pacientes, por lo que las estrategias estdn dirigidas a evitar el

desarrollo de anticuerpos en el pos trasplante.

La sensibilizacién contra las moléculas HLA a las que estan enfrentados los
receptores de trasplante, como consecuencia de eventos sensibilizantes previos,
principalmente por las transfusiones sanguineas o por trasplantes previos, conlleva
a la formacién de anticuerpos especificos dirigidos contra los antigenos de HLA, los
cuales per se constituyen una barrera importante para que los pacientes puedan

acceder al trasplante”980.

En el presente estudio se ha evaluado la presencia DSA y su relacién con los eventos
derechazo y la pérdida del injerto renal, teniendo en cuenta dos contextos diferentes
los anticuerpos fijadores de complemento y los anticuerpos no fijadores de

complemento.

El marco tedrico en el que se apoya nuestro estudio resalta el hecho de la variabilidad
en la actividad de unirse al complemento por los DSA desarrollados pos trasplante
y que dicha capacidad conduce a resultados diferentes en la funcién y supervivencia

del trasplante renal.
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Nuestro estudio analizé retrospectivamente una cohorte de 245 pacientes
trasplantados de rifion en el HUVN en un periodo de 5 afios. Cuando analizamos
las caracteristicas pre trasplante, encontramos que cinco pacientes fueron
trasplantados en presencia de DSA; cabe anotar que todos los pacientes fueron
llevados a trasplante dado que contaban con resultados de prueba cruzada final
CDC negativa. Es bien sabido, desde que se publicaron los estudios realizados por
Terasaki y colaboradores®, que los resultados negativos de las pruebas cruzadas
finales por CDC tienen un valor predictivo positivo en la sobrevida del injerto ya
que disminuye las posibilidades de rechazo hiperagudo en aquellos pacientes que
tienen anticuerpos preformados. Caso contrario, una prueba cruzada positiva
confirma la presencia de anticuerpos citotéxicos que pueden estar dirigidos contra
las moléculas HLA del donante y, por tanto, son una contraindicacion del trasplante.
A la fecha de realizacién de nuestro estudio, ninguno de los cinco pacientes habia
cursado con eventos de rechazo ni deterioro o pérdida de la funcién renal. Por su
parte, como se observa en la tabla 1, el 98% de los pacientes no cursaban con DSA

pre trasplante y el resultado de la prueba cruzada final por CDC fue negativos.

De acuerdo con el modelo de medicién del riesgo inmunolégico, propuesto por
Zecher y colaboradores®, los DSA preexistentes se pueden clasificar de acuerdo a su
valor de MFl y a sus propiedades para fijar el complemento, lo que podria significar
una estrategia importante en la mediciéon del riesgo vs. la permanencia en lista de
espera de los pacientes candidatos a trasplante. Sin embargo, este modelo no ha sido
aceptado en la préctica actual por los grupos trasplantadores. Aunque se realiz6 a
posteriori, el andlisis de la capacidad para fijar complemento por parte de los DSA
pre trasplante en los cinco pacientes demostré que dichos anticuerpos no eran
tijadores de complemento, por lo que los pacientes fueron menos proclives a
desarrollar eventos de rechazo y tuvieron un valor predictivo positivo en la

sobrevida del injerto?82.
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Es importante resaltar que, es probable que el régimen inmunosupresor de
induccién que reciben todos los pacientes trasplantados, seguido de la terapia de
mantenimiento, hayan contribuido con la eliminacién de clones de células T y B
alorreactivas, asi como, la desaparicion de los DSA preexistentes y por tanto los
pacientes experimentaron resultados pos trasplante comparables con los pacientes
sin DSA. Nuestros hallazgos se correlacionan con lo descrito por Zecher y
colaboradores en su estudio, sin embargo, es importante que cada centro establezca
protocolos de seguimiento riguroso para estos pacientes, en pro de controlar los
niveles de DSA medidos en su valor de MFI, asi como en su capacidad para unirse
a C1q®®. Contrario a nuestros hallazgos, la posicion de otros autores frente a la
presencia de DSA es considerarlos un factor de riesgo para el desarrollo de AMR
agudo, retraso en la funcién del injerto y posterior pérdida del trasplante. Teniendo
en cuenta estas observaciones, cada paciente deberia ser valorado individualmente

y su seguimiento pos trasplante debe ser mas estricto respecto de los pacientes sin

DSA8-87,

Cuando analizamos las caracteristicas pos trasplante, caracterizamos nuestra
poblacién en tres grupos: pacientes sin DSA, pacientes con DSA fijadores de
complemento y pacientes con DSA sin capacidad de unirse y activar el
complemento. Analizamos los eventos de rechazo en los pacientes que se
presentaron encontrando una asociacion entre la frecuencia de los eventos de
rechazo y la presencia de DSA con capacidad de unirse al complemento. En contra
parte, a pesar de desarrollar DSA de novo, si los anticuerpos no tienen capacidad de
unirse al complemento los pacientes experimentaron menos eventos de rechazo. Por
lo tanto, nuestro estudio demostré que la categorizacién de los DSA, otorga un valor
agregado en la deteccién temprana de la presencia de DSA que fijen complemento
y que pueden conducir a lesion del injerto con deterioro y pérdida de la funciéon

renal. Por su parte, si la presencia de dichos DSA es diagnosticada a tiempo, se
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pueden tomar medidas al modular la inmunosupresién para controlar la respuesta
inmunolégica. Las asociaciones encontradas en nuestro estudio, han sido
ampliamente discutidas por diferentes autores, en donde se plantea la importancia
de desarrollar enfoques basados en la caracterizacién biolégica de los anticuerpos,
de acuerdo a su capacidad de unirse al complemento, y como marcador prondstico
del desarrollo de AMR y de la sobrevida del aloinjerto renal en los pacientes que
desarrollan DSA, sentando las bases para determinar con mayor precision el rechazo

por anticuerpos?8-92.

Evaluamos la supervivencia del injerto renal en nuestra poblacion de estudio,
encontrando resultados similares a los publicados en otras investigaciones, las
cuales analizaron la sobrevida del injerto en presencia de DSA%/-%. En nuestros
pacientes, las tasas de supervivencia renal a los cinco afios pos trasplante
disminuyeron significativamente en aquellos pacientes con presencia de DSA; sin
embargo, cuando evaluamos la supervivencia del injerto renal de acuerdo a su
capacidad para unirse a las moléculas del complemento, la supervivencia del injerto
fue diferente en ambos grupos y las tasas de supervivencia se mantuvieron similares
en los pacientes sin DSA y con DSA sin capacidad de unién a Clq. Por lo tanto,
cuando los pacientes desarrollaron DSA con capacidad de fijar el complemento
fueron maés proclives a deterioro y pérdida del injerto renal. Loupy y colaboradores
han discutido ampliamente en sus estudios que la presencia de DSA que fijan
complemento es indicativa de mayor riesgo de falla del injerto renal, debido al efecto
nocivo de dichos anticuerpos, la activacion y el reclutamiento celular en el sitio de

la lesion y los resultados sobre el trasplante®%.

La pérdida del injerto renal fue otro hallazgo en el que nuestro estudio demostré
asociacion estadisticamente significativa con la presencia de DSA fijadores de
complemento, en comparacién con los pacientes con DSA que no se unen a Clq de

los cuales ninguno habia experimentado pérdida del injerto renal al momento de
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nuestro estudio. Cabe anotar que para realizar el analisis se excluyeron aquellos
pacientes que cursaron con pérdida del injerto renal por causas no inmunolégicas.
Loupy y colaboradores en su estudio ” Complement-Binding Anti-HLA Antibodies and
Kidney-Allograft Survival”®, encontraron la misma asociacion, y aunque su estudio
incluye una cohorte mds amplia, dichos resultados soportan los hallazgos
encontrados en nuestra cohorte. Otros estudios que respaldan nuestros hallazgos,
son los estudios publicados por Tyan y colaboradores®®, y en los cuales ademas se
estima que la presencia de DSA fijadores del complemento condicionan la pérdida

del injerto renal en un periodo comprendido entre 1 a 2,5 afios.

Diferentes autores han discutido si la capacidad para fijar el complemento por los
DSA esté relacionada con su valor de MFL. La asociacién encontrada en nuestro
estudio, referida a los valores de MFI y la capacidad para unirse al complemento por
los DSA, es consistente con lo publicado entre otros por los estudios de Yell y
Visentin en sus articulos sobre el estudio de los anticuerpos y la actividad del
complemento?” . Dichos estudios sugieren que la capacidad para unirse al
complemento depende en gran medida de la concentracién de anticuerpos en el
suero del paciente, lo que se correlaciona indirectamente con la medicién de los
valores de MFI detectados por las técnicas de Single Antigen, en los que valores méas
altos sugieren mayor presencia de DSA y por tanto més anticuerpos presentes que
se unen a un antigeno especifico permitiendo la unién de la molécula de Clq, como

consecuencia un riesgo mayor de desarrollar AMR.

Sin embargo, y a pesar de la asociacion encontrada en este estudio, en nuestra
cohorte encontramos pacientes con DSA con valores de MFI mayores a 10.000 que
no habian presentado eventos de rechazo en el momento de nuestro analisis y, en
contra parte, pacientes con DSA con MFI menores de 5.000 que desarrollaron
eventos de rechazo, aunque cabe anotar que sin pérdida del injerto renal. Estos

hallazgos sugieren que los valores de MFI no condicionan la capacidad para
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desarrollar AMR por los DSA y que algunos anticuerpos pueden unirse de manera
independiente a su valor de MFI permitiendo la activacion de la cascada del
complemento; dichos resultados también han sido sujeto de discusion en diferentes
estudios??%, lo que soporta la idea de que no se puede generalizar sobre la
capacidad de activaciéon del complemento de los anticuerpos sino que dicha
actividad debe ser evaluada por métodos que determinen especificamente la

capacidad de fijacion del complemento de los DSA pos trasplante.

Otro hallazgo que resaltamos de nuestro estudio por la importancia que tiene en los
altimos tiempos, es que encontramos que la mayoria de los DSA con capacidad para
unirse a Clq estaban dirigidos contra el locus HLA-DQ, dato que fue evidenciado
en 7 de 9 pacientes. Estos anticuerpos fueron encontrados en pacientes que
desarrollaron AMR independiente de su valor de MFI. Aunque no se encontré una
asociacion estadistica que demostrara un efecto significativo de la presencia de
anticuerpos contra el locus HLA-DQ y la capacidad de fijar el complemento,
observamos una tendencia que tuvo un valor cercano a la significancia. Estos
hallazgos sugieren que la mayorfa de los DSA que se desarrollan estan dirigidos
contra las moléculas DQ y, que a su vez, esto conduce a un mayor riesgo de
activacion de la cascada del complemento incluso cuando los niveles de MFI son
menores de 10.000; dichos hallazgos han sido discutidos ampliamente en diferentes
estudios!?-105, en donde los autores atribuyen a la presencia de DSA contra el HLA-
DQ, el rechazo temprano del injerto por el desarrollo de AMR, glomerulopatia del

trasplante y las consecuencias en la sobrevida del injerto.

Estudios recientes han expuesto que la especificidad de los DSA contra las moléculas
HLA-DQ puede estar relacionada con la expresiéon de dichos antigenos en el injerto,
cuya sefial fue detectada en la corteza de los rifiones trasplantados, medidos
mediante microscopia de inmunofluorescencia, en rifiones de pacientes que

desarrollaron TCMR; y por la inmunogenicidad de dicho antigeno, lo que conlleva
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a la incidencia de DSA pos trasplante contra este loci HLA. Resulta contradictorio
que el HLA-DR que es mas polimoérfico que la molécula de HLA-DQ resulte menos
inmunogénico que este ultimo, sin embargo, cabe resaltar que el HLA-DQ esta
conformado por dos genes polimorficos (el DQB y DQa) y que dicho polimorfismo
aumenta la expresion de epitopos que se expresan en la superficie celular'®, por lo
que las incompatibilidades en el locus DQ entre donante y receptor pueden resultar
en la presencia de DSA. Dados estos hallazgos, las politicas de asignacién de
organos, especialmente las de Eurotrasplant y OPTN, han discutido ampliamente la
inclusiéon del emparejamiento HLA-DQ como estrategia para disminuir el riesgo de
desarrollar DSA de novo y como consecuencia el rechazo del injerto, lo que soporta
la idea actual para que los algoritmos de asignacion de 6rganos otorguen un puntaje
adicional en las compatibilidades HLA-DQ para los pacientes que esperan un
trasplante con donante fallecido39106107 Se estima que con la inclusion de las
compatibilidades en la molécula de HLA-DQ, la probabilidad de eventos de rechazo
sea significativamente menor, y que dichos cambios representen beneficios para el
paciente al minimizar su exposicién a terapias de inmunosupresion de rescate, las

cuales afectan las tasas morbilidad y mortalidad*!.

Con base en los resultados de nuestro estudio, aunque no fueron estadisticamente
significativos, quisimos resaltar la importancia de la busqueda de la compatibilidad
en el locus HLA-DQ con el objetivo de reducir el riesgo que representa la
inmunogenicidad de dicho antigeno. Aunque nuestros resultados son consistentes
con los datos publicados por diferentes autores, el bajo niimero de casos puede ser

un factor limitante.

El avance en el desarrollo de biomarcadores mas sensibles y especificos que ayudan
a una identificacion mas precisa de los DSA como los métodos de Single Antigen,
permiten la monitorizacién no invasiva de los pacientes trasplantados. Sin embargo,

si se clasifican estos DSA con base en su interacciéon con las moléculas del
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complemento, su monitorizaciéon podria estar enfocada en el seguimiento pos
trasplante y la posibilidad de la modulacién de la terapia de inmunosupresién antes
que se desarrollen eventos de rechazo o pérdida progresiva de la funciéon renal. Por
tanto, las técnicas disponibles para la deteccién de anticuerpos fijadores de
complemento, permiten predecir la patogenicidad de los DSA y la estratificacién del

riesgo inmunolégico.

Es importante reconocer que atin queda mucho por ahondar sobre los DSA y sus
mecanismos de accién, sin embargo, los protocolos clinicos de seguimiento pos
trasplante podrian incluir la estratificacion del riesgo a través de la identificacion de
posibles DSA fijadores de complemento, para clasificar correctamente a los
pacientes, especialmente aquellos que cursan con funcién renal estable y que no
necesariamente requieren un procedimiento invasivo como la biopsia de

protocoloddo4.

Los resultados publicados en este estudio demostraron resultados estadisticamente
significativos y apoyan nuestra hipétesis sobre la importancia de la caracterizacion
de los DSA; clasificandolos de acuerdo a su capacidad de activar la via clasica del

complemento, el riesgo de presentar eventos de AMR e inducir pérdida del injerto.

Los resultados de nuestro estudio son comparables con los resultados publicados
por otros autores en donde se evaltia la categorizacion de los DSA y la sobrevida del
injerto renal. Cabe anotar que el bajo niimero de casos de nuestro estudio podria ser
considerado como un factor limitante, por lo que la ampliacién de este estudio con
pacientes de otras instituciones podria aumentar el ntimero de casos que soportarian
nuestros hallazgos, por lo que este estudio es la fase inicial de un estudio

interinstitucional que continuard en la basqueda de nuevos casos que soporten
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nuestra hip6tesis y que soporten la idea de que la categorizaciéon de los DSA pueda

ser incluida en los protocolos de seguimiento pos trasplante.

Por otra parte, teniendo esto en mente, otro campo de accién en la clasificacion del
riesgo de los DSA, es la posibilidad de evaluar la unién a Clq en aquellos pacientes
sensibilizados que se encuentran en lista de espera de un rifién, especialmente
aquellos hiper-inmunizados, quienes prolongan su tiempo en lista por los
anticuerpos pre formados lo que aumenta las posibilidades de mortalidad asociada
a la dialisis, por lo que dicha clasificacion resultaria una prometedora alternativa por

explorar.

Dados nuestros resultados y la factibilidad soportada en diversos estudios, el hecho
de poder aceptar 6rganos que hoy en dia se considerarian “incompatibles”, como
una estrategia para disminuir las tasas de mortalidad en lista de espera, constituye

otra interesante perspectiva futura para ampliar este estudio.
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VII. CONCLUSIONES

Nuestro estudio realizado sobre el anélisis de los anticuerpos anti-HLA de unién al
complemento y su asociacién con la supervivencia del trasplante renal, permitié

extraer las siguientes concluciones:

1. Eldesarrollo de DSA que tienen la capacidad de unirse al complemento se asocia
significativamente con un mayor nimero de eventos de AMR, lo que conduce a

lesién del injerto con la consecuente pérdida de la funcién renal.

2. El desarrollo de DSA que no se unen al complemento, demuestra una
supervivencia del injerto renal comparable con los pacientes que no desarrollan

la presencia de DSA.

3. Lapérdida del injerto renal encontrada en los pacientes que desarrollaron DSA,

estd asociada significativamente a la capacidad de unirse al complemento.

4. Los valores de MFI de los DSA, que sugieren la cantidad de DSA presente, esta
asociada significativamente con la presencia de DSA con capacidad para unirse

y activar la via clasica del complemento.

5. La presencia de DSA dirigidos contra las moléculas HLA-DQ, se asocia con una
tendencia cercana a la significancia para desarrollar DSA con capacidad de

unirse al complemento, independiente de sus valores de MFI.

6. El desarrollo de DSA activadores del complemento, tienen un impacto
significativo en el riesgo de rechazo y pérdida del injerto renal, por lo que la
deteccion de dichos anticuerpos puede agregar un valor para el andlisis

individual en la estratificacion del riesgo.
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Por lo tanto, nuestros resultados nos permiten concluir que la detecciéon de la
capacidad de unién al complemento por los DSA circulantes, se ha sugerido como
un biomarcador pronéstico para predecir el resultado de AMR vy la supervivencia

del injerto en pacientes con trasplante de rifién que desarrollaron DSA.
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Abstract: Background: Antibody-mediated rejection (AMR) is one of the most important
challenges in the context of renal transplantation, because the binding of de novo donor-specific
antibodies (dnDSA) to the kidney graft triggers the activation of the complement, which in
turn leads to loss of transplant. In this context, the objective of this study was to evaluate the
association between complement-fixing dnDSA antibodies and graft loss as well as the
possible association between non-complement-fixing antibodies and transplanted organ
survival in kidney transplant recipients. Methods: Our study included a cohort of 245
transplant patients over a 5-year period at Virgen de las Nieves University Hospital
(HUVN) in Granada, Spain. Results: dnDSA was observed in 26 patients. Of these patients,
17 had non-complement-fixing dnDSA and 9 had complement-fixing dnDSA. Conclusions: Our
study demonstrated a significant association between the frequency of rejection and renal
graft loss and the presence of Clg-binding dnDSA. Our results show the importance of the
individualization of dnDSA, classifying them according to their ability to activate the
complement, and suggest that the detection of complement-binding capacity by dnDSA
could be used as a prognostic marker to predict AMR outcome and graft survival in kidney

transplant patients who develop dnDSA.
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1. Introduction

Organ transplantation is defined as the replacement of dysfunctional organs with
healthy tissues or other organs. Renal transplantation remains the method of choice
for patients with end-stage renal disease, because it offers better survival, better
quality of life, and reduced costs compared to dialysis [1-3]. Human leukocyte
antigens (HLA) are highly polymorphic molecules that must be considered for
transplant matching, as they can induce a strong immune response with detrimental
effects on graft survival [4]. A higher degree of HLA compatibility between the
donor and recipient is better for graft survival, with a lower probability of acute
rejection and sensitization of the recipient to donor HLA molecules. Therefore, better
results are obtained when transplanted with an HLA-identical donor (sibling)
compared to haploidentical or less-compatible donors, such as a deceased donor [5-

7).

The presence of donor-specific antibodies (DSA) is a barrier to consider in renal
trans- plantation. Sensitization against non-self HLA molecules occurs as a result of
previous sensitizing events, such as pregnancy, blood transfusions, infections, and
transplants. The strongest and longest-lasting degrees of immunization are related
to previous trans- plants [8]. Therefore, it is necessary to determine anti-HLA
antibodies before transplanta- tion in order to avoid rejection of the transplanted

organ.
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Rejection can be classified according to when it occurs as hyperacute rejection or as
acute or chronic rejection, and it can be classified by the mechanism that causes it as
cell-mediated rejection, antibody-mediated rejection, or mixed rejection [9]. Despite
the immunosuppressive therapy that accompanies transplantation, rejection still
occurs in approximately 15% of patients. However, evidence has shown that when
rejection episodes are diagnosed early, modulating immunosuppression therapy,
either by increasing its dose or by providing additional drugs, usually yields
successful results in preventing graft loss. Treatment depends upon the type and

severity of the rejection [9,10].

Antibody-mediated rejection (AMR) occurs when the immune system recognizes
the differences between self and foreign, primarily through the recognition of the
donor’s HLA molecules. AMR is currently one of the most important challenges in
the context of transplantation [11-13]. The antibody-mediated immune response
requires contact between an antigen and a specific antibody. This union will activate
different effector mechanisms for the elimination of the foreign antigen. One of the
main effector mechanisms is the classical complement pathway. The activation of
the complement involves the cascading proteolysis of different serum proteins that
bind to the antigen-antibody complex so that the membrane attack is carried out
with the consequent elimination of the foreign [14,15]. The binding of the DSA to the
renal graft triggers the activation of the complement cascade, which leads to organ
damage and loss of the transplant. However, the presence of DSA, which does not
have complement-binding capacity, may not lead to an immune response that

induces rejection of the transplanted organ [16].

The objective of this study was to evaluate the possible involvement of complement-
fixing DSAs in renal graft loss and the possible association between non-

complement-fixing antibodies and renal graft survival.
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2. Materials and Methods

2.1. Study Population

This study included 245 renal transplant patients between 2014 and 2018 at the
Virgen de las Nieves University Hospital (HUVN) in Granada, Spain. The mean age
of the patients was 54 years; 71% were men (n = 174), and 29% were women (n = 71)
(the age of our recipients was similar to the range reported in most cases of ESRD in
the general population [17]). The mean donor age was 50 years. The characteristics

prior to renal transplantation are summarized in Table 1.

Patients who had the following data available were included in our study: serum
creatinine (SCR) values after transplantation, anti-HLA antibody analysis, and
biopsy results in cases of rejection. In addition, the patients were required to have a
serum sample for complement-binding antibody analysis. DSA monitoring and
biopsies were conducted on all the patients by protocol after the transplant. In the
cases of the presence of dnDSA and if the biopsy showed changes that suggested
rejection, the immunosuppression was modulated until the symptoms were

controlled and the DSA was not detected in some cases.

All patient samples were collected according to local medical ethics regulations after
informed consent was obtained from the subjects, their legal representatives, or
both, according to the Declaration of Helsinki. Studies involving human participants
were reviewed and approved by the ethics committee of the Portal de Etica de la
Investigacion Biomédica de Andalucia (PIEBA) of the Andalusian government

(Code:0766-N-20). All patients provided consent for the publication of the study.
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2.2. Determination of DSA Complement Binding Capacity: C1q Technique

In order to determine the complement binding capacity of anti-HLA antibodies,
serum samples with DSA were used. The serum samples were duly labeled with

patient data and the date of extraction and were stored at —80 -C.

Complement binding capacity was determined using the commercial C1qScreen™
kit from One Lambda (One Lambda, Canoga Park, CA, USA). The One Lambda
HLA LABScreen™ and ClqScreen™ HLA assays allow for the detection and
identification of immunoglobulin G (IgG) in serum samples directed against
complement-binding HLA class I and II molecules. This method is based on the
specificity of antigen-antibody (Ag-Ac) binding recognized by the Clq molecule.
This reaction is detected by an antibody labeled with a fluorophore, the signal of
which is analyzed using a fluoroanalyzer. Subsequently, the data obtained were
analyzed using HLA Fusion™ software version 4.3 (One Lambda), which allows for
the specificity of the antibody to be assigned by comparing the fluorescence of each
sphere with the assigned antigen [18,19]. All of the tests were performed according

to the manufacturers’ instructions.

Antibody positivity assignment was performed based on a mean fluorescence
intensity (MFI) value of 1500 according to HUVN clinical protocols. The DSA
antibody assay was tested for HLA-A, -B, -C, -DR, and -DQ.

2.3.  Statistical Analysis

Statistical analysis of the data and presentation of the results were performed using

Tesis doctoral Claudia Melina Munoz-Herrera
131



IBM-SPSS V.21.0 (Statistical Package for the Social Sciences) version 21.0. (IBM
Corp., Armonk, NY, USA).

Descriptive statistics: The profile of the study population was described. The results
of categorical variables were expressed as percentages, and those of quantitative
variables were expressed as mean and standard deviation, including confidence

intervals (95% CI) and range (minimum and maximum values).

Bivariate analysis: The X2 test or two-tailed Fisher’s exact test was used, when nec-
essary, with contingency tables in order to compare the proportions between
groups. In order to analyze the differences between the mean values of quantitative
variables between the two groups, Student’s t-test for independent samples (after
analysis of equality of variance using Levene’s test) or its nonparametric equivalent,

the Mann-Whitney U test, was applied.

Survival analysis: Survival analysis was performed using the Kaplan-Meier
method. Statistical significance between the survival times was determined using
the log-rank test. Differences were considered statistically significant at a corrected

p-value < 0.05.

3. Results

3.1. Descriptive Analysis of the Population and Characteristics Prior to Renal

Transplantation

The following pre-transplant clinical variables were analyzed in the recipients:
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number of HLA incompatibilities (for HLA-A, -B, and -DR loci), percentage of
sensitization (cPRA), and the presence of pre-transplant DSA and its complement

binding capacity (Table 1).

Five patients had DSA at the time of transplantation. Complement-dependent
cytotoxicity crossmatch (CDC) results were negative in all patients; therefore, they
were used for transplantation. The Clg-binding capacity of DSA was determined,
and the results were negative. In DSA analysis, three patients were found to have
antibodies against the HLA-A locus, one against the HLA-DR and -DQ loci, and one
patient against the HLA-DQ locus.

During our study, these five patients did not present with rejection events or renal
graft loss. Follow-up was performed between 6 months and 4 years post
transplantation (mean 2 years). In two patients whose presence of DSA persisted
post-transplantation, the MFI values of DSA were <5000. The results did not show a
statistically significant p-value for rejection events or renal graft loss due to the

presence of pre-transplant DSA.

Table 1. Description of variables pre-renal transplantation.

Frequency Percentage (%)
0 3 12
1 2 0.8
2 5 20
Total Incompatibilities 3 28 114
4 61 249
5 89 363
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6 57 233
Total 245 100
Frequenc Percentage
y (%)
Negative 192 784
1-50% 31 12.7
cPRA% 51-94% 12 49
95-100% 10 41
Total 245 100
Frequenc Percentage
y (%)
NO 240 98
DSA pre-transplant YES 5 2
Total 245 100
Frequenc Percentage
y (%)
NO 5 100
DSA pre-transplant complement fixers YES 0 0
Total 5 100

Total incompatibilities: The number of incompatibilities for HLA-A, HLA-B, and HLA-DR loci were
considered (Human leukocyte antigens (HLA)). cPRA%: Percentage of calculated PRA
(presence/absence of anti-HLA antibodies and their percentage of sensitization). DSA: donor-specific
antibodies identified at the time of transplantation and pre-transplantation with complement binding

capacity (binding to C1q).
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3.2.  Analysis of Post-Renal Transplant Characteristics

Analysis of the post-renal transplantation characteristics was performed by
identifying the three populations in our study. The populations were classified
according to the presence or absence of DSA and the complement binding capacity
(Table 2). A total of 219 patients (89.4%) did not develop DSA, and 26 presented with
de novo DSA (dnDSA). Of the latter, 17 patients (6.9%) had dnDSA without
complement fixation and nine patients (3.7%) had dnDSA with complement
fixation. Table 2 summarizes the demographic data and immunological
characteristics of the three populations identified. Among the recipients who
developed dnDSA, the majority (42.3%, n = 11) were against HLA-IIL, 34.6% (n =9)
were against HLA-I, and 23.1% (n = 8) were against both HLA-I and HLA-II.

Table 2. Characteristics according to the presence or absence of DSA and its binding capacity to Clq.

Features Total patients No DSA DSA
Non-complement = Complement
fixers fixers
Recipient 245 219 17 9
Age 53.9+12.4 542+124 55.0+11.9 46.1+10.9
174 men 158 men 11 men 5 men
Sex
71 women 61 women 6 women 4 women
Donors
Age* 50.4+14.7 51.2+14.5 433 +£16.7 46.0+£13.3
166 men 147 men 12 men 7 men
Sex*
68 women 61 women 5 women 2 women
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233 deceased 207 deceased 17 deceased 9 deceased
Type of Donors
12 alive 12 alive 0 alive 0 alive
Immunological data
HLA
46+1.1 46+1.1 45+15 45+1.1
Incompatibilities
Blood Group
Recipient
A 105 98 7 0
B 30 30 0 0
AB 6 5 0 1
0 104 86 10 8
dnDSA
HLA-I 9 - 8 1
HLA-II 11 - 7 4
HLA-Tand II 6 - 2 4

Summary of the three populations identified based on the presence or absence of DSA and their Clg-

binding capacity. dnDSA: de novo DSA. *: incomplete data.

3.3. Rejection Events

In our cohort, 23 patients (9.4%) experienced rejection. These were classified
according to the cause of origin as cellular rejection, humoral rejection, mixed
rejection, or non- immunological causes of rejection, according to biopsy results.
Non-immunological graft failures occurred in 10 patients (4.1%) and were associated

with surgical problems (graft laceration), infections, lymphocele, or
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immunosuppressant toxicity. The results were poor renal function, hemorrhagic
shock, necrosis, and graft loss. Nine patients lost their grafts during the first month.
The other patient lost the graft at six months due to a lymphocele. None of the
patients had DSA at the time of organ rejection.

We found that only 10 patients (38.5%) had rejection events with dnDSA, whereas
the remaining 13 (61.5%) were dnDSA-negative. Subsequently, we analyzed the
complement- binding capacity of dnDSA and its association with rejection events in
10 patients. We found that seven patients had dnDSA with a complementary
binding capacity. Three patients developed humoral-type events, and four had
mixed-type events. In contrast, of the patients with dnDSA without complement
binding capacity, two had humoral- type rejection events and one had a mixed-type
rejection event. Our analysis showed a statistically significant association between
the presence of dnDSA and the complement binding capacity and rejection events
(p = 0.009) (Figure 1). In addition, we found two patients with dnDSA with
complement-binding capacity who did not present with any rejection event at the

time of this study.

Rejection Type

B Humoral
H Mixed
ENo Rejection

Patients (n)

NO YES
DSA post-transplant with ability to fix

Figure 1. Association between the presence of complement-binding dnDSA and rejection events. A higher
number of rejection events was observed in patients who developed Clg-binding dnDSA, with respect to those

who did not bind complement (p = 0.009).
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3.4. Renal Graft Survival Associated with the Presence of dnDSA

The median follow-up time after renal transplantation in patients without dnDSA
was 17 months (range, 0-61 months). For patients with dnDSA with Clq binding
capacity, it was 26 months (0-49 months), and for those with dnDSA without
complement fixation, it was 17 months (0-63 months). The results showed that
patients with dnDSA had shorter survival to renal transplantation than those

without dnDSA (p = 0.017) (Figure 2).

DSA Post-
Transplant
1.0 ‘ ‘ ~NO -TYES

0.8

0.6

0.4

Cumulative Survival

0.2

0.0

0 20 40 60
Time after Transplant in months

Figure 2. Kaplan-Meier curves to determine renal graft survival, according to the presence or absence of dnDSA.

Lower renal graft survival is observed in patients who develop dnDSA.

When determining renal transplant survival in relation to Clq binding capacity, it
was observed that patients with complement-fixing dnDSA were associated with

lower renal graft survival than those with non-complement fixers (p = 0.009).

Finally, transplant survival was evaluated in the three populations in our study. The

results showed that patients with dnDSA that did not bind to Clq and those who
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did not develop dnDSA showed similar graft survival. However, individuals in the
latter group presented graft loss due to non-immunological causes, which explains

the differences between these two populations in the graph.

Finally, the complement-fixing dnDSA group presented the lowest survival with the

highest association with the risk of graft loss (p < 0.001) (Figure 3).

—1C1g-
1.0 + +- —1Clg+
~TNo DSA

0.8

0.6

04

0.2

Cumulative Survival

0.0

0 20 40 60
Time after Transplant in months

Figure 3. Kaplan-Meier curves to determine renal graft survival according to Clg-binding capacity by dnDSA.
Lower renal graft survival is observed in patients who develop complement-binding dnDSA, whereas survival

is similar for the other two populations.

3.5. Renal Graft Loss

Renal graft loss occurred in 18 (7.3%) patients. Ten patients lost the transplant due
to non-immunological causes, three patients due to cellular rejection without the
presence of dnDSA at the time of graft loss, and five patients due to immunological
rejection associated with the presence of dnDSA (one patient due to humoral
rejection and four due to mixed rejection). We analyzed whether the immunological
events that led to transplant loss in the latter group were related to the presence of

complement-binding antibodies. The results suggested the presence of Clg-binding
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antibodies in all cases, with a statistically significant association between the

presence of complement-fixing antibodies and renal graft loss (p = 0.002) (Figure 4).

Complement-fixing
DSA

EnNo M YES

Patients (n)

NO YES
Graftloss

Figure 4. Association between the presence of complement-binding dnDSA and renal graft loss. Renal graft loss

was observed in patients who developed Clg-binding DSA, with respect to those who did not (p = 0.002).

3.6. Relationship between MFI Values of dnDSA and Its Cl1q Binding Capacity

We performed statistical analysis in order to determine the possible association be-
tween the MFI values of post-transplantation dnDSA and their complement-binding
ca- pacity. Based on the classification model proposed by Zecher et al. [20], three
categories were established to classify MFI values: MFI less than 5000, MFI between
5001-9999, and MFI greater than 10,000. We found a statistically significant
association between MFI and complement fixation capacity (p = 0.033). Therefore,
we proceeded to determine where this difference lies; in order to accomplish this,
the same variables were compared in 2x2 tables, showing a statistically significant
association between MFI values less than 5000 and those above 10,000 (p = 0.017);

the rest of the associations were not statistically significant (Figure 5).
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DSA - ability fix

EnNo MW vyes

Patients (n)

MFI less than 5 000 MFI greater than 10,000

Figure 5. Association between MFI values and Clq binding capacity. Non-binding dnDSA comprise MFI values
below 5000, whereas C1qg-binding dnDSA are more related to MFI values above 10,000 (p = 0.017).

4, Discussion

AMR is one of the primary causes of renal graft loss. The main risk factor is
incompatibility with donor HLA molecules owing to the development of antibodies
against allogeneic HLA. Finding a good match is essential; however, given the high
polymorphism of HLA molecules, it is becoming increasingly difficult to find an
optimal donor. In addition, renal patients are at a high risk of sensitization events
due to receiving transfusions, leading to the development of anti-HLA antibodies,

which represent a barrier for the patient to be transplanted [21].

We retrospectively reviewed a cohort of 245 patients who underwent renal
transplan- tation into the HUVN. We found that five patients showed evidence of
pre-transplant DSA. However, at the time of this study, none of the patients had
episodes of AMR or renal graft loss. The determination of complement fixation
properties by DSA could contribute to risk measurement, as has been proposed by

different authors [20,22-24]. The results of these patients demonstrated that DSA
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was not able to activate complement. Therefore, these patients were less likely to
develop rejection and had a positive predictive value for graft survival [20,25].
Different studies have discussed whether the presence of pre-transplant DSA is a
contraindication for transplantation [22,23]. However, despite the lack of informa-
tion on the role that DSA may play in pre-transplantation and renal graft survival,
renal transplantation in the presence of DSA is still under debate, especially when
they do not fix complement [24]. However, it is possible that the induction into an
immunosuppressive regimen that these patients received, resulting in continued
immunosuppression, allowed for the elimination of alloreactive T- and B-cell clones
and the disappearance of pre-existing DSA. These patients were comparable with
those who did not develop dnDSA. It should be noted that continuous follow-up of
these patients is necessary for the early detection of DSA reappearance and its ability
to activate the classical complement pathway [9,26]. Contrary to our findings, other
authors have argued that the presence of DSA before transplantation is a risk factor
for the development of acute AMR, poor renal function outcomes, and graft loss.
Therefore, it is essential that at-risk patients undergo a good evaluation along with

stricter follow-up after transplantation [21,27-29].

Our study demonstrated a significant association between the frequency of rejection
events and the presence of Clg-binding dnDSA. The presence of dnDSA, which did
not bind to the complement, was associated with fewer rejection events. Therefore,
we found that Clq determination provides added value in the early detection of
possible renal graft injury mediated by complement-binding dnDSA, which may
lead to graft loss if not treated promptly. All of these associations have been widely
discussed in multiple studies [30-33], confirming the importance of dnDSA

categorization.

The renal graft survival assessed in our population showed similar results to the

transplant survival reported for patients who developed dnDSA in different
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studies[27,30,34]. In our cohort, renal survival rates at five years after
transplantation were significantly decreased in patients who developed dnDSA.
However, when classified according to their Clg-binding capacity, graft survival
remained similar for patients without dnDSA and those with dnDSA without
complement-binding capacity. In contrast, the presence of dnDSA with Clg-binding
capacity was indicative of an increased risk of renal graft loss. These results
correspond with those published by Loupy et al., who found an association between
the risk of transplant loss and the presence of antibodies that activate the classical
complement pathway [12]. Research by Tyan et al. supports this association and

estimates that the presence of dnDSA can lead to loss within 1 to 2.5 years [27].

Among the recipients who developed dnDSA, 42.3% developed dnDSA only to
HLA-II, 34.6% developed dnDSA only to HLA class I, and 23.1% developed antibod-
ies against both HLA-I and HLA-II. Our data are similar to the percentages of
dnDSA reported in other studies [16]. However, the association between MFI values
and comple- ment binding capacity by dnDSA agrees with that published by
different authors [35,36]. This suggests that higher MFI values reflect elevated
antibody titers and higher Clq binding capacity and are generally associated with
an increased risk of developing AMR. Despite this association, in our study, we
found that patients with Clg-binding of dnDSA with MFI greater than 10,000 had
no rejection events. Similarly, we found that patients with non-Clg-binding dnDSA
with MFI less than 5000 developed rejection events without graft loss. Our findings
for these cases are similar to those published in several studies, which found that the

association with MFI values was not equal for all dnDSA, and some could bind to

Clq regardless of their MFI value [27,32,37].

Another important finding of our study was that the majority of dnDSA with Clg-
binding capacity were directed against the HLA-DQ locus (7 of 9 patients). These

were associated with rejection events regardless of MFI value. No associations were
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found that demonstrated a significant effect from the presence of antibodies against
HLA-DQ and the capacity to bind complement; however, a trend was observed that
had a value close to significance (p = 0.097). These findings suggest that the presence
of antibodies against HLA-DQ leads to a higher risk of complement activation even
when MFI values are low, as reported in other investigations [33,38,39]. Ditferent
authors have published their observations on the presence of antibodies against
HLA-DQ early in renal transplant rejection and the consequent development of
AMR, transplant glomerulopathy, and its implication in graft survival [40-42].
Given these findings, organ allocation policies, especially those of Eurotrasplante
and the Organ Procurement and Transplant Network (OPTN), have widely
discussed the inclusion of the HLA-DQ match as a matching strategy in order to
decrease the risk of developing de novo DSA and graft rejection. For its part, it is
expected that with the reduction of the mismatch in the HLA-DQ molecule, the
probability of rejection events will be significantly lower, which translates into
benefits for the patient by reducing exposure to rescue immunosuppression
therapies, which affect morbidity and mortality rates [43]. Based on our results, it is
important to highlight the importance of searching for compatibility in the HLA-DQ

locus in order to reduce the risk represented by the immunogenicity of this antigen.

Progress in the development of more sensitive techniques for the identification of
dnDSA has allowed for the monitoring of transplant patients in a less-invasive way.
How- ever, the classification of dnDSA according to their complement fixation
capacity could be an important step in post-transplant follow-up. Given the utility
of this technique, it could predict the pathogenicity of dnDSA and allow the risk
stratification of patients. It is important to recognize that much remains to be learned
about the pathogenesis of dnDSA in post-transplant follow-up [30]. However,
follow-up protocols could include the analysis of complement-fixing antibodies to
more accurately classify these patients, especially those with stable renal function,

before performing a graft biopsy [21,34].
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The findings of this study support the hypothesis of the importance of the individ-
ualization of dnDSA, classifying them according to their ability to activate the
classical complement pathway, risk of developing AMR events, and inducing graft
loss. Therefore, the possibility of evaluating Clq binding in sensitized patients who
are candidates for kid- ney transplantation, especially hyperimmunized patients, is
a promising alternative. The studies already published, together with the data
presented here, open up the possibility of being able to accept organs that would be
considered “incompatible”, as a strategy to reduce mortality rates on the waiting

list, and constitutes an interesting future perspective to extend this study [20,38,44].

5. Conclusions

Our results suggest that the detection of complement-binding capacity by dnDSA
could be an additional prognostic marker to predict AMR outcome and graft
survival in dnDSA-positive kidney transplant patients. Although our results are
consistent with those previously published, the low number of renal rejection cases

may be a limiting factor for this study.
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