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“Si supiese qué es lo que estoy haciendo, no le llamaria investigacion”

Albert Einsteien
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ACV: Accidente cerebrovascular.
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DNA: Acido desoxiribonucleico.

DP: Didlisis peritoneal.

DSA: Donor specific antibody (Anticuerpos donante especifico).
ENDAT: Expresion de genes de activacion de células endoteliales.
ESRD: Insuficiencia renal crénica en estadio terminal.

EVE: Everolimus.

FIAT: Fibrosis intersticial y atrofia tubular.

FRI: Funcidn retrasada del injerto.

GFR: Tasa de filtracién glomerular.

Gr: Granulo.

GT: Glomerulopatia del trasplante.

Gz: Granzyma B.

HD: Hemodialisis.

ICN: Inhibidor de la calcineurina.

IMC: Indice de masa corporal.

HE: Hematoxilina-eosina.

HLA: Human leucocytre antigen (Antigenos leucocitarios humanos).

HTA: Hipertension arterial.



MMF: Micofenolato mofetilo.

TaC: Tacrolimus.

TR: Trasplante renal.

NK: Natural killer (Células asesinas naturales).
NTA: Necrosis tubular aguda.

MCP: Proteina del cofactor de membrana.

MFTI: Intensidad de flourescencia media.

MMF: Micofenolato mofetilo.

mTOR: Farmacos inhibidores de mTOR.

NLR: Receptores de proteinas dominio-oligomerizacién de unién a nicleétidos.
P: Prednisona.

PAMP: Patrones moleculares asociados a patégenos.
PAS: Acido peryédico shiff.

PF: Perforina.

PQR: Poliquistosis renal del adulto.

PRA: Panel de reactividad de anticuerpos citotoxicos.
PRR: Receptores de reconocimiento de patégenos.
RA: Rechazo agudo.

RNA: Acido ribonucléico.

ROC: Caracteristica operativa del receptor.

R-P: Rifién-péncreas.

SI: Sistema inmune.

SRL: Sirolimus.

TaC: Tacrolimus.

TCE: Traumatismo craneoencefdlico.

TCR: Receptor de linfocitos T.

TIF: Tiempo de isquemia fria.

TLE: Tiempo en lista de espera.



TLR: Receptores tipo Toll.
Tregs: Linfocitos T reguladores.
TR: Trasplante renal.

TSV: Tiempo de sutura vascular.
VHB: Virus de la hepatitis B.

VHC: Virus de la hepatitis C.
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I. INTRODUCCION







El trasplante de organos se plantea, inicialmente, como un problema de técnica
quirtdrgica y el objetivo que se propone es recuperar la salud del enfermo sustituyendo un
organo severamente lesionado por otro sano. Pero Peter Medawar, en 1.944, alertaba de que el
problema era mas complejo, porque injertos experimentales de piel eran rechazados y la
realizacién de un segundo injerto procedente del mismo donante, provocaba un rechazo precoz
y severo'. Por tanto, no solo se trataba de un problema de técnica quirtirgica, sino que se afiadia

otro, ain mayor, al observar que el receptor armaba una respuesta contra el injerto.

Estos datos experimentales de Medawar, se confirmaron en humanos cuando se inicia la
era del trasplante de 6rganos sélidos. El primer trasplante renal (TR) que se puede considerar
como verdadero inicio de la era del trasplante, se realiza en 1952 de madre a hijo. El injerto
funciona correctamente durante 20 dias, pero a partir de esta fecha deja bruscamente de hacerlo
y el paciente fallece. Pasados dos afios, se realiza otro TR entre gemelos univitelinos y el injerto
funciona durante muchos afios sin inmunosupresién. La conclusién fue simple, entre personas
de la misma especie y raza genéticamente no idénticas se rechaza el drgano trasplantado
(aloinjerto), pero no entre los genéticamente idénticos (isoinjerto). Los vertebrados poseen un
sistema capaz de reconocer diferencias entre individuos de la misma especie pero

genéticamente no idénticos y actuar contra el érgano trasplantado.

El problema era conocer el sistema de reconocimiento y el proceso que sigue para
actuar contra el injerto. La técnica que da la primera informacién es la biopsia renal que muestra
como dato distintivo en el 6rgano rechazado, un infiltrado de células mononucleares
(reconocidas posteriormente como linfocitos T), y que pasados muchos afios la clasificacién de
Banff considera especifico de rechazo agudo (RA) si afecta a los tdbulos (tubulitis) y/o al

endotelio (endotelitis)™ (Fig. 1).

Basandose en este dato, durante las cuatro primeras décadas desde el inicio del TR, se
mantiene como Unica la teorfa celular del RA del aloinjerto y la respuesta humoral queda

limitada al rechazo hiperagudo, provocado por anticuerpos preformados contra antigenos HLA



de clase I y no secundarios a la respuesta del receptor al aloinjerto™®’.

Figura 1. Rechazo agudo celular. A) Infiltrado de células mononucleares en el tibulo renal
(tubulitis). Técnica inmunohistoquimica para CD45 (Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa).
Gentileza de los profesores R. Garcia del Moral y F. O Valle. B) Infiltrado de células
mononucleadas bajo el endotelio vascular (endotelitis) (HE).

SISTEMA INMUNE

Las bases de lo que hoy conocemos como respuesta inmune se establecieron hace miles
de afios, cuando los primeros seres vivos compartieron habitat con patégenos que constituian
una amenaza para su supervivencia. Este reto evolutivo permitié6 la creaciéon de una

infraestructura de defensa que conocemos como sistema inmune (SD°.

Los invertebrados mds elementales desarrollaron un SI parecido a lo que se conoce
como fagocitosis y los mas complejos, un SI formado por moléculas (citocinas, sistema del
complemento y proteinas de la fase aguda) y células (Fig. 2) eminentemente fagociticas
(neutrofilos, monocitos, macréfagos, eosinéfilos, basofilos, mastocitos, asesinas naturales|[NK]
y dendriticas), carentes de memoria inmunolégica, de progenie limitada, vida relativamente
larga y con receptores de alta eficacia codificados en la linea germinal, que sélo reconocen a

estructuras de los microorganismos llamadas u i 0 ;
truct del 11 das “patrones moleculares asociados a patogenos”



y por lo tanto, incapaces de reconocer otras diferencias moleculares. A esta respuesta se la

conoce como inmunidad innata’.

Célula dendritica Natural killer

Figura 2. Células de la respuesta inmune innata.

La presion evolutiva en un proceso continuo de “adaptarse o morir”’, permitié que los
vertebrados completaran su SI, afladiendo una nueva infraestructura de identificacién y defensa
conocida como respuesta inmune adaptativa o adquirida®, formada por linfocitos T y B (Fig.
3). Este sistema, tiene como elemento distintivo su capacidad para generar receptores de
membrana por reordenamiento de genes al azar; lo que supone, una alta capacidad para formar
una cifra muy elevada de receptores diferentes con los que se puede reconocer a una amplisima
variedad de antigenos. Ademas, son células dotadas de memoria inmunolégica y con capacidad
para proliferar ante el reconocimiento de un antigeno y formar un clon con un receptor

especifico.



Figura 3. Componentes celulares de la respuesta inmune adquirida. Linfocito T productores de
citotoxicidad celular y linfocitos B secretores de anticuerpos.

De este modo, su repertorio en la poblacidn total es tan amplio, que se incrementa la
probabilidad de que a un determinado linfocito se le presente un antigeno que se una a su
receptor e induzca su activacion y proliferacion. A este proceso se le conoce como seleccién
clonal (Fig. 4) y constituye una propiedad bdsica de la respuesta inmune adaptativa para

reconocer diferencias moleculares; y en nuestro caso, aportadas por el aloinjerto.



Dado el amplio nimero de células y
moléculas que forman el SI, su capacidad de
reconocimiento y de respuesta es muy

variada y se lleva a cabo por: neutralizacion,

: . | CélulaT
. ;.' activada opsonizacion, fagocitosis y lisis humoral y
celular. El SI inmune utiliza la més eficaz
|IL-2 para cada amenaza. Asi, para patégenos
intracelulares emplea la neutralizacién y la
— lisis celular; y para los extracelulares la

. J..——.. opsonizaciéon, la lisis humoral y Ia

fagocitosis.

. . (Cudl o cudles de estos mecanismos son los

mas eficaces para responder frente a un
Figura 4. Proliferacion clonal. aloinjerto? La neutralizacién y la lisis celular
y humoral; precisamente, aquellos que el SI

ponen en marcha frente a virus.

Antes del implante del érgano, la muerte cerebral ° y la isquemia '°, provocan

alteraciones, que inducen la activacion de la respuesta inmune innata en el injerto (respuesta

antigeno-no especifica).

La muerte cerebral incrementa el riesgo de inflamacién en el 6rgano trasplantado. En
modelos animales isogénicos, el érgano procedente de donantes con muerte cerebral, muestra
una respuesta inflamatoria que se caracteriza por un infiltrado de polimorfonucleares y de
macréfagos; y un aumento de la expresion de selectinas y de los factores C3a y C5a del
complemento, que activan a los linfocitos T y a las células dendriticas del 6rgano. También, en

el intersticio y en los tibulos renales, aumenta la expresion de IL-1B y TNF-q; y en las células



dendriticas y endoteliales de moléculas del CMH, MCP-1 y RANTES. Datos observados, en

una proporcidn significativamente menor, en el injerto de donante vivo.

Ademds, la muerte cerebral se acompafia de alteraciones hemodindmicos con una fase
inicial de hipertensién arterial, seguida de hipotensién. La disminucién de la presion de
perfusioén, provoca lo que se ha llamado “tormenta” de secrecion de catecolaminas con
liberacién masiva de citocinas pro-inflamatorias, que activan células del SI, endoteliales y del

epitelio tubular del injerto'".

La isquemia incrementa el riesgo de inflamacién, de funcion retrasada del injerto y de

3
rechazo'>!

. Las células lesionadas y muertas por isquemia, liberan material intracelular que
estimula la respuesta inmune innata (Fig. 5). A este material se le conoce como “patrones
moleculares asociados al dafio celular” (DAMPs) y estd formado por proteinas del shock y de la
matriz extracelular (fragmentos de &4cido hialurénico, proteoglicanos y fibronectina), 4cido
drico, DNA y RNA que son ligandos de los receptores tipo Toll (TLRs) y de los de

reconocimiento patrén del citosol (receptores de proteinas dominio-oligomerizacién de unién a

nucle6tidos - NLRs)™.

Las células epiteliales, endoteliales y mesenquimales del injerto, poseen ambos tipos de
receptores, especialmente los TLR2 y TLR4". Una vez estimulados por sus ligandos, son el
punto de partida de una via de sefiales bioquimicas que activan la respuesta inmune innata,

incluida la produccion de citocinas y la expresion de moléculas coestimuladoras.

Los o6rganos procedentes de donantes con muerte cerebral, muestran una mayor
expresion de TLRs, que los de donante vivo. Estudios experimentales, han demostrado que
mutaciones de TLR4 con menor afinidad para los ligandos DAMPs, reducen la respuesta

. . . . . ., .. 16-18
inflamatoria en el 6rgano y la incidencia de funcion retrasada del injerto ™ .
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Figura 5. Células del injerto lesionadas o lisadas por efecto de la muerte cerebral/isquemia,
liberan material intracelular (DAMPs) al medio, que estimula a las células dendriticas
intersticiales del injerto a través de sus TLR y NLR. Tras el desclampaje vascular penetran en
la circulacién del receptor, para emigrar a zonas ricas en linfocitos T virgenes de los érganos
linfoides secundarios y presentarles antigenos del CMH. Si los linfocitos T se activan, emigran
guiados por quimiocinas al injerto para iniciar el rechazo (Gentileza de la doctora D. Burgos).

RESPUESTA CELULAR

La teoria celular propone que células mononucleares del receptor (linfocitos T),
reconocen como extrafios a través de sus receptores, componentes moleculares del donante
(antigenos), presentados en moléculas HLA por células especializadas llamadas presentadoras
de antigenos (CPA) e iniciar su activacion (Fig. 6). Esta respuesta se lleva a cabo por una serie
de pasos que aumentan la especificidad para el antigeno y por los que las células T virgenes se
transforman en efectoras. El proceso comienza con la sinapsis inmunoldgica. Las moléculas de
superficie de las CPA vy linfocito T en accién forman una estructura supramolecular durante el
estimulo antigénico. En esta concentracion, el complejo TCR-péptido junto con el correceptor

CD4 o CD8 (senal 1) y las moléculas CD28 y B7.1/B7.2 (sefal 2) se agregan en la zona central



de la sinapsis, mientras que las moléculas de adhesiéon ICAM-1 y LFA-1 se localizan en el
exterior estabilizando la estructura de la sinapsis. Esta estructura permite concentrar las
moléculas del TCR y coestimuladoras en un 4rea de elevada adhesion, lo que facilita la eficacia

de la activacién del linfocito T".

La sefial 2 esta formada por las moléculas coestimuladoras™ de la familia CD28 (CD28,
CTLA-4, ICOS, 0X40), los ligandos de la familia B7 (B7.1, B7.2, B7-H1, ICOSL, OX40L) y la

de las moléculas CD40L (CD154) y CD40. La sefial 3 est4 formada por el receptor de 1L-2.

El niimero de células T que reaccionan frente a un antigeno es muy pequeilo, por lo que
una respuesta inmunitaria efectiva precisa de una expansion clonal y de la diferenciacién de las
células T. Ambos procesos requieren de citocinas que son secretadas y actian de forma auto o
paracrina. De ellas, la primera en producirse es la IL-2. Las células T activadas sintetizan la
subunidad alfa del receptor de IL-2 (CD25) lo que permite la formacién de un receptor
totalmente funcionante compuesto de las subunidades o, B y Y que unen IL-2 con alta afinidad,

lo que activa las vias de proliferacién de la célula T*.

Los linfocitos T una vez activados salen de los 6rganos linfoides secundarios y atraidos
por quimiocinas emigran al 6rgano trasplantado a las zonas en las que se expresan estas
citocinas. Por ello en la biopsia (Fig. 1) se aprecia una localizacién determinada de los linfocitos



Figura 6. Presentacion del antigeno en una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) de una célula presentadora de antigenos (CPA) al receptor del linfocito T (TCR) (Seiial
1). Coestimulacion (Sefial 2) y receptor de IL-2 (Sefial 3) (Gentileza del Dr. M. Lépez Hoyos).

El linfocito activado tiene un efecto citotxico sobre la células afectadas a través de la
secrecion de perforina que polimeriza en la membrana celular formando orificios por los que
penetra Granzyma B que activa caspasas que provocan en colaboracién con Fas y su ligando la

fragmentacién del DNA y la consecuente apoptosis celular (Fig. 7)".



LINFOCITO T CITOTOXICO Secrofor CELULA DlANA

No Socrehor

Figura 7. Citotoxicidad mediada por linfocitos T. El efecto citocida de los linfocitos T CD8" se
produce mediante la secrecién de perforina y granzyma B (via secretora) o por la accién de
ligando de Fas-Fas (via no secretora). Ambas provocan la muerte de la célula diana por
apoptosis. Cudndo el linfocito T CD8" reconoce la molécula diana, se une fuertemente a la
célula portadora y los granulos de Perforina se inserten en la membrana de la célula formando
canales de polimeros por los que penetra la Granzyma B para estimular caspasas que
fragmentan el DNA y provocan la muerte de la célula por apoptosis. Pf: Perforina, Gz:
Granzyma B y Gr: grinulo.

La continuidad de este proceso provoca una desestructuracion y destruccion progresiva del

injerto (Fig. 8).

Figura 8. Secuencia de incremento progresivo del dafio del injerto (PAS). Las células
mononucleares (linfocitos T CD8") emigran desde los capilares tubulares al epitelio tubular
atraidas por quimiocinas. A) Infiltrado de células mononucleares en el tibulo renal (tubulitis).
B) Infiltrado de células mononucleares con rotura de la membrana basal tubular. C) Destruccion
estructural del tibulo renal.
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Ademids, los linfocitos T segregan citocinas y otros factores que reclutan fibroblastos y
pericitos, miofibroblastos y fibrocitos que producen matriz extracelular (Fig. 9). El resultado

final es una fibrosis generalizada del 6rgano (Fig. 10).

Células inmunes

Fibrosis

Intersticial

Fibroblastos ntersticia
:‘% y Pericitos /f /

Senales
paracrinas

%ﬁ&
Dafio y atrofia\

Miofibroblastos

tubular \
‘ Fibrocitos

Figura 9. Células inmunes activadas dafian al epitelio tubular, seguida de una respuesta de
células inflamatoria que secretan una variedad de mediadores, citocinas y otros factores que
estimulan el reclutamiento de otras células de origen mesenquimal, como fibroblastos, pericitos,
miofibroblastos y fibrocitos derivados de la transicién epitelial a mesenquimal, que segregan
proteinas de la matriz extracelular que conduce a la fibrosis intersticial del 6rgano
trasplantado®'.



Pero durante muchos afios
se ignoraron los trabajos
experimentales de Gorer,
que demostraban la
formacién de anticuerpos
contra antigenos H-2 de
histocompatibilidad en 21

de 22 ratones, tras el

implante de células
Figura 10. Fibrosis intersticial y atrofia tubular difusas (PAS).

alogénicas de sarcoma y en
respuesta a la estimulacién antigénica®*; asi como a la aportacién de Morris, que mostraba ya
en 1968 la presencia de anticuerpos citotéxicos después del TR en el hombre® y que ello

pudiera suponer un mecanismo de dafio tisular del 6rgano trasplantado de fisiopatologia distinta

al celular.

Hubo que esperar a los inicios de la década del 90, cuando Feucht demostré la presencia
de depésitos de C4d en los capilares peritubulares como huella de la activacion del sistema del
complemento por la accién de anticuerpos anti-HLA. En los afios siguientes, los trabajos de
Terasaki*"*®y las sucesivas aportaciones de la clasificacién de Banff**>' fueron despejando el
camino del diagnéstico del RA humoral; y aunque, persisten dudas sobre las vias celular y
molecular que regulan el rechazo mediado por anticuerpos, los conocimientos actuales sobre su
inmunobiologia permiten afirmar que la activacion de los linfocitos B inducida por moléculas
polimérficas (HLA o no HLA), provoca la formacién y secreciéon de anticuerpos donante

especificos (DSA) que lesionan al aloinjerto®,
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RESPUESTA HUMORAL

La respuesta humoral alogénica se inicia con el reconocimiento de antigenos del
aloinjerto por el linfocito B que activado prolifera formando un clon antigeno especifico, que

. < .33
secreta anticuerpos y genera células de memoria®.
Las vias de activacién de los linfocitos B son™:

1. Dependiente de células T. Esta via se produce como respuesta a proteinas HLA o no
HLA y requiere la unién del antigeno al receptor y la participacion de linfocitos Th,
especialmente por medio de las interacciones de CD40 con su ligando.

2. Respuesta a disacaridos (por ejemplo, frente a antigenos A y B del grupo sanguineo). Se
conoce como B-independiente, dado que se genera sin la participacién de los linfocitos
T.

3. Tipo 1 independiente de células T. Aunque el concepto cldsico es que los anticuerpos
anti-HLA responsables del rechazo humoral son T dependientes, es evidente que,
también, que hay casos de rechazo que no se acompaian de un claro efecto destructivo
de los linfocitos T. En este caso, es posible que los linfocitos B sean estimulados

directamente por CPAs.

La doble pregunta que se puede hacer es como las células B son estimuladas para
generar la respuesta humoral; y a la vez, como su respuesta es controlada. Esto es, al mismo
tiempo que se produce la estimulacion de células B junto con sefales coestimuladoras,
antigenos monoméricos solubles suprimen sus funciones. Asi, por ejemplo, en el trasplante
hepético el injerto puede liberar antigenos solubles que inhiben la respuesta de células B y ello
contribuye a los efectos supresores que los injertos hepaticos se cree que tienen en la respuesta
aloinmune. Mediante receptores Fc, las inmunoglobulinas y sobre todo los inmuno-complejos
inhiben la respuesta de células B. De esta formas, la producciéon de anticuerpos contra no
aloantigenos pueden suprimir la respuesta humoral al injerto. El complemento facilita la

respuesta de las células B; sin embargo, el fragmento C4b puede inhibirla. Estos datos, aunque
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atin no bien comprendidos, hablan a favor de que el conocimiento del mecanismo de control de

las células B puede ser la via para poder controlar la respuesta humoral.

Dado que la activacién del linfocito B conduce a la formacién y secrecién de
anticuerpos como arma lesiva, su deteccidn en sangre se ha convertido en la forma de valorar la
respuesta humoral. Pero, sorprende que a pesar de que la técnica de su deteccién se ha
perfeccionado™, la presencia de anticuerpos contra antigenos HLA sea baja en la primera fase
del trasplante, pese a disponer de un tratamiento inmunosupresor mds eficaz frente a linfocitos T
que a B. Este dato, se ha interpretado por algunos autores como reflejo de la ausencia de
respuesta de la célula B al estimulo alogénico®® y por otros, como la posibilidad de que la
respuesta sea mds elevada y que los anticuerpos fueran absorbidos y aclarados por el

aloinjerto”’.

Ante esta situacion se ha propuesto un procedimiento més directo de valoracién de la
respuesta humoral alogénica, mediante el cdlculo de la frecuencia de células B secretoras de
anticuerpos por la técnica de ELISPOT™®. En un ensayo con este método en receptores de un TR
alogénico que ha usado como diana fibroblastos cultivados del donante, en vez de antigenos
purificados, se ha demostrado que pese a que ninguno de los nueve pacientes incluidos en el
estudio tenia DSA en el suero antes y después del trasplante, todos exhibieron a las ocho
semanas post-trasplante un aumento del ntimero de células secretoras de DSA dirigidas contra
antigenos HLA de clase I del donante. Lo que apoyaria que la respuesta alogénica humoral sea

més frecuente de lo deducido por la deteccién de anticuerpos en sangre™.

La causa por la que no se detecta un mayor porcentaje de pacientes con anticuerpos tras

el trasplante de un aloinjerto, es un tema por dilucidar.

14



INFRAESTRUCTURA DE LA RESPUESTA HUMORAL

La clasificacién de Banff’' basa el diagnéstico del RA humoral en la presencia de DSA
en el suero, en criterios histolégicos de dafio tisular agudo de la pared vascular (arteritis intimal
o transmural y microangiopatia trombdtica aguda) y en la interaccién de anticuerpos con el
endotelio vascular (depdsitos de C4d en capilares peritubulares, inflamacién microvascular y
aumento de la actividad endotelial y de la codificacién de transcritos (Fig. 11) de lesion

endotelial (ENDATS))***!.

|| Anticuerpo

Figura 11. Formacién de transcritos de actividad endotelial.

La infraestructura especifica de la respuesta inmune que causa estas lesiones
histolégicas estd formada por: linfocitos B, anticuerpos (anti-HLA u otros), células
inflamatorias (neutréfilos, monocitos-macréfagos y NK) y el sistema del complemento; y como

diana, las células endoteliales.

1. Linfocito B. Es la célula generadora de anticuerpos. Existen dos tipos de linfocitos B
generadores de anticuerpos**. El B1 que reside en la pleura y peritoneo y produce
anticuerpos de baja afinidad con independencia de los linfocitos Th; y el B2, que circula
permanentemente por los 6érganos linfoides secundarios hasta encontrar un antigeno que
lo active y lo expanda (proliferacion clonal). Una vez activado interactia con el receptor
del linfocito Th, para presentarle el antigeno en moléculas HLA de clase II y activarlo.

Ademds, el linfocito B produce citocinas que estimulan a la célula T. De esta forma, el
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linfocito B juega un papel destacado en la activacion y desarrollo de las células T de

memoria**.

Los linfocitos B activados forman plasmablastos extrafoliculares que producen
anticuerpos de baja afinidad o emigran al centro germinal donde se origina la
hipermutacién somética de los genes de la region variable de las inmunoglobulinas, el
cambio de clase de inmunoglobulina y la generacién de células plasmaticas y de
memoria que fabrican y secretan anticuerpos IgG. Para que se formen los centros

germinales de células B, es necesaria la presencia de los linfocitos T foliculares™.

Un dato a destacar, es que en modelos animales* y en humanos * de trasplante, se ha
apreciado la formacién de 6rganos linfoides terciarios en el aloinjerto, lo que sugiere

que las células B puedan activarse directamente en el 6rgano trasplantado.

También, se ha demostrado la existencia de una subpoblacién de células B inhibidoras
de la respuesta inmune®. Esta funcién reguladora la llevan a cabo por la secrecién de

IL-10.

Anticuerpos. Son glicoproteinas de estructura simétrica de doble cadena pesada y
ligera, que forman parte del sistema de defensa contra patdgenos. En el TR alogénico,
se generan como respuesta a estimulos antigénicos causados por diferencias
moleculares polimorficas y se han descrito contra antigenos HLA, MICA, ABO,
vimentina, fosfolipidos, proteinas de estrés y receptor AT1 de la angiotensina II en
relacién con el RA y crénico®. Los anticuerpos mds frecuentemente generados son los
dirigidos contra las moléculas HLA, por ser las mds polimérficas y el hecho de

expresarse en la membrana de las células endoteliales, las hace muy vulnerables.

Para comprender el papel de los anticuerpos en TR conviene centrar su andlisis en los

apartados siguientes:
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Las cadenas que forman la inmunoglobulina se unen entre si de forma covalente. Este
tipo de unién estd formada por adtomos no metdlicos con muchos electrones en su
periferia y con apetencia para captar ain mds; y cada atomo, se une a otro
intercambiando un electrdn, para formar una unién muy sélida.

La unién del antigeno con el anticuerpo no es covalente, sino que estd regulada por
fuerzas electrostaticas, enlaces de hidrégeno y fuerzas de van der Waals e hidrofébicas

que forman una unién reversible; sensible a la temperatura, proporcion de antigeno/

anticuerpo, pH del medio y fuerzas iénicas (Fig. 12).

Cilq
binding —
site

uolfal o4

Heavy
chain

€HD

Figura 12. Unién no covalente del antigeno con el anticuerpo, regulada por fuerzas
electrostéticas, enlaces de hidrégeno y fuerzas de van der Waals e hidrofébicas. Sensible a la
temperatura, proporcion de antigeno-anticuerpo, pH del medio y fuerzas idnicas.

C.

La regién bisagra se sitia entre los dominios CH1 y CH2. Proporciona flexibilidad a la
inmunoglobulina para orientar a cada uno de sus brazos hacia la unién con el antigeno
y estd formada por una gran variabilidad de residuos de aminodcidos (entre 10 y 60), lo

que confiere la mayor diferencia entre las cuatro subclases del isotipo IgG.
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d. Regién Fab. Consta de dos brazos de unién al antigeno. Cada uno de ellos formado,
tanto en la cadena pesada como en la ligera, por un dominio variable y otro constante.
El variable se llama asi porque posee en cada cadena tres segmentos de variabilidad
formados por diez residuos de aminodcidos que son los que diferencian anticuerpos

producidos por un determinado clon de células B de otro (Fig. 12).

Los tres segmentos variables de las cadenas pesadas y ligeras se unen formando un
espacio tridimensional de superficie de unién al antigeno. Dado que esta superficie es
complementaria a la zona de unién del antigeno (como la llave y la cerradura), se les
llama regiones determinantes de complementariedad (CDRs) o CDRI, 2 y 3. Los de

mayor variabilidad y de contacto con el antigeno son los CDR3.

e. Region Fe. Esta formada por dos o tres dominios constantes de la cadena pesada (Fig.
12), segtn el serotipo de inmunoglobulina (tres para IgM y dos para las restantes) y es
la que media las funciones efectoras del anticuerpo al unirse a la fraccion Clq del

complemento y a células con receptores para la regién Fc (FcRs) que poseen una cadena
polipeptidica & de caricter polimoérfica que es la que determina la unién a la region Fc.

3. Células inflamatorias. La fisiopatologia del RA humoral se inicia con la unién de los
DSA a antigenos HLA o no HLA del aloinjerto, expresados en la membrana de las
células endoteliales. Este proceso va a generar dos vias de atraccién y activacion de
células inflamatorias (neutrdfilos, macréfagos y células NK):

a. Dependiente del complemento. La activacion del complemento por anticuerpos
citotoxicos unidos a su antigeno HLA de la membrana de células endoteliales, genera
las fracciones C3a y C5a que son opsoninas potentes que atraen por gradiente
quimiotdctico a células inflamatorias a los capilares peritubulares (Capilaritis) y
glomerulares (Glomerulitis), y las activan a través de la interaccidn con sus receptores
afines (C3aR y C5aR) para que segreguen enzimas y citocinas pro-inflamatorias (Fig.

13).
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Figura 13. Rechazo agudo humoral. A) Capilaritis. Presencia de células inflamatorias
(polinucleares) en capilares peritubulares (HE). B) Glomerulitis. Presencia de células
mononucleares (macrdéfagos) en capilares glomerulares (PAS).

b. Independiente del complemento. Los anticuerpos de isotipo IgG actian como ligandos
de moléculas de membrana de células endoteliales de los capilares peritubulares y

glomerulares y se unen por su dominio CH2 de la regién Fc a células inflamatorias que

poseen FcYRIII que inducen lisis celular mediada por anticuerpos (Fig. 12).

Destacar en la citotoxicidad mediada por anticuerpos, el papel de las células NK. Una
vez que se unen al dominio CH2 de la regién Fc por su FcyRIIIA, se activan y segregan

INF-vy el contenido de sus granulos con los que provocan la lisis celular.

L

Sistema del complemento. La activacién de la via cldsica del complemento tras un
episodio de respuesta humoral al aloinjerto en trasplante de érganos, se inicia con la
unién de su primer fragmento Clq al dominio CH2 de la regiéon Fc de
inmunoglobulinas de isotipo IgG. Aunque no todas las subclases de IgG lo activan. Sélo

la IgG3 e IgG1 (en este orden de intensidad), la IgG2 lo hace débilmente y no tiene



reactividad la IgG4>. Esta diferencia viene determinada por el polimorfismo del

dominio CH2.

Basandose en estudios de ingenieria de proteinas IgG2b de ratones, se demostré que
tres aminodcidos (glicina 318, lisina 320 y lisina 322) localizados en un segmento 3 de CH2
eran los constituyentes esenciales para unirse al motivo de unién de Clq’'. Pero la unién no es
suficiente para activar el complemento, ya que este motivo estd presente en todas las subclases

de IgG. Se necesita algo mas.

Estudios con mutantes de subclases de IgG han demostrado que la presencia de lisina en
la posicién 276, muy préxima al motivo de unidn de Clq (glicina 318, lisina 320 y lisina 322),
es la que confiere a la IgG3 su capacidad para iniciar la activacién del complemento y en la
IgG1 la presencia de prolina en posiciéon 291. En cambio, IgG4 es incapaz de activar el
complemento, pese a unirse a Clq, por la presencia de un residuo de serina en posicién 331.
Lo que confirma que solo la uniéon de Clq al dominio CH2 de la regiéon Fc de la
inmunoglobulina, no es suficiente para activar el complemento, sino que la presencia de
determinados aminodcidos en distintas posiciones en el dominio CH2 de la regién Fc determina

si el subtipo de IgG lo activa 0 no™.

Los anticuerpos IgG tienen una vida media mas larga que otras proteinas debido a que
el receptor neonatal de Fc, se une a la IgG después de ser endocitado por la célula y en vez de
ser degradado se recicla a la superficie de la célula™. Ratones con un déficit del receptor
neonatal de Fc tienen una disminucion de los niveles circulantes de IgG y una vida media de la
inmunoglobulina reducida. La administraciéon de inmunoglobulinas como tratamiento del
rechazo humoral, tiene entre otras propiedades la de unirse a los receptores neonatales y
saturarlos con lo que inhibe la interaccién de los anticuerpos IgG enddgenos con el receptor

., 3
neonatal Fc, lo que favorece su degradacion’.

Ademds de la funcién quimiotéctica, previamente citada, el complemento tiene las

funciones siguientes:
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a. Las opsoninas C3b, iC3b y C3d favorecen la lisis celular.

b. El complejo de ataque a la membrana (C5b-9) lisa células o patégenos opsonizados.

c. Modelos experimentales han demostrado que la activaciéon incontrolada del
complemento aumenta la reactividad de los linfocitos T a través de sefiales
coestimuladoras sobre las CPAs y los linfocitos T del reconocimiento antigénico del
aloinjerto™*’.

d. Las fracciones C3a y C5a estimulan la diferenciacién de células ThO en Thl y Ia
sefializacién C3aR y C5aR inhibe el desarrollo de células T reguladoras™.

e. Las células del aloinjerto que estdn opsonizadas por fracciones del complemento tienen
una mayor interaccién con los linfocitos T, lo que sugiere que la adhesién celular

mediada por el complemento puede ser un factor importante de dafio tisular mediado

por células T *.

El inicio de la formacién de anticuerpos contra antigenos del aloinjerto depende del

58-60
complemento™ .

CELULA DIANA DE LOS ANTICUERPOS

La célula endotelial constituye la diana de los anticuerpos en la respuesta humoral. Por
lo que se puede afirmar que el rechazo humoral es un modelo de disfuncién endotelial

provocado por anticuerpos.

Las células endoteliales forman una unidad funcional con las del musculo liso y la
matriz intersticial subyacente. Controlan el paso de solutos, macromoléculas y células de la
sangre a los tejidos. Un proceso regulado por moléculas que aumentan la permeabilidad
vascular (histamina, trombina, TNF-o, bradiquinina, etc) o la disminuyen (hepardn sulfato,
prostaglandinas, catecolaminas, péptido natiurético, estimuladoras de los receptores J-

adrenérgicos, etc).

Ademds, contribuyen al balance hemostético al separar los factores de coagulacién del

plasma de activadores de la coagulacién presentes en la matriz intersticial secretados por las
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células del musculo liso. Si el efecto barrera se lesiona, se exponen entre si, inicidndose un
proceso de activacion de los factores plasméticos IX y X por el complejo tisular VIIa; y en
respuesta a la trombina, las plaquetas expresan receptores para el factor de von Willebrand y se
activa la agregacion plaquetaria. Por esta via, la lesion de la pared vascular termina provocando
lo que se conoce como microangiopatia trombética. El rindn posee una gran superficie de
endotelio en los capilares peritubulares y glomérulos, que son los que van a sufrir la lesiéon mas
significativa por la accion de los anticuerpos. Las vias de induccién por las que los anticuerpos
provocan la lesién de las células endoteliales y del musculo liso permanecen en estudio, aunque
las causadas por los anticuerpos de clase I (anticuerpos anti-HLA A, B y Cw) son mejor

conocidas que las que provocan los de clase II (anticuerpos anti-HLA DR, DQ y DP).

¢POR QUE HUBO Y AUN PERSISTEN DIFICULTADES PARA DIAGNOSTICAR EL

RECHAZO AGUDO HUMORAL?

Las células endoteliales expresan nativamente en su membrana antigenos HLA de clase
I y tras estimulaciéon con INF-y de clase II; y el rifién, ofrece una amplisima superficie
endotelial en sus capilares peritubulares y glomerulares sobre la que los anticuerpos anti-HLA

pueden actuar.

La pregunta es ;por qué en las enfermedades glomerulares autoinmunes no hubo serias
dificultades para demostrar con la biopsia su origen autoinmune y si las hay para diagnosticar el
RA humoral? Para contestarla hay que tener en cuenta las diferencias fisiopatoldgicas y sobre
todo el tejido diana y su “turnover”. En las enfermedades glomerulares autoinmunes, ademas de
sus diferencias fisiopatoldgicas, los inmunocomplejos se localizan en tejidos de bajo turnover;
como por ejemplo, el subendotelio en la nefritis Idpica o la membrana basal en el sindrome de
Goodpasture y glomerulonefritis membranosa. Tejidos de bajo turnover en los que los
inmunocomplejos son retenidos durante largos periodos de tiempo. El suficiente para ponerlos

en evidencia en la biopsia renal.
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En cambio, en el RA humoral, los anticuerpos se dirigen contra los antigenos HLA de
las células endoteliales, que tienen un alto turnover. Si sufren el ataque de la respuesta humoral
pueden ocurrir diferentes acontecimientos. Se pueden eliminar rdpidamente de su superficie las

61,62

inmunoglobulinas mediante “lavado” y/o internalizacion™ >~ (Fig. 14); y también de inhibir, a la
vez, la activacion del sistema del complemento en estadios precoces del proceso y en los tardios
de degradar sus componentes por la accién de la proteina del cofactor de membrana® (MCP),
“decay accelerating factor”® (DAF) y CD59% (Fig. 15). Por ello, la presencia de las proteinas
del complemento en la membrana de las células endoteliales es pasajera; y como el comienzo

del dafio inmunolégico precede a los signos clinicos de rechazo, no sorprende que cuando se

haga la biopsia no se detecte que el origen de la agresion fue humoral.

Estrategias de evasion de las > ¥ {q EHI. {

Wil
celulas endoteliales N 5\/\
) - =

A) Eliminacién de antiganns ““ﬂ"“ complejos (shedding)
| *‘}HH ) ,T} W *»

%S ) S éf i :5

B _ﬁ.@@@g@m!ﬁgln de complejos [capping)
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L N SVATN

Intericrizacién y digestion de complejos

Figura 14. Estrategias de evasion de las células endoteliales de los complejos antigeno-
anticuerpos. Los anticuerpos se dirigen contra los antigenos HLA expresados en las células
endoteliales, que tienen un alto turnover. Si sufren el ataque de la respuesta humoral pueden
eliminar rdpidamente de su superficie las inmunoglobulinas mediante “lavado o shedding” y/o
internalizacion (Gentileza del profesor. A. Alonso).
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Estrategias de evasion de las células endoteliales
B) Inhibicidgn dal complamanto por factores de membrana (MCP, DAF) y séricos (C4bp y CDSS)
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Figura 15. Estrategias de evasion de las células endoteliales del ataque humoral. Reguladores
del sistema del complemento. “Decay accelerating factor” (DAF) bloquea la accién de C4b y asi
impide la digestion de C2 en C2a y C2b. La proteina del cofactor de membrana (MPC) actia
sobre el Factor I que degrada C4b a C4c y C4d. La proteina inhibidora MAC (CD59) se ancla
en la membrana e impide la polimerizacién de C9 (Gentileza del profesor A. Alonso).

Si el complemento se activa queda anclada la fraccion C4d en la membrana de las
células endoteliales. Esta fraccién del complemento se une a las células endoteliales de forma
covalente mediante enlace thio-ester para formar una unién estable resistente al “lavado”. Esta

es la causa de que el C4d se detecte en biopsias con rechazo agudo humoral. Todo lo contrario

de lo que ocurre con el fragmento C4c, que rapidamente se degrada (Fig. 16).
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Estrategias de evasion de las celulas endoteliales
C) Degradacion de C4 y anclaje de C4d a la membrana
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Figura 16. Estrategias de evasion de las células endoteliales. Desaparicion del fragmento C4c
del complemento y unién estable del fragmento C4d a 1a membrana de las células endoteliales a
través de enlace thio-ester (Gentileza del profesor A. Alonso).

Por ello, el depdsito de C4d pudo demostrar la presencia de una respuesta humoral que
previamente era indetectable. No obstante, hay que constatar que la dltima clasificacién de
Banff considera como dato histolégico de RA o crénico humoral, la evidencia de dafio
endotelial por la interaccidn de anticuerpos sobre las células endoteliales en pacientes con DSA
circulantes”. Reconoce, asi, la evidencia del rechazo humoral con C4d negativo®'. Ante esto, el
razonamiento ha sido que los anticuerpos actdan sobre las células endoteliales, estimulando la
expresion de genes de activacion (ENDATS) que generen transcritos que se pueden determinar
mediante microarrays. De esta forma, se podria identificar un fenotipo de rechazo humoral con
anticuerpos circulantes, pero C4d negativo. Asi, rifiones con alta expresidon en el injerto de
ENDATSs y anticuerpos citotoxicos anti-HLA en sangre, presentaban lesiones histoldgicas
compatibles con rechazo mediado por anticuerpos. Las conclusiones son: una alta expresion de
ENDAT con anticuerpos circulantes predice la pérdida del injerto con alta sensibilidad (77 vs
31%) y una especificidad ligeramente mas baja (71 vs 94%) que la presencia de C4d. Sin

embargo, la expresion elevada de ENDAT no era un indicador de dafo renal o de eventual

pérdida del injerto en pacientes con ausencia de anticuerpos anti-HLA™.

25



IMPACTO CLINICO DEL RECHAZO HUMORAL Y DESARROLLO DE DSA.

Aunque estudios realizados en la dltima década muestran un moderado incremento de la
supervivencia del injerto en TR**%, 1a pérdida a largo plazo persiste a un ritmo no deseado y la
causa principal es el dafio tisular provocado por anticuerpos anti-HLA®. El incremento en la
incidencia de rechazo mediado por anticuerpos se debe en gran parte al aumento del nimero de
retrasplantes, especificidad de las técnicas que detectan titulos mds bajos de DSA e
incompatibilidades HLA y ABO ®. Otros autores relacionan el incumplimiento terapéutico® y
los cambios o reduccién de la inmunosupresion como posible causa de la formacién de DSA de

1’10VO71 .

El rechazo mediado por anticuerpos; y por tanto el desarrollo de DSA es un fuerte
predictor de la pérdida del injerto’”. En este sentido, el grupo de Loupy et al” observé que
pacientes con rechazo subclinico mediado por anticuerpos tenian peor supervivencia del injerto
a los 8 afios (56%) frente aquellos que presentaban rechazo celular (88%) o aquellos sin
disfuncién inmunolégica (90%). Ademas, el rechazo humoral fue un factor de riesgo 3,5 veces
mayor de pérdida del injerto. Coincide con el grupo de Orandi et al”, donde la supervivencia
del injerto en los pacientes que presentaron rechazo humoral a los 5 afios fue del 75,7% frente al
88,4% del grupo control. De igual forma, el rechazo subclinico por anticuerpos supuso un factor
de riesgo 2,5 veces mayor de pérdida del injerto. Wiebe et al.”* describieron que la
supervivencia del injerto a 10 afios en los pacientes que desarrollaron DSA fue mds baja que los

que no (57% vs 96%).

La incidencia de DSA es variable en funcion de la metodologia y el punto de corte de
MEFI utilizada para su deteccién, pero en series previas el intervalo es del 44,8-8,2% 777,
Los factores de riesgo asociados a la formacién de DSA son: incompatibilidad HLA

81-83

71,7280 L1 . o .
%, tipo de anticalcineurinico (mayor incidencia con CsA que con TaC) ,

incumplimiento del tratamiento inmunosupresor ">y el RA celular >%%4%,
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Pese al incremento en los conocimientos patogénicos del rechazo humoral, ain se
desconoce cudl es el tratamiento mds idoneo para este tipo de disfuncién inmunolégica. En este
sentido, el grupo de Lefaucheur®® proponen un tratamiento dirigido hacia las células B
(Rituximab) y anticuerpos (plasmaféresis e inmunoglobulinas) que mejoran la supervivencia del
injerto. Sin embargo, existe otro estudio randomizado que no mostré beneficio con Rituximab

, P . C . 87
frente a la plasmaféresis, inmunoglobulina y corticoides™".

Hoy dia, una estrategia podria ser la prevencion de esta entidad mediante una estrecha
monitorizacién de la formacién de anticuerpos anti-HLA®. En este sentido, para el clinico es
vital conocer qué pacientes tienen riesgo de formacién de anticuerpos anti-HLA y distinguir,
una vez formados, aquellos con potencial efecto deletéreo. Los datos actuales sugieren como

variables determinantes la activacion de la fracciéon Clq del complemento y el subtipo de IgG

88,89

Actualmente, el progreso ha sido evidente, pero quedan cuestiones por resolver, como
por ejemplo, (por qué hay pacientes que histolégicamente tienen lesiones tipicas de RA
humoral y no se detectan DSA circulantes? Es posible que anticuerpos no anti-HLA intervengan
en estos casos. Esto abriria un nuevo campo dirigido a una mayor sensibilidad de las técnicas de
deteccion de anticuerpos o la bisqueda de nuevas moléculas polimdrficas causantes de la
respuesta humoral, como el receptor tipo 1 de la angiotensina 2 en TR o la vimentina en

. 9001
trasplante cardiaco™" .

ANTICUERPOS Y LESIONES HISTOLOGICAS EN EL TRASPLANTE ALOGENICO

Los anticuerpos citotéxicos en el trasplante de 6rganos causan dafio endotelial por (Fig.
17):
1. Activacidn del sistema del complemento.
2. Accién directa.
3. Reclutamiento de células inflamatorias via receptores Fc (inmunidad celular

mediada por anticuerpos).
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Figura 17. Mecanismo de dafno endotelial por anticuerpos donante especificos. 1) La interaccién
de anticuerpos con antigenos HLA de las células endoteliales genera un aumento de la expresion
de receptores de fibroblastos que estimulados incrementan la proliferacién celular o se produce
resistencia a la lisis por el complemento con la formacién de factores antiapoptéticos (BCL-2,
BCL-XL y CD39). 2) Activacion de la via cldsica del complemento. Formacién del complejo de
ataque a la membrana, aumento de la expresion de moléculas de adhesiéon que inducen
adherencia leucocitaria, formacién de los factores C3a y C5a que atraen a la zona leucocitos por
quimiotaxis, pérdida de la barrera endotelial que activa la coagulacién y liberacion de citocinas
y quimiocinas que favorecen la proliferacion celular. 3) Citotoxicidad mediada por anticuerpos
y receptores para Fc. Las células inflamatorias se unen por su FcyRIII al anticuerpo. Una vez
activadas liberan su contenido de granulos que lesionan el endotelio provocando capilaritis y/o
glomerulitis (Gentileza del profesor A. Alonso).

1. Activacion del sistema del complemento.
a. Rechazo hiperagudo. Es el ejemplo mas demostrativo de dafio endotelial severo en el
trasplante alogénico, inducido por anticuerpos preformados que activan el complemento por

la via clasica.

Una vez que se desclampan los vasos del aloinjerto y la sangre comienza a fluir en el érgano
trasplantado, los anticuerpos se unen a los antigenos HLA de clase I expresados en la
membrana de las células endoteliales de glomérulos y microvasos. Se activa el
complemento y el injerto toma de inmediato una textura fldcida y un color moteado azulado

que habitualmente es consecuencia de un dafio irreversible.
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Datos experimentales sugieren las secuencias fisiopatolégicas siguientes:

La membrana de las células endoteliales estd recubierta de una capa de heparan sulfato.
Este proteoglicano mantiene un ambiente local anticoagulante al activar la antitrombina
III, que es un potente inhibidor de la formacién de trombina. Ademds, participa en la
regulacién de la impermeabilidad de la barrera endotelial al paso de células y moléculas
al formar parte de la unidén entre células endoteliales y de su citoesqueleto; y ademads,
por su carga eléctrica rechaza de la superficie endotelial los factores de coagulacién del
plasma.

Datos experimentales han mostrado que la exposicién de células endoteliales porcinas a
anticuerpos naturales humanos xenoreactivos, provoca la liberacién progresiva de
hepardn sulfato de su superficie mediada por “cleavage” enzimdtico del corazén de la
proteina y/o de las cadenas del glucosamicanoglicano. Por el contrario, el supernadante
de células endoteliales expuesto durante cuatro horas a suero humano contenia un
proteoglicano intacto o en fragmentos, posiblemente reflejando vesiculacién o lisis
celular. La “cleavage” y secrecidén de proteoglicano por las células endoteliales estaba
producido por la unién de anticuerpos naturales a las células endoteliales y activacién
del complemento’.

La pérdida de hepardn sulfato se acompafia de alteraciones de la forma y del
citoesqueleto de las células que interrumpen la integridad monocapa y conducen a la
formacién de huecos intercelulares que permiten el paso de células y moléculas. Datos

que provocan que en la biopsia se vea edema y hemorragia intersticial® (Fig. 18).

La pérdida del efecto barrera del endotelio expone entre si el complejo tisular VIla
intersticial y los factores plasméticos de la coagulacién IX y X que se activan; y en
respuesta a la trombina, las plaquetas expresan receptores para el factor de von
Willebrand y se activa la agregacion plaquetaria. El final del proceso es la

microangiopatia trombdética (Fig. 18).
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Figura 18. Secuencia de acontecimientos del rechazo hiperagudo. Tras el implante del injerto,
anticuerpos preformados de clase I se unen a antigenos HLA expresados en las células
endoteliales. Activacion del sistema del complemento con la formacién del complejo de ataque
a la membrana. Activacién y lesion de células endoteliales con vesiculacion y pérdida de
heparan sulfato de la membrana, secrecion por exocitosis del factor de von Willebrand, aumento
de la adhesion y agregacion plaquetaria. Trombosis.

e Los tibulos reciben oxigeno y elementos nutrientes a través de los capilares
peritubulares; y como efecto de la lesién vascular, se produce la necrosis de las células

epiteliales tubulares y la continuidad del proceso conduce a la necrosis tisular.

La presencia de células inflamatorias, especialmente neutréfilos, en los capilares
peritubulares (capilaritis) y glomérulos (glomerulitis) se debe al efecto quimiotactico de
los factores C3a y C5a del complemento que son opsoninas muy potentes que atraen a

estas células al foco de la lesion, donde segregan citocinas pro-inflamatorias (Fig. 13).

b. Rechazo agudo humoral. Promovido por una respuesta humoral de memoria generada por
exposicion previa a antigenos HLA u otros, aportados por el aloinjerto y expresados en el

endotelio de los capilares peritubulares y glomerulares>”***.

Aparece a los pocos dias del trasplante y si el paciente recibe inducciéon con anticuerpos

anti-linfocitarios, su aparicién se retrasa en semanas”®. Se genera por la respuesta de
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memoria a una exposicion previa a antigenos HLA en la fase precoz del TR y en la tardia,

generalmente, por incumplimiento del tratamiento inmunosupresor® (Fig. 19).
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Figura 19. Rechazo humoral agudo. A) Arteritis transmural (Necrosis fibrinoide de la pared
vascular) (HE). B) Dep6sito de C4d en los capilares peritubulares (Inmunofluorescencia).

Desde el punto de vista del prondstico existen claras diferencias entre el RA humoral y
el hiperagudo. Este, generalmente irreversible y el agudo no. Sin embargo, los participantes son
los mismos (DSA y células endoteliales). Las células endoteliales tienen las mismas
caracteristicas en ambos casos. La diferencia esta en los anticuerpos. En el rechazo hiperagudo
son preformados, generalmente activadores del complemento, de alta concentracién y con una
gran afinidad por su aloantigeno. En cambio, la disminucién de la expresion de estas cualidades
desencadenard un episodio de rechazo de menor severidad y estaremos frente al rechazo agudo.
Légicamente la escala no es tan simple, pero en estos momentos es imposible una explicacién
mds amplia, ya que entre otras dificultades, no se puede medir la concentracidn ni la afinidad de

los anticuerpos aloespecificos.
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2. Accion directa, independiente del complemento
En este caso, los anticuerpos causan dafio tisular directo al actuar como agonistas de
antigenos expresados en la membrana de las células endoteliales e inducir sefiales intracelulares

pro-inflamtorias y proliferativas, tanto en el RA como en el crénico.

La lesion mas genuina de esta via de actuacion de los anticuerpos es la vasculopatia del
trasplante (Fig. 20). Una lesién obliterativa de los vasos del injerto provocada por la
proliferacion e hiperplasia de las células endoteliales y del misculo liso que disminuye el

calibre del vaso y causa dafio isquémico y deterioro progresivo de la funcion renal.

Figura 20. Vasculopatia del trasplante. Proliferacién miointimal con oclusién vascular. A)
Ticrémico de Masson. B) Metenamina plata.

Su fisiopatologia puede resumirse asi: los anticuerpos anti-HLA de clase I se unen como
ligandos a los antigenos HLA expresados en las células endoteliales para inducir la estimulacién
de la via mTOR y la fosforilacion de la cinasa S6 (S6K) y de la proteina ribosomal S6 (S6RP)

que promueven la sintesis de protefnas y la proliferacién celular’*®,

Estos datos se han reproducido en un modelo experimental de trasplante cardiaco
murino de incompatibilidad en el CMH, con la administracién continuada de anticuerpos de
clase I. La cantidad de anticuerpos suministrada se correlaciona con el aumento de fosforilacién
de S6K y de S6RP en las células endoteliales de los capilares del injerto. Una situacién similar a

la ocurrida en el trasplante cardiaco humano con rechazo mediado por anticuerpos en el que la
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fosforilaciéon de S6RP en biopsias de endocardio se asocia con la presencia de anticuerpos

circulantes” (Fig. 21).

Ademds, los anticuerpos que actia como agonistas de los antigenos HLA de clase I
inducen la expresion de receptores del factor de crecimiento de los fibroblastos con una
intensidad dependiente del nivel que alcanzan en sangre. En este caso, la via celular inducida es

la sefial MEK-ERK que estimula la proliferacién de células endoteliales'” (Fig. 21).

El efecto de los anticuerpos de clase II es menos conocido, aunque datos actuales

sugieren que la proliferacion celular, se produce a través de la via de activacién de S6 y S6RP

97

Estudios recientes, sugieren que las células NK juegan un papel destacado en la
regulacién de la aceptacién o rechazo del aloinjerto'”'. Su papel no se limita a lo descrito hasta
ahora de “killing” y produccién de citocinas, sino que pueden tener un papel destacado en el
desarrollo de la vasculopatia del trasplante. En un modelo en el que DSA eran infundidos en
ratones inmunodeficientes Rag” que eran trasplantados con un corazén contra el que los DSA

eran dirigidos, se ha reproducido la vasculopatia del injerto, en un tiempo de cuatro semanas.
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Figura 21. Fisiopatologia de la vasculopatia crénica del trasplante. La unién antigeno-anticuerpo
genera: 1) Incremento de la expresion de receptores de fibroblastos, que activan la via
MEK/ERK and AP-land NF-kB que inducen proliferacion celular. 2) Los cuerpos de Weibel-
Palade secretan su contenido en factor de von Willebrand y P-selectina que favorece el
reclutamiento de leucocitos. 3) Estimulacién de la via Rho que induce la sintesis de proteinas y
la proliferacién celular’’.

Mecanismo de accién de las células NK en el desarrollo de la vasculopatia del injerto.
Las células NK se unen por sus receptores FcR al dominio Fc del anticuerpo y se activan
segregando citocinas proinflamatorias que inducen la proliferacion de las células endoteliales y

~ . 102.1 . .
del misculo liso'™>'®. Las conclusiones del estudio son:

a. Las células NK son necesarias para el desarrollo de las lesiones vasculares del injerto;
de hecho, ratones deplecionados de células NK o genéticamente deficientes de células
NK (Rag”"" mice) no desarrollan vasculopatia del trasplante.

b. La infusién de fragmentos de F(ab”)2 de DSA, fall6 para inducir vasculopatia del

trasplante.
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c. No es necesaria la participacién del complemento. La vasculopatia del trasplante se
puede inducir con anticuerpos no fijadores de complemento y en ratones Rag” con

déficit de C3 en los que el complemento estd inhibido.

Otros autores sugieren que la valoracién del inmunofenotipo de las células NK puede

contribuir a definir sefiales de la respuesta humoral aloreactiva en receptores de un TR'™.

3. Reclutamiento de células inflamatorias via receptores Fc (inmunidad celular mediada

por anticuerpos)

Las células endoteliales activadas por anticuerpos expresan moléculas de adhesion
VCAM-1 e ICAM-1, que promueven la adhesién de células inflamatorias® que activan la
exocitosis de los cuerpos Weibel-Palade mediada por la activacion de los canales del calcio y
que estdn formados por granulos que contienen mediadores pro-trombdticos, tales como el
factor de von Willebrand y la P-selectina (Fig. 17). Ademas, el factor C5a del complemento
incrementa significativamente la exocitosis de los cuerpos de Weibel-Palade inducidos por los
anticuerpos. Crosslinking de HLA parecen ser criticos en la estimulacién de la exocitosis,
porque solo el bivalente F(ab™)2 del anticuerpo de clase I W6/32 es efectiva en marcar la
exocitosis. El ligamiento de moléculas del CMH de clase I por anticuerpos, también conduce a
una produccion, dosis dependiente, de la proteina-1 quimiotictica de los monocitos y del
oncogen o relacionado con el factor quimiotictico de los neutréfilos que atrae a los macréfagos

L 105
al injerto .

GLOMERULOPATIA DEL TRASPLANTE

Se trata de una entidad de definicién histoldgica, relacionada con DSA de vias
moleculares de induccién no bien conocidas'®. Junto a la vasculopatia del trasplante es la

entidad mas representativa del rechazo crénico.

La histologia se caracteriza por (Fig. 22):
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1. Multilaminacién y doble contorno de la membrana basal, expansién de la matriz
mesangial y glomerulitis (Microscopia optica-PAS y tincién de plata).
2. Pérdida de la fenestracion endotelial, inflamacién de las células endoteliales y expansion

de Ia matriz mesangial (Microscopia electrénica).

3. Depésitos de IgM y C3, con C4d positivo en proporcidn variable (Inmunofluorescencia).

Figura 22. Glomerulopatia del trasplante. Duplicacién diseminada de la membrana basal
glomerular.A) PAS. B) Metenamina plata.

Factores de riesgo son: la edad del paciente, presencia de DSA, RA previo y serologia
positiva para virus C. En su fisiopatologia intervienen DSA de clase I y II, pero mads
frecuentemente de clase II, tanto DP como DR y DQ. Aunque se ha considerado que los DQ
tienen un mayor riesgo de glomerulopatia del trasplante'”’, no todos los autores estén de acuerdo
con esta teoria y llegan a afirmar que no hay diferencias entre los DSA DP, DR y DQ'*®*'*”. Se

desconoce por qué la glomerulopatia del trasplante (GT), estd relacionada con anticuerpos de

72,11
clase 1",

Dado que alrededor de la mitad de los pacientes no presentan anticuerpos anti-HLA se
ha sugerido la implicacién de otras etiologias y entre las que destacan la microangiopatia

trombdtica y la hepatitis C''".
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Papel del C4d en el diagnéstico de la glomerulopatia del trasplante

Los datos actuales sobre los depésitos de C4d como marcador de rechazo humoral en la

GT se pueden resumir en los apartados siguientes:

1. La presencia de depésitos de C4d en el glomérulo se ha interpretado como un dato util

. £ gt 112
para su diagndstico .

2. Hay una fuerte asociaciéon entre la GT y la presencia de anticuerpos anti-HLA

circulantes y depésitos de C4d en los capilares peritubulares'"”.

3. En pacientes con anticuerpos circulantes pueden detectarse depdsitos de C4d en los
glomérulos y no en los capilares peritubulares. En este caso, el depdsito de C4d debe
valorarse con cortes en parafina, ya que por congelacién es posible encontrar en

. . pss - 114,115
glomérulos normales la presencia periférica de depdsitos de C4d ™ .

4. La detecciéon de depdsitos de C4d varia en las series publicadas y segitin la técnica
empleada. Dado que la lesion crénica por anticuerpos se produce en ondas, es posible

que los depdsitos de C4d se produzcan en los periodos de pico.

5. Ante la problemdtica que plantean los depdsitos de C4d se ha propuesto el concepto de
rechazo humoral C4d negativo, para los casos que la microscopia Optica muestre

glomerulitis y capilaritis.

ANTICUERPOS NO HLA EN EL RECHAZO HUMORAL

Se han descrito una plétora de moléculas polimoérficas no HLA asociadas con rechazo
humoral agudo y crénico. Pero la ausencia de disponibilidad de ensayos comerciales impide su
diagnédstico. Terasaki sugiere que en los casos con C4d positivo sin la demostracion de

anticuerpos anti-HLA circulantes, se debe tener en cuenta esta posibilidad''®.

Entre ellos, hay que destacar a:
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Antigenos MICA. Los antigenos polimérficos CMH de la cadena A relacionados con
los de clase I (MICA), que se expresan en las células endoteliales se han implicado en la
patogénesis del rechazo hiperagudo, agudo y crénico del aloinjerto; aunque hasta ahora,
ninguno de los estudios en los que se implique a los anticuerpos MICA mostrara pruebas
de especificidad contra el donante™.

Receptor AT1 de la angiotensina II. En pacientes con pre-eclampsia con convulsiones e
hipertension arterial severa, se han detectado en el suero anticuerpos agonistas del
receptor AT1 de la angiotensina II''". Basandose en estos datos, se analizé si receptores
de un TR con rechazo vascular refractario al tratamiento y con hipertensién arterial
severa tenfan anticuerpos agonistas del receptor AT1 de la angiotensina II. De 20 casos,
16 presentaban estos anticuerpos IgG de las subclases IgG1 e IgG3. Estudios in vitro de
estimulacién de células endoteliales por medio de anticuerpos contra el receptor AT1
indujo la fosforilacion de la cinasa ERK y aument6 la actividad de unién al DNA de los
factores de transcripciéon AP-1 and NF-kB, lo que provocé un aumento de la expresién
de citocinas proinflamatorias, de genes procoagulantes y de proliferaciéon celular.
Ademds, en un modelo de TR en ratas, la administracién de anticuerpos contra el
receptor AT1 de la angiotensina II provocaba vasculopatia que era prevenida con la
administracién de losartan®'.

Vimentina. Es una proteina que forma parte de los filamentos intermedios del
citoesqueleto intracelular de células embrionarias, sanguineas y del endotelio de vasos
coronarios. Los mondémeros de vimentina se enrollan entre si formando parte del soporte
de los orgénulos intracelulares (mitocondrias, reticulo endoplasmico, etc). Se ha descrito

. . < c 90
como elemento inductor de la enfermedad coronaria después del trasplante cardiaco .
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I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS







El RA humoral ha sido el gran desconocido durante algo mas de cuatro décadas en TR,
pese a la evidencia de que el receptor con anticuerpos preformados contra antigenos HLA del
donante, rechazaba el injerto de forma inmediata. En este caso, la histologia mostraba dafo
endotelial generalizado por microangiopatia trombdtica con infarto cortical. La interpretacion
dada era que se trataba de una lesién provocada por anticuerpos preformados y no como
consecuencia de la respuesta alogénica contra el drgano trasplantado. Ademas, la histologia del
RA habitual mostraba, en general, un infiltrado de linfocitos T; y por ello, se interpreté que eran
las células reguladoras y efectoras del RA del injerto. La conclusién fue que el RA estaba

provocado por células inflamatorias.

En los inicios de la década del 90 Feucht demostrd, la presencia de depdsitos de C4d en
los capilares peritubulares como huella de la activacion del sistema del complemento por la
accion de anticuerpos anti-HLA que lesionaban gravemente el endotelio. En afios posteriores, se
evidencié que los anticuerpos también producian dafio tisular a través del reclutamiento de

células inflamatorias via receptores Fc (inmunidad celular mediada por anticuerpos).

Los trabajos de Terasaki y las sucesivas clasificaciones de Banff fueron despejando el
camino del diagnéstico del RA humoral y crénico y se afiadieron nuevas posibilidades
terapéuticas que suponian efectividad frente a un RA de peor pronéstico que el celular. Pero
pese a los avances logrados, persisten muchas dudas sobre las vias celular y molecular que
regulan la formacidn de anticuerpos, los mecanismos del dafio tisular y los factores de riesgo
que desencadenan su formacion. Ello ha provocado que el rechazo humoral sea un objetivo de

investigacion de primer nivel en trasplante de érganos.

Hipétesis de trabajo

El estudio parte del desconocimiento actual sobre aspectos tan importantes en el
trasplante de drganos sélidos, como el andlisis de los factores de riesgo que provocan la
formaciéon de DSA. Asi mismo, seria crucial dilucidar el papel que juegan en la formacién de

DSA y en el RA humoral, la dosis y variabilidad de los niveles plasmadticos de los ICN.
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Finalmente queda por aclarar las vias patogénicas del impacto de los DSA sobre la histologia
del injerto, una cuestién que se debate entre la activacién del sistema del complemento y la

inmunidad celular mediada por anticuerpos.
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Objetivos del estudio

Los objetivos primarios son:

1. Analizar la incidencia de formacién de DSA en la poblacién trasplantada en el Hospital
Regional Universitario de Mélaga en un estudio retrospectivo de 591 receptores de un
TR de donante caddver, de vivo y de rifién-pancreas realizados en los afios 2008-2012
con un seguimiento hasta el 30 de Junio de 2014.

2. Describir la naturaleza de los DSA (anti-HLA de clase I [A, B] o I [DR y DQ]) y su
evolucion en el tiempo.

3. Identificar los factores de riesgo de formacion de anticuerpos anti-HLA DSA.

4. Determinar la incidencia del rechazo humoral agudo y crénico y su impacto en la
supervivencia del injerto.

5. Identificar los factores de riesgo del rechazo humoral.

6. Valorar la intensidad de la fluorescencia media y la fijacién de C1q como métodos de
diferenciacién de anticuerpos que provocan daiio tisular de aquellos que no.

7. Evaluar el coeficiente de variabilidad de niveles en sangre del inmunosupresor basico

usado (TaC) como factor de riesgo de formacién de DSA y de rechazo humoral.
Los objetivos secundarios son:

1. Analizar el impacto del RA humoral en la funcién renal medida por la creatinina sérica
y el aclaramiento de creatinina (método CKD-EPI).

2. Determinar si el RA humoral agudo tiene impacto en la supervivencia de pacientes.
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III. MATERIAL Y METODOS







1.  DISENO DEL ESTUDIO Y POBLACION DE PACIENTES

Estudio de cohortes, observacional, longitudinal, retrospectivo y analitico que incluye

todos los pacientes con TR (donante Caddver, Vivo y R-P) desde el 1 de Enero del 2008 al 31

de Diciembre del 2012 en el Hospital Regional Universitario de Mélaga, con seguimiento hasta

el 30 de Junio del 2014. La informacidn clinica se recogi6é de forma prospectiva en todos los

pacientes incluidos en una base de datos disefiada para tal fin, que se actualizaba anualmente.

Se excluyeron los pacientes trasplantados de Rifion-higado (n=2) durante este periodo.

El nimero total de pacientes incluidos es de 591.

2. VARIABLES CLINICAS

Se recogieron los siguientes pardmetros clinicos y demograficos:

a. Donante:

Edad (afios).

Sexo (Hombre/Mujer).

IMC (kg/m®).

Causa de Muerte (TCE, ACV, Vivo y Otras).
Grupo Sanguineo (A, B, AB y 0).

Serologia Viral (CMV, VHC).

Comorbilidad (Diabetes, HTA y Ambas).

b. Receptor:

Edad (afios).

Sexo (Hombre/Mujer).

IMC (kg/m®).

Enfermedad de Base (Glomerular, PQR,
Nefroangiosesclerosis, Familiar, Otras y No filiada).
Retrasplante (Si/No).

TIF (horas).
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TSV (min).

TLE (meses).

Tipo de Didlisis (HD, CAPD — HD, HD — CAPD y CAPD).

FRI (Si/No).

Serologia Viral (CMV, VHB, VHCO).

Comorbilidad Pre-trasplante (HT A, Diabetes, Ambas y Dislipemia).
Tratamiento Inmunosupresor (TAC+P+MMF, CsA+P+MMF y Otros) (Ver
Anexo A).

Tratamiento de Induccién (Basiliximab, Timoglobulina y No Induccién).
Retirada de Esteroides (Si/No).

Conversiéon mTOR (Si/No).

Re-conversién ICN (Si/No).

PRA Virtual (%).

Ac. Anti-HLA (%).

DSA (%).

Tiempo Aparicién DSA (meses).

DSA anti-HLA Clase I (%).

DSA anti-HLA Clase II (%).

Activacién Clq (%).

MFI acumulada.

MFI méxima.

Rechazo Humoral (Si/No).

Tipo Rechazo Humoral (Agudo y Crénico).

Rechazo Agudo Celular (Si/No).

Tipo de Rechazo Agudo Celular (Bordeline, IA, 1B, IIA, 1IB y III).
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3.

e (Causa de pérdida de Injerto (Injerto nunca funcionante, RA, FIAT,
Poliomavirus BK, Muerte Injerto Funcionante, Abandono Inmunosupresién y
Otras).
e Causa de Exitus (Cardiovascular, Tumoral, Infecciosa, Hepatopatia, Otras y
Desconocida).
¢ Creatinina Sérica (mg/dL) al 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 meses
postrasplante.
e CKD-EPI (mL/min/1.73 m? al 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 meses
postrasplante.
DEFINICION DE VARIABLES
Funcién Retrasada del Injerto: Se define como la necesidad de didlisis durante la primera
semana postrasplante, una vez excluidos el rechazo hiperagudo o acelerado, trombosis
vascular y obstruccién urinaria.
Rechazo Agudo Celular: Se define como aquellas caracteristicas anatoma-patolégico de la
biopsia que siguiendo la Clasificaciéon de BANFF-2013(Anexo B) las define como Rechazo
Agudo Celular y el subtipo correspondiente.
Rechazo Humoral: Se define como aquellas caracteristicas anatoma-patolégico observadas
en la biopsia que concuerda con Rechazo Humoral en la clasificacion de BANFF-2013
(Anexo B). Todas las biopsias fueron reclasificadas siguiendo la clasificacién de BANFF-
2013.
Fallo del Injerto: Se define como la vuelta a didlisis o muerte del paciente.
Incompatibilidad HLA: Suma de antigenos no compartidos en los loci A, B, DR y DQ entre
el donante y receptor del CMH.
Pacientes Hiperinmunizados: Aquellos con un PRA>50%.
Isquemia Fria: Periodo de tiempo transcurrido desde el clampaje vascular en el donante al
descamplaje en el receptor en horas.
Tiempo en Lista de Espera: Periodo de tiempo transcurrido desde la inclusién en la lista de

espera al trasplante en meses.
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» Anticuerpos Anti-HLA Donante Especificos: Formacion de anticuerpos anti-HLA
especificos frente a antigeno del donante.
» Funcion Renal: Determinada por el aclaramiento de creatinina por el método Chronic

Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI).

4. DETECCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS ANTI-HLA

La monitorizacién de los anticuerpos anti-HLA se realizé mediante el ensayo Luminex
y la tecnologia X-MAP. Todos los pacientes fueron evaluados para determinar la presencia en
muestras de sueros obtenidas al tiempo del trasplante, primer, tercer, sexto mes, anualmente y

en el caso de RA.

Antes del trasplante se determiné en todos los pacientes los anticuerpos anti-HLA por el
ensayo Luminex Mixed (One Lambda®), el cual detecta la presencia de anticuerpos frente a los
antigenos HLA-clase 1 y clase II. En los casos positivos, se determiné la especificidad de dichos
anticuerpos por el ensayo Luminex Single Antigen. (One Lambda®) en la plataforma

Luminex ™M100.

El suero en estudio se incub6é con las microesferas LABScreen. Los productos
LABScreen emplean microesferas recubiertas con antigenos HLA de Clase I o Clase II
purificados y reactivos optimizados previamente para detectar anticuerpos frente al HLA de
Clase I (A, B y Cw) o Clase II (DR y DQ) en suero humano. Los anticuerpos frente al HLA
presentes en el suero en estudio se unen a los antigenos en las microesferas y se marcan con
anti-IgG humana de cabra conjugada con r-ficoeritrina (PE). Los analizadores de flujo
LABScan™100 detectan simultdneamente la emision de fluorescencia de PE y la identificacién
de cada microesfera mediante la combinacién de dos colorantes, lo cual permite adquirir los

datos practicamente en tiempo real.

Si los pacientes no presentan anticuerpos anti-HLA pre-TR, la monitorizacidn de estos

anticuerpos se realiz6 mediante el ensayo Luminex Mixed (One Lambda®). Cuando este ensayo
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fue positivo en alguna de las determinaciones establecidas, se realizé el ensayo Luminex Single

Antigen (One Lambda®) para detectar las especificidades.

Por el contrario, los enfermos que tuvieron un Luminex Mixed (One Lambda®)
positivo pre-TR, se realizd solo el ensayo Luminex Single Antigen (One Lambda®) en todas

las visitas.

Todas las determinaciones con una intensidad media de fluorescencia (MFI) >1500
fueron consideradas positivas ''®.

En el Anexo C se describe pormenorizadamente el procedimiento.

5. ACTIVACION DE Clq

En aquellos pacientes en los que se detecté DSA, se utilizé las muestras de suero
(200ul) para realizar el ensayo ClqScreen" (One Lambda®) para detectar la activacién de
Clq. ClgScreen™ (One Lambda®) se utiliz6 con una mezcla de microesferas revestida de HLA
para detectar anticuerpos anti-HLA de unién al complemento en suero humano. Las
microesferas HLA-revestidas de LABScreen® y las microesferas del complemento humano
C1q control positivo fueron incubadas con el suero problema y el complemento humano Clq.
Los anticuerpos HLA se unieron a los antigenos de destino seguido de la unién de Clq a los
anticuerpos. Clq PE-conjugado anti-Humano se usa como un informador, que indica la

presencia de unién al complemento de los anticuerpos.

Las microesferas se analizaron usando un LABScanl00™. La intensidad de
fluorescencia media en LABScan100™ indica la cantidad relativa de anticuerpo unido a la
muestra de ensayo. Un cambio de fluorescencia significativo indica una reaccién positiva. El
programa HLA  FUSION™ ayud6é en la asignacién de especificidad HLA mediante

comparacion del perfil de reactividad del c6digo de antigenos unidos a cada microesfera.

El procedimiento pormenorizado se describe en el Anexo D.
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6. CALCULO DEL PRA VIRTUAL

Para la determinacién del PRA virtual se utiliz6 el programa elaborado por el

laboratorio de referencia de Eurotransplant (https://www.etrl.org/Virtual%20PRA/Default.aspx)

para los laboratorios de HLA y especialistas para definir los porcentajes del Panel Reactivo de

anticuerpos (PRA).

Las especificidades HLA utilizadas en este programa son de donantes de &rganos
trasplantados en la zona Eurotransplant (N=4000). Para los diferentes paises participantes
fueron seleccionados 1000 donantes. En general, el usuario puede seleccionar un pais, pero
también tiene la posibilidad de seleccionar todo Eurotransplant. Este dltimo caso fue el utilizado

para la determinacion del PRA virtual.

El cédlculo se realiz6 para HLA de clase I (A, B y Cw) y clase II (DR y DQ).

Si un paciente reacciona hacia varios antigenos HLA, se introducian éstos separados
por una “,” en la especificidades y se pulsaba en el botén “Calcular % PRA”. En el cuadro
113 L 99 , .

Positivo” se encuentra el nimero de donantes para los antigenos (cada donante se cuenta una

vez), en “Donantes” el nimero total de donantes que entré en el andlisis y, finalmente, el valor

de % de PRA aparece en el cuadro “PRA”.

Esto se realiz6 a todos aquellos pacientes en los que aparecieron especificidades HLA

en cada uno de los momentos del estudio (Pre-TR, 1, 3, 6 meses y anualmente)

7. COEFICIENTE DE VARIABILIDAD DE NIVELES EN SANGRE DE

TACROLIMUS

Cohorte Rechazo Humoral:

Se realiz6 un sub-estudio de casos y controles (1:2) de la cohorte de pacientes
trasplantados entre 1 de enero 2008 y 31 de diciembre de 2012 que presentaron Rechazo
Humoral durante el periodo de seguimiento (hasta el 30 junio del 2014), con un total de 21

pacientes. Los pacientes del grupo control fueron aleatorizados y agrupados por edad, sexo y
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afio de trasplante. Se excluyeron del andlisis aquellos pacientes que tomaron farmaco anti-TOR

en el momento del suceso.

Aunque existen diferentes métodos para el célculo del coeficiente de variabilidad''*™"'

>

se ha usado el definido previamente por la National Institute of Statistics and Economic Studies
(Insee) (http://www.insee.fr/en/methodes/default.asp?page=definitions/coefficient-de-

variation.htm).

Por tanto, el CV empleado fue:

DE
cv (%) = 7x100

Dénde:

CV= Coeficiente de Variabilidad.

DE= Desviacion Estdndar de los niveles de TaC.
U= Media de los niveles de TaC.

Para ello se seleccionaron 5 mediciones de los niveles de TaC anteriores a la fecha del
Diagnéstico de RA humoral, salvo en tres pacientes que tuvieron un RA humoral precoz y solo

se disponian de 3 niveles en sangre. Para el grupo control se siguié el mismo criterio.
Cohorte DSA:

Se realiz6 un segundo sub-estudio de casos y control (1:2) de una cohorte de pacientes
trasplantados entre 1 de enero 2008 y 31 de diciembre de 2012 que presentaron DSA durante el
periodo de seguimiento (hasta el 30 junio del 2014), con un total de 51 pacientes, de los que 21
tuvieron rechazo humoral. Los pacientes del grupo control fueron aleatorizados y agrupados por
edad, sexo y afio de trasplante. Se excluyeron del andlisis aquellos pacientes que tomaron

farmaco anti-mTOR en el momento del suceso.
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8. INMUNOSUPRESION

El tratamiento inmunosupresor por intencién de tratar fue con TaC+MMF/ AMF+P con
o sin induccién con anticuerpos monoclonales anti-CD25 o anticuerpos policlonales

(Timoglobulina) para receptores de R-P o hiperinmunizados.

Solo un pequeiio nimero de pacientes (1,8 %) recibieron una inmunosupresion distinta

que incluye CsA o un farmaco anti-mTOR por su inclusidn en protocolos de investigacion.

En los pacientes que desarrollaron tumores o poliomavirus BK, TaC fue sustituido por

un farmaco anti-mTOR (EVE o SRL).

En el Anexo A se adjunta el Protocolo de Inmunosupresion utilizado en el centro.

9.  ANALISIS ESTADISTICO

La informacién se procesd en una base de datos elaborada especificamente para ello. La
depuracion, re-codificacién de variables y el andlisis estadistico fue realizado con el uso del

software IBM SPSS version 20.0® para Windows.

Para la descripcién de variables cuantitativas se realizd la media (medidas de
centralizacién) y desviacién estdndar (medidas de variabilidad). En el caso de las variables
cualitativas se usaron frecuencias relativas. Se realiz6 el andlisis de la normalidad para todas las
variables utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov. Para la comparacién de variables
cuantitativas entre grupos se usaron pruebas paramétricas (t-Student o ANOVA) o no
paramétricas (Mann-Whitney o Kruskal-Wallis) segtin procediera. Para la comparacién entre
grupos de variables cualitativas se realizé la prueba Chi-Cuadrado o Test de Fisher, si la

distribucién de los datos sigue la normalidad o no.

El ANOVA de medidas repetidas determiné la variabilidad de las distintas
determinaciones a lo largo del tiempo de estudio. Se realizé el test de Bonferroni para

determinar entre cuales determinaciones hubo diferencias significativas.
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Se realizd andlisis de Regresion Logistica multivariante para determinar factores

asociados a la aparicién de DSA y rechazo humoral en los pacientes trasplantados.

La supervivencia fue analizada para un tiempo de trasplante méximo de 6 afios, con la
pérdida del injerto y del paciente como evento de interés. Los datos de supervivencia del injerto
fueron censurados para la muerte. La tasa de supervivencia del injerto renal fue trazada en las

curvas de Kaplan-Meier y la comparacion de las variables con el uso del test Log-Rank.

Se aplicaron modelos de riesgos proporcionales, de Cox, para estimar los factores de
riesgo asociados a la pérdida del injerto y del paciente. Se realiz6 un andlisis parsimonioso de la
regresion de Cox con todas las variables para la supervivencia del paciente y del injerto. En él,
se van eliminando las variables cuya presencia no mejora el modelo, generando un modelo mas

preciso y vélido.

Se realizaron curvas ROC para mostrar el poder predictivo y discriminatorio del
coeficiente de variabilidad a través del area bajo la curva para los pacientes que presentaron
DSA y para los que presentaron Rechazo humoral. Se determiné el indice de Youden para

determinar el punto en el que el coeficiente de variabilidad es mds predictivo y discriminatorio.

Se consideré diferencias estadisticamente significativas aquellos valores que fueran

inferior a 0,05 (p<0,05).
10. PROTECCION DE PACIENTES

La revision de historias clinicas se llevd a cabo segiin la ley espafiola de
confidencialidad, Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre de proteccién de datos de caricter
personal. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del hospital y se llevé a cabo de

acuerdo a los principios de buena prictica clinica y de la declaraciéon de Helsinki.
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IV. RESULTADOS







ANALISIS GLOBAL DE LA POBLACION ESTUDIADA

El estudio incluy6 591 receptores de un TR de donante caddver (n=502), de vivo (n=37)
y de R-P (n=52) realizados en el Hospital Regional Universitario de Malaga desde el 1 de Enero

del 2008 hasta el 31 de Diciembre del 2012 con seguimiento hasta el 30 de Junio de 2014.

1. DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

a. Donantes

El andlisis global mostré una edad media de 50,9+16,2 afnos con predominio del sexo
masculino (54,4%). La causa principal de éxitus fue el ACV (63,8%), seguido por TCE (19,5%)

y otras causas (10,5%).

La tabla 1 muestra los datos demograficos y caracteristicas clinicas por tipo de
trasplante. No hubo diferencia significativa entre la edad de donantes de caddver y de vivo, pero
si entre la de éstos y la de donantes de R-P. Algo similar se observé con el IMC. Destaca, la
elevada tasa de muerte por ACV (70,1%) del donante en el TR de caddver. Aunque en el
trasplante combinado de R-P la causa de muerte del donante por ACV fue del 48,1%, hay que

sefialar que fueron de donantes jovenes con rotura de aneurisma cerebral.

Es de destacar, la elevada tasa de comorbilidad por hipertensién arterial (36,1%),
diabetes mellitus (15,2%) y de ambos procesos (10,4%) en el donante de caddver. De hecho, la
incidencia de donantes con criterios expandidos fue 45,2% (n=227), con injertos renales
seleccionados por biopsia y tratados con un protocolo de inmunosupresion especifico (Anexo

A).
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Tabla 1. Datos demograficos y caracteristicas clinicas de los donantes.

Cadaver Vivo Rifién-Pancreas
(n=502) (n=37) (n=52) P
Edad del Donante (afios) 53,0+15,8 48,6+9,6 32,2+10,7 <0,001
Sexo (H) % 55,7 432 50,0 0,274
Raza (%)
Caucasico 97,2 94,6 100,0
Negra 0,8 - - 0418
Otras 2,0 5,4 -
IMC (Kg/m®) 26,944,1 26,7442 24,0+£2.,7 <0,001
Causa de Exitus (%)
ACV 70,1 - 48,1
TCE 19,3 - 34,6 <0001
Otras 10,6 - 17,3
Grupo Sanguineo (%):
A 44,0 32,4 42,3
B 8,6 8,1 5,8 0,626
AB 4,0 - 5,8
0 43,4 59,5 46,2
Serologia Viral (%)
CMV 68,5 64,9 63,5 0,906
VHC 1,0 - - 0,297
Cormobilidad (%)
HTA 36,1 - - <0,001
Diabetes 15,2 - - <0,001
HTA + Diabetes 10,4 - - 0,007

H: hombre. IMC: indice de masa corporal. ACV: accidente cerebrovascular. TCE: traumatismo
craneoencefélico. CMV: citomegalovirus. HT A: hipertension arterial.

b. Receptores

Los receptores en el andlisis global tuvieron una edad media de 50,1£13,8 afios con
predominio del sexo masculino (63,5%). La enfermedad de base mas frecuente fue la
glomerular (21,3%), seguida por no Filiada (19%), Diabetes (17,7%) y PQR (15,5%). Un 13,9%
de los pacientes fueron retrasplantes. El 34,0% presentaron FRI. El TIF medio fue de 14,3+5,0

horas.
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Tabla 2. Datos demograficos y caracteristicas clinicas de los receptores (N=591).

Cadaver Vivo Rifion-Pancreas
(n=502) (n=37) (n=52)

Edad del Receptor (afios) 51,8+13,6 42.2+13.,4 39,3+7.0 <0,001
Sexo (H) (%) 63,5 514 71,7 0,160
Raza (%)

Caucasico 92,2 94,6 88,5

Negra 1,2 - - 0,334

Magrebi 4,8 2,7 11,5

Otras 1,8 2,7 -
IMC(Kg/mZ) 26,1442 24,7443 23,7433 <0,001
Enfermedad de Base (%)

Glomerular 22,8 29,7 -

PQR 17,0 16,2 -

Intersticial 9,6 13,5 -

Diabetes 9,8 8,1 100,0 <0,001

Nefroangioesclerosis 7.4 2,7 -

No Filiadas 21,2 16,2 -

Otras 7,8 2,7 -

Familiar 4,2 10,8 -
TLE (meses) 39,1+32,2 21,4+36,4 15,3%£18,8 <0,001
Tipo de Didlisis (%)

HD 86,3 51,4 67,3

HD-CAPD 0,6 - -

CAPD 10,4 54 ; <0001

CAPD-HD 2,4 2,7 1,9

Prediélisis 0,4 40,5 30,8
Retrasplante (%) 14,3 18,9 5,8 0,154
FRI (%) 39,4 2,9 5,8 <0,001
TIF (horas) 15,543,8 0,9+0,8 12,942,5 <0,001
TSV (min) 36,5£10,0 29,5+6,9 38,8+7,7 <0,001
Serologia Viral (%)

CMV 85,7 85,7 76,9 0,530

VHB 0,8 - - 0,124

VHC 3,0 2,7 - 0,418
Cormobilidad (%)

HTA 64,3 83,3 90,4 <0,001

Diabetes 13,0 5.4 100,0 <0,001

HTA+Diabetes 8,6 54 90,4 <0,001

Dislipemia 46,3 58,1 65,2 0,028

H: hombre. IMC: indice de masa corporal. PQR: poliquistosis renal del adulto. TLE: tiempo en
lista de espera. HD: hemodialisis. CAPD: didlisis peritoneal ambulatoria continua. FRI: funcién
retrasada del injerto. TIF: tiempo de isquemia fria. TSV: tiempo de sutura vascular. CMV:
citomegalovirus. VHB: virus hepatitis B. VHC: virus hepatitis C. HTA: hipertension arterial.
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La tabla 2 mostr6 las caracteristicas clinico-demogréficas de los receptores en funcién
del tipo de trasplante. Se observé una diferencia significativa en la edad entre los receptores que
reciben un TR de donante caddver, vivo y R-P; asi como, en el IMC, TLE, incompatibilidad

HLA, FRI y TIF.

Las causas mds frecuentes de insuficiencia renal fueron las de origen glomerular
(22,8%) y la PQR (17%). Destacar que el porcentaje de pacientes en predidlisis previo al
trasplante fue elevado en los casos de donante vivo y R-P. El tipo de didlisis mds frecuente fue

la hemodialisis.

Los receptores de un trasplante combinado de R-P tuvieron una mayor comorbilidad,

reflejada por una mayor incidencia de HTA y de dislipemia (Tabla 2).

2. TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR

El 98,1% de los pacientes recibieron triple terapia inmunosupresora TaC+MMF+P por
intenciéon de tratar. El tratamiento de induccién predominante fue Basiliximab (51,7%),
seguido por Timoglobulina (29,2%). La Tabla 3 muestra el tratamiento inmunosupresor en
funcién del tipo de TR. La inmunosupresiéon predominante usada por intencién de tratar fue el
TaC+MMF+P, seguido por CsA+MMF+P. Los pacientes con trasplante de donante vivo
recibieron mayoritariamente anticuerpos monoclonales ani-CD25; por el contrario, los enfermos
con trasplante R-P recibieron anticuerpos policlonales. Suprimieron los esteroides: TR caddver

(17,8%) y vivo (18,9%), en un plazo medio de 10,7£13,9 meses.

De los 591 enfermos 53 (9,0%) fueron convertidos a un farmaco anti-mTOR, como
sustituto de MMF o de TaC, por la presencia de tumor, nefropatia por poliomavirus BK o
ensayo clinico. De los 53 pacientes, se reconvirtieron al tratamiento por intencién de tratar el

16,7% de donante cadéver y el 33,3% de R-P.
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Tabla 3. Tratamiento inmunosupresor.

Cadaver Vivo Rifion-Pancreas

m=502) (n=37) (n=52) P
Tratamiento Inmunosupresor (%)
TaC+MMF+P 97,8 100,0 100,0
CsA+MMF+P 1,4 - - 021
Otros 0,8 - -
Tratamiento de Induccién (%)
Basiliximab 55,1 78,4 -
Timoglobulina 23,1 10,8 100,0 <0001
No Induccion 21,8 10,8 -
Retirada de Esteroides (%) 17,8 18,9 1,9 0.012
Conversién mTOR (%) 10,0 8,1 5,8 0,591
e SRL+MMF+P 56,0 0,0 100,0
e EVE+MMF+P 4,0 66,7 - 0,003
e TaC+SRL+P 28,0 33,3 -
e TaC+EVE+P 12,0 - -
Reconversion Anticalcineurinicos (%) 16,7 - 33,3 0,549

TaC: tacrolimus. MMF: micofenolato mofetilo. P: prednisona. SRL: sir6limus. EVE:
everolimus.

La dosis de TaC se establecié segtin niveles en sangre, que a lo largo del tiempo fue
descendiendo hasta mantenerse en valores de 6-7,5 ng/ml a partir de los 6 meses de evolucién
postrasplante en los receptores de un TR de donante caddver o vivo y moderadamente mas
elevados en los trasplantados de R-P (Fig. 23). El andlisis de medidas repetidas mostré que este
descenso fue significativo desde el primer mes postrasplante hasta el final del seguimiento

(p<0,001).
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Figura 23. Evolucién de los niveles medios de TaC durante el periodo de seguimiento para los
distintos subgrupos de trasplantes (ANOVA de medidas repetidas; p<0,001).

1.000 mg/dia (Fig. 24).

De igual forma, la dosis de MMF descendi6 hasta estabilizarse en un valor préximo a

El andlisis de medidas repetidas mostrd, también, un descenso

significativo desde el primer mes postrasplante hasta el final del seguimiento (p<0,001).
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Figura 24. Evolucién de las dosis de MMF durante el periodo de seguimiento para los distintos
tipos de trasplantes (ANOVA de medidas repetidas; p<0,001).
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3.  DATOS INMUNOLOGICOS

EL 22,0% de los pacientes con TR presentaron algiin tipo de anticuerpos anti-HLA
durante el periodo de seguimiento. El 8,6% formaron DSA anti-HLA, de los cuales el 29,4%
fue DSA anti-HLA de clase I, el 56,9% DSA anti-HLA de clase Il y el 13,7% DSA anti-HLA de

clase Iy II. El 23,5% de los pacientes con DSA, fijaban Clq (Fig. 25).

Ac. Anti-HLA
Preformados
18,8% (n=111)

591 TR

A

A 4

Ac. anti-HLA

postrasplante

22% (n=130)
I

v v

Ac. anti-HLA DSA de novo Ac. anti-HLLA no DSA
8,6% (n=51) 13,4% (n=79)
\ 4 v 4
Clase I Clase IT Clase Iy II
29,4% (n=15) 56,9% (n=29) 13,7% (n=7)

Figura 25. Incidencia de anticuerpos anti-HLA.

El 3,6% de los pacientes presentaron rechazo humoral y el 20,6% RA celular.

La tabla 4 muestra los datos inmunoldgicos de los pacientes agrupados segin el tipo de
trasplante (donante caddver y vivo y R-P). Hubo diferencias significativas en el PRA méximo,
anticuerpos anti-HLA pretrasplante y la incidencia de RA celular al excluir el borderline. El
tiempo medio de aparicién de DSA fue mayor en el orden: TR de caddver, R-P y vivo,

respectivamente.
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Tabla 4. Datos inmunolégicos de los receptores.

Cadaver Vivo Rinon-Pancreas
(n=502) (n=37) (n=52)
Ultimo PRA Virtual (%) 6,8+184  6,9+18,6 0,5+3,5 0,050
Maximo PRA Virtual (%) 8,7¢21,7 9,3¥22.6 1,0+£5,0 0,038
Anticuerpos Anti-HLA pre-TR (%) 19,9 243 3,8 0,012
Anticuerpos Anti-HLA post- TR no DSA 15.5 18.2 41 0.083
(%)
Anticuerpos Anti HLA DSA (%) 8.8 10,8 5,8 0,679
Tiempo aparicion DSA anti-HLA (meses) 23,5+19,2 4,5+7,7 14.3+11.1 0.121
Pacientes con DSA anti-HLA (%) (n=51):
Clase I (%) 43,2 50,0 33,3 0,907
Clase II (%) 70,5 75,0 66.7 0,970
Activacién de Clq (%) 227 25,0 333 0.914
Rechazo Humoral (%) 34 8,1 1,9 0,261
Rechazo Agudo Celular (%) 20,3 29.7 17,3 0,325
Rechazo Agudo Celular Excluyendo 78 216 115 0.014

Bordeline (%)

TR: trasplante renal. PRA: panel de reactividad de anticuerpos citotéxicos. DSA: anticuerpos

donante especificos. HLA: antigeno leucocitario humano.

Los pacientes que recibieron un trasplante combinado de R-P presentaron un ndmero

mayor de incompatibilidades en los loci A/B/DR (p<0,001) que los pacientes que recibieron un

TR de donante vivo o cadaver (Fig. 26).

HLA A/B/DR mismatch

Rifién-Pancreas

® Vivo

m Cadaver

0 10 20 30 40
%

50

60
p<0,001

Figura 26. Incompatibilidades HLA A/B/DR segun el tipo de trasplante.
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4. SUPERVIVENCIA DEL INJERTO RENAL

a. Causas de pérdida del injerto.

Durante el periodo del estudio 80 pacientes (13,5%) perdieron el injerto. Las causas
mas frecuentes de pérdida del injerto fueron: 28 (35%) injertos nunca funcionantes (en este
grupo se incluyen pérdidas por trombosis vascular, otras complicaciones quirdrgicas e injertos
no funcionantes), muerte con injerto funcionante (31,3%), RA celular y humoral (11,3%),
FIAT (7,5%) 'y el resto (15%) por poliomavirus BK, abandono de la inmunosupresién y
recidiva de la enfermedad base.

b. Supervivencia global de injertos no censurada.

La supervivencia global del injerto renal no censurada para la muerte del paciente fue

del 91,8% al afio, 88,2% a los tres afios y 81,9% a los seis anos (Fig. 27).
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Figura 27. Supervivencia global del injerto renal no censurada con 1.C. 95%.
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¢. Supervivencia global del injerto censurada.
La supervivencia global del Injerto renal censurado para la muerte del paciente, fue del

93,2% al afio, del 91,3% a los tres afios y del 88,4% a los seis afios (Fig. 28).
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Figura 28. Supervivencia global del injerto censurada con I.C. 95%.
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d. Supervivencia del injerto no censurada en funcion del tipo de trasplante.

La supervivencia del injerto no censurada para la muerte no mostré diferencias
significativas (p=0,203) entre las distintos tipos de trasplante. La supervivencia del injerto de los
pacientes que recibieron un TR de donante cadaver fue del 90,8% afio, 87,3% a los tres afios y
80,0% a los seis afios. En los receptores de donante vivo del 94,6% al afio, 91,8% a partir del
segundo afio hasta los seis afios y en los pacientes que recibieron un trasplante combinado de R-
P la supervivencia del injerto fue del 96,2% al afio, 94,2% a los tres anos y 91,7% a los seis

afos (Fig. 29).

TR Cadaver —
TR Vivo —
TR Rifidn-Pancreas =

N° en Riesgo

TR Cadaver 456 395 278 194 109 39
TR Vivo 35 29 25 12 4 2
TR Rifién-Pancreas 50 47 39 27 20 9

Figura 29. Supervivencia del injerto no censurada en funcién del tipo de trasplante (log-rank:
3,192; p=0,203).
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e. Supervivencia del injerto censurada en funcion del tipo de trasplante.

La supervivencia del injerto censurada no mostré diferencias significativas (p=0,132)
en funcién del tipo de trasplante. En los pacientes que recibieron un trasplante de donante
caddver fue del 92,6% el primer afio, 90,5% el tercer afio y 86,9% el sexto afio. En los de
donante vivo, la supervivencia del injerto censurada fue del 94,6% al afio y 91,8% a partir del
segundo afio y en el trasplante combinado de R-P del 98,1% durante todo el seguimiento (Fig.
30), un dato que muestra posiblemente el impacto beneficioso de la edad del donante en la

supervivencia del injerto.

TR Cadaver ——
TR Vivo R —
TR Rifion-Pancreas

N° en Riesgo

TR Cadaver 456 395 278 194 109 39
TR Vivo 35 29 25 12 4 2
TR Rifién-Pancreas 50 47 39 27 20 9

Figura 30. Supervivencia del injerto censurada en funcién del tipo de trasplante (log-rank:
4,043; p=0,132).
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f. Factores de riesgos asociados a la supervivencia del Injerto.

El modelo univariante de regresion de Cox mostré que los factores de riesgos para la
supervivencia del injerto no censurado fueron: Edad del donante, el RA celular excluyendo el
tipo bordeline, el rechazo humoral y la creatinina sérica a los 12 meses (Tabla 5).

Tabla 5. Modelo univariante de regresion de Cox para la supervivencia del injerto no
censurado.

Variables HR LG 95% P
Inferior Superior
Edad del Donante 1,02 1,00 1,03 0,027
Edad del Receptor 1,01 0,99 1,02 0,367
Sexo del Donante 0,86 0,56 1,34 0,504
Sexo del Receptor 1,15 0,72 1,82 0,562
Retrasplante 0,77 0,38 1,54 0,457
TIF 1,01 0,96 1,05 0,809
FRI 1,47 0,80 2,69 0,215
TTO. de Induccién 0,98 0,57 1,70 0,945
TLE 1,00 0,99 1,01 0,315
DSA 1,01 0,46 2,19 0,983
Rechazo Celular 1,53 0,95 2,49 0,083
Rechazo Celular (excluyendo bordeline) 2,30 1,31 4,03 0,004
Rechazo Humoral 2,83 1,30 6,15 0,009
Anticuerpos Pretrasplante 0,97 0,54 1,73 0,917
PRA>25% 1,04 0,50 2,16 0,915
Creatinina 12 meses 2,71 1,63 4,53 <0,001

TIF: tiempo de isquemia fria; FRI: funcién retrasada del injerto; TLE: tiempo de lista en espera; DSA:
Anticuerpos donante especificos; PRA: panel de reactividad de anticuerpos citotéxicos.

El modelo univariante de regresion de Cox para la supervivencia del injerto censurada
para la muerte mostré6 como factores de riesgos: el RA celular excluyendo el bordeline, el

rechazo humoral y la creatinina sérica a los 12 meses (Tabla 6).
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Tabla 6. Modelo univariante de regresion de Cox para la supervivencia del injerto

censurado.
Variables HR . L.C.95% . P
Inferior Superior

Edad del Donante 1,01 0,99 1,02 0,502
Edad del Receptor 0,90 0,97 1,01 0,182
Sexo del Donante 0,92 0,54 1,57 0,764
Sexo del Receptor 0,94 0,54 1,62 0,815
Retrasplante 0,90 0,41 1,98 0,785
TIF 0,99 0,94 1,05 0,737
FRI 1,41 0,60 3,68 0,399
TTO. de Induccién 0,88 0,46 1,67 0,694
TLE 1,00 0,99 1,01 0,867
DSA 1,54 0,70 3,40 0,288
Rechazo Celular 1,41 0,78 2,55 0,257
Rechazo Celular (Excluyendo Bordeline) 2,24 1,13 4,45 0,021
Rechazo Humoral 4,20 1,90 9,28 <0,001
Anticuerpos Pretrasplante 1,25 0,66 2,38 0,489
PRA>25% 1,12 0,48 2,61 0,797
Creatinina 12 meses 4,46 2,31 8,61 <0,001

TIF: tiempo de isquemia fria; FRI: funcién retrasada del injerto; TLE: tiempo de lista en espera; DSA:
Anticuerpos donante especificos; PRA: panel de reactividad de anticuerpos citotéxicos.

El modelo multivariante de regresién de Cox para la supervivencia del injerto no

censurada mostré los siguientes factores de riesgo de pérdida de injerto: RA celular excluyendo

el bordeline y la creatinina sérica a los 12 meses (Tabla 7). En concreto el RA celular y la

funcién renal confieren 4 y 2 veces mds riesgo de pérdida del injerto, respectivamente.

Tabla 7. Modelo multivariante de regresion de Cox para la supervivencia del injerto no

censurado.
I.C. 95%
Variables HR P
Inferior  Superior

Edad del Donante 1,02 0,99 1,04 0,245
Rechazo Humoral 3,29 0,90 12,09 0,072
Creatinina 12 meses 2,01 1,15 3,51 0,015
Retrasplante 1,28 0,41 3,98 0,674
Anticuerpos Pretrasplante 2,53 0,63 10,14 0,191
TIF 1,06 0,98 1,16 0,674
TTO. de Induccién 0,76 0,28 2,02 0,578
Rechazo celular (excluyendo bordeline) 4,37 1,88 10,20 0,001

TIF: tiempo de isquemia fria.

64



El modelo multivariante de regresion de Cox para la supervivencia del injerto censurado
mostrd que el rechazo humoral y la creatinina sérica a los 12 meses como factores de riesgo de
pérdida del injerto (Tabla 8). Es importante destacar que la presencia de rechazo humoral
confiere 8 veces mds riesgo de pérdida del injerto.

Tabla 8. Modelo multivariante de regresion de Cox para la supervivencia del injerto
censurado.

I1.C. 95 %
Variables HR . .
Inferior Superior
Rechazo Humoral 8,83 1,59 49,11 0,013
Creatinina 12 meses 3,08 1,54 6,17 <0,001
Anticuerpos Pretrasplante 3,06 0,52 17,85 0,215
Rechazo Celular (Excluyendo Bordeline) 2,65 0,69 10,11 0,155
Edad Receptor 0,99 0,95 1,04 0,700

El modelo multivariante parsimonioso de la supervivencia del injerto no censurado
mostré como factores de riesgo la edad del receptor, el rechazo celular excluyendo el bordeline
y la creatinina sérica a los 12 meses (Tabla 9). En términos cuantitativos, por cada afio de la
edad del receptor, se incrementa 3% el riesgo de pérdida del injerto. Asi mismo, por cada
incremento de un punto en la creatinina sérica el riesgo de pérdida del injerto se duplica.

Tabla 9. Modelo multivariante parsimonioso de regresion de Cox para la supervivencia
del injerto no censurado.

I.C. 95 %
Variables HR . . P
Inferior Superior
Edad del Receptor 1,03 1,00 1,06 0,027
Rechazo Celular (Excluyendo Bordeline) 5,37 2,41 11,96 <0,001
Creatinina 12 meses 2,08 1,22 3,55 0,007

El modelo multivariante parsimonioso para la supervivencia del injerto censurado
mostrd que la creatinina sérica al afio y el rechazo humoral fueron los factores de riesgo de
pérdida del injerto, confirmando lo mencionado anteriormente (Tabla 10).

Tabla 10. Modelo multivariante parsimonioso de regresion de Cox para la supervivencia
del injerto censurado.

1.C. 95 %
Variables HR . . P
Inferior Superior
Rechazo Humoral 7,13 2,03 25,01 0,002
Creatinina 12 meses 3,44 1,71 6,90 <0,001
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S. SUPERVIVENCIA DEL PACIENTE

a. Causa de muerte del paciente.

Durante el periodo de seguimiento fallecieron 25 pacientes (4,2%). Las causas de éxitus
mas frecuente fueron la tumoral (32%), seguida de la infecciosa (24%) y cardiovascular (20%).

En 3 pacientes (12%) no se determind la causa de la muerte (Fig. 31).

B Cardiovascular
B Tumoral
BInfecciosa

B Hepatopatia
BO0tras

ODesconocida

Figura 31. Causa de muerte de los pacientes.
No se observaron diferencias significativas (p=0,229) en los distintos tipos de
trasplantes en cuanto a las causas de éxitus. No obstante, destacar que ninguno de los pacientes

de donante vivo fallecié y en R-P hubo dos éxitus por infeccion y causa no determinada.



b. Supervivencia global del paciente.
La supervivencia global de pacientes fue del 98,2% al afio, 96,5% a los tres afios y

92,8% a los 6 anos (Fig. 32).

N° en Riesgo 541 471 340 234 135 51

Figura 32. Supervivencia global del paciente con I.C. 95%.
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c. Supervivencia del paciente en funcion del tipo de trasplante.

La supervivencia del paciente no mostrd diferencias significativas (p=0,394) entre los
distintos tipos de TR. En receptores de un TR de donante cadaver fue del 98,1% al afio, 96,2%
al tercer afio y 91,8% al sexto afio. Los pacientes que recibieron un TR de donante vivo la
supervivencia del paciente fue del 100% durante el periodo de seguimiento y la de los pacientes

de R-P del 98% al primer afio y del 96,1% a partir del primer afio (Fig. 33).

TR Cadaver —
TR Vivo B —
TR Rinén-Péancreas

N° en Riesgo

TR Cadéver 456 395 278 194 109 39
TR Vivo 35 29 25 12 4 2
TR Rifién-Pancreas 50 47 39 27 20 9

Figura 33. Supervivencia del paciente segun tipo de trasplante (log-rank: 1,861; p=0,394).
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d. Factores de riesgo asociados a la supervivencia del paciente.

El andlisis univariante de regresion de Cox para la supervivencia del paciente mostro
como factores de riegos para la muerte del paciente: la edad del donante, la edad del receptor y

el TLE (Tabla 11).

Tabla 11. Modelo univariante de regresion de Cox para la supervivencia del paciente.

I.C. 95%
Variables HR P
Inferior  Superior
Edad del donante 1,05 1,02 1,08 0,003
Edad del receptor 1,07 1,03 1,11 <0,001
Sexo del Donante 0,75 0,34 1,63 0,461
Sexo del Receptor 1,88 0,75 4,70 0,179
Retrasplante 0,51 1,12 2,18 0,365
TIF 1,05 0,96 1,14 0,319
FRI 1,45 0,64 3,27 0,369
TTO. de Induccién 1,29 0,44 3,77 0,648
TLE 1,01 1,00 1,02 0,032
Rechazo Celular 1,45 0,61 3,47 0,404
Rechazo Celular (excluyendo bordeline) 1,84 0,63 5,36 0,264
Rechazo Humoral 0,05 0,00 1118,04 0,553
Anticuerpos Pretrasplante 0,41 0,1 1,75 0,229
PRA>25% 0,86 0,20 3,65 0,836
Creatinina a los 12 meses 1,62 0,69 3,80 0,268

TIF: tiempo de isquemia fria. FRI: funcién retrasada del injerto. TLE: tiempo en lista de espera. PRA:
panel de reactividad de anticuerpos citotdxicos.
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El andlisis multivariante de regresién de Cox, mostré como factores de riesgo asociados

a la supervivencia del paciente la edad del receptor y el TLE (Tabla 12).

Tabla 12. Modelo multivariante de regresion de Cox para la supervivencia del paciente.

I.C. 95 %
Variables HR P
Inferior Superior
Edad del Donante 1,00 0,96 1,05 0,845
Edad del Receptor 1,07 1,01 1,13 0,013
TLE 1,01 1,00 1,02 0,020

TLE: tiempo en lista de espera.

El andlisis multivariante parsimonioso de regresién de Cox, mostré como factores de
riesgo de la supervivencia del paciente: la edad del receptor y el TLE, aumentando el riesgo un
7% por afio de edad y un 1% por mes en tiempo en lista de espera, respectivamente (Tabla 13).

Tabla 13. Analisis multivariante parsimonioso de factores de riesgos asociados a la
supervivencia del paciente.

1.C. 95 %
Variables HR P
Inferior Superior
Edad del Receptor 1,07 1,03 1,11 <0,001
TLE 1,01 1,00 1,02 0,019

TLE: tiempo en lista de espera.
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ESTUDIO DE LOS ANTICUERPOS ANTI-HLA

De los 591 enfermos estudiados, 111 (18,8%) tenian anticuerpos anti-HLA
pretrasplante, 21 (3,6%) formaron anticuerpos de novo no DSA y 51 (8,6%) DSA de novo

postrasplante (Fig. 25).

1. ANTICUERPOS anti-HLA PREFORMADOS NO DSA

No se observaron diferencias significativas en las caracteristicas demograficas de los

donantes entre los pacientes con o sin anticuerpos anti-HLA preformados no DSA (Tabla 14).

Tabla 14. Datos demograficos del donante en pacientes con o sin anticuerpos anti-HLA
preformados no DSA

Anticuerpos anti- No Anticuerpos
HLA no DSA anti-HLA
pretrasplante pretrasplante p
n=111 n=480

Edad del Donante (afios) 52,9+13,7 50,4+16,7 0,101
Sexo (H) % 56,8 53,9 0,581
IMC (Kg/m®) 26,9+3.9 26,6+4,2 0,454
Causa de Exitus (%)

ACV 66,7 63,1

TCE 17,1 20,0 0,563

Otras 8,1 11,0

Vivo 8,1 5,8
Grupo Sanguineo (%):

A 51,4 39,8

B 6,3 9,0 0,121

AB 1,8 42

0 40,5 47,1
Serologia Viral (%)

CMV 65,8 68,3 0,429

VHC 1,8 0,6 0,129
Cormobilidad (%)

HTA 32,7 30,2 0,603

Diabetes 16,4 12,2 0,236

HTA + Diabetes 10,9 8,4 0,401

H: hombre. IMC: indice de masa corporal. ACV: accidente cerebrovascular. TCE: traumatismo
craneoencefélico. CMV: citomegalovirus. HTA: hipertension arterial.
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Las variables significativas que diferencian demogréfica y clinicamente a estas dos
poblaciones fueron: un mayor porcentaje de mujeres, de retrasplantados, de TLE y de serologia
viral positiva para CMV y VHC en la subpoblacién con anticuerpos anti-HLA preformados;
todas ellas variables ligadas a la actividad del SI. Ademds, estos receptores tuvieron una mayor
incidencia de FRI (Tabla 15, pagina 73) y prevalencia de RA celular y humoral y de formacion
de DSA de novo (Tabla 16).

Tabla 16. Incidencia de rechazo agudo celular, humoral y formacion de DSA segin la
ausencia o presencia de anticuerpos anti-HLA no DSA preformados.

Anticuerpos anti- No Anticuerpos
HLA no DSA anti-HLA p
pretrasplante pretrasplante
n=111 n=480
Rechazo Agudo Celular (%) 31,5 18,1 0,002
Rechazo Agudo Celular Excluyendo
11,7 8,3 0,262

Bordeline (%)
Rechazo Humoral (%) 14,0 1,0 <0,001
DSA (%) 33,3 2,9 <0,001

DSA: Anticuerpo donante especifico.
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Tabla 15. Datos demograficos de pacientes que desarrollaron anticuerpos anti-HLA
preformados no DSA frente a los que no desarrollan anticuerpos pretrasplante.

Anticuerpos No Anticuerpos
anti-HLA no DSA anti-HLA
pretrasplante pretrasplante P
n=111 n=480

Edad del Receptor (afios) 49,6+14,2 50,2+13,7 0,650
Sexo (M) (%) 56,8 31,9 <0,001
Raza (%)

Caucasico 95,5 91,2

Negra 0,9 1,0 0,357

Magrebi 3,6 5,6

Otras 0,0 2,1
IMC(Kg/mZ) 25,5+4.9 25,8+4,1 0,485
Enfermedad de Base (%)

Glomerular 25,5 20,3

PQR 10,9 16,5

Intersticial 12,7 8,2

Diabetes 6,4 20,3 <0,001

Nefroangioesclerosis 4,5 6,9

No Filiadas 23,6 18,0

Otras 6,4 6,9

Familiar 10,0 2,9
TLE (meses) 58,0+45,2 30,8+26,2 <0,001
Tipo de Didlisis (%)

HD 91,9 80,2

HD-CAPD - 0,6

CAPD 5,4 10,0 0,061

CAPD-HD 0,9 2,7

Predialisis 1,8 6,5
Retrasplante (%) 53,2 4,8 <0,001
FRI (%) 48,5 30,7 0,001
TIF (horas) 14,2455 14,4449 0,804
TSV (min) 35,7+9,7 36,5+9,8 0,457
Serologia Viral (%)

CMV 89,8 83,8 0,023

VHB 0,9 0,6 0,754

VHC 7,3 1,7 0,004
Cormobilidad (%)

HTA 55,7 70,8 0,003

Diabetes 12,6 21,9 0,028

HTA+Diabetes 9,9 16,9 0,067

Dislipemia 41,2 50,4 0,105

M: mujer. IMC: indice de masa corporal. PQR: poliquistosis renal del adulto. TLE: tiempo en
lista de espera. HD: hemodidlisis. CAPD: didlisis peritoneal ambulatoria continua. FRI: funcién
retrasada del injerto. TIF: tiempo de isquemia fria. TSV: tiempo de sutura vascular. CMV:
citomegalovirus. VHB: virus hepatitis B. VHC: virus hepatitis C. HTA: hipertension arterial.
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2. DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS DE DONANTES Y RECEPTORES

QUE DESARROLLAN DSA

No hubo diferencias significativas en los datos demogréificos del donante entre

pacientes que formaron DSA, los que presentaron anticuerpos anti-HLA no DSA y los que no

presentaron anticuerpos anti-HLA, salvo en la edad del donante (Tabla 17).

Tabla 17. Datos demograficos del donante en pacientes que desarrollaron DSA,

anticuerpos anti-HLA no DSA y aquellos que no formaron anticuerpos.

. No
Anti-HLA-DSA Antli)};LAA no Anticuerpos
(n=51) (n=79) anti-HLA
(n=461)

Edad del Donante (afios) 46,3+14,7 55,4+14,1 50,3+16,6 0,026
Sexo (H) % 54,9 54,4 54,3 0,997
IMC (Kg/mz) 26,944 26,7+3,3 26,6+4,2 0,903
Causa de Exitus (%)

ACV 66,7 65,8 63,1

TCE 17,6 19,0 19,7 0,914

Otras 7,8 7,6 11,3

Vivo 7,8 7,6 5,9
Grupo Sanguineo (%):

A 56,9 46,8 41,0

B 9,8 7,6 8,2 0,390

AB 2,5 4,6

0 33,3 43,0 46,3
Serologia Viral (%)

CMV 60,8 70,9 68,1 0,216

VHC 7,8 5,1 1,8 0,616
Cormobilidad (%)

HTA 32,7 38,0 29,2 0,280

Diabetes 12,2 12,7 13,1 0,983

HTA + Diabetes 10,2 114 8,3 0,628

H: hombre. IMC: indice de masa corporal. ACV: accidente cerebrovascular. TCE: traumatismo

craneoencefélico. CMV: citomegalovirus. HTA: hipertension arterial.

Los datos demogréficos y clinicos de los pacientes que presentaron DSA, anticuerpos

anti-HLA no DSA y que no tuvieron anticuerpos en su evolucién, mostraron diferencias

significativas en el sexo-hombre, IMC, TLE, retrasplante, FRI y VHC (Tabla 18).
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Tabla 18. Datos demograficos de pacientes que desarrollaron DSA, anticuerpos anti-HLA
no DSA y aquellos que no formaron anticuerpos.

. No
Anti-HLA-DsA  AMFHLA o icuerpos
(n=51) 1o zsgA anti-HLA
0=79) (n=461)

Edad del Receptor (afios) 46,8+13,6 52,7+13,9 50,0+13,7 0,055
Sexo (H) (%) 52,9 45,6 67,7 <0,001
Raza (%)

Caucasico 94,1 94,9 91,3

Negra 2,0 1,3 0,9 0,755

Magrebi 3,9 2,6 5.9

Otras - 1,3 2,0
IMC(Kg/mZ) 24,62+3,98 26,37+4,77 25,83+4,11 0,038
Enfermedad de Base (%)

Glomerular 36,0 15,2 20,7

PQR 8,1 10,1 17,2

Intersticial 12,0 12,7 8,1

Diabetes 12,0 8,9 19,8 0,001

Nefroangioesclerosis 4,0 6,3 6,8

No Filiadas 12,0 30,4 17,9

Otras 10,0 6,3 6,5

Familiar 6,0 10,1 3,1
TLE (meses) 56,2+54.8 51,6£36,5 31,0£26,1 <0,001
Tipo de Didlisis (%)

HD 90,2 87,3 80,7

HD-CAPD - - 0,7

CAPD 5,9 7,6 9,8 0,390

CAPD-HD 3,9 2,5 2,2

Predialisis - 2,5 6,7
Retrasplante (%) 49,0 43,0 5,0 <0,001
FRI (%) 54,2 39,7 30,7 0,003
TIF (horas) 14,6+5,1 14,0+5,2 14,4+5,0 0,752
TSV (min) 36,4+11,9 36,1£9,0 36,4+9,6 0,973
Serologia Viral (%)

CMV 88,2 89,6 83,7 0,663

VHB - 2,5 0,4 0,258

VHC 7,8 5,1 1,8 <0,001
Cormobilidad (%)

HTA 58,3 62,3 70,0 0,134

Diabetes 15,7 15,2 21,5 0,305

HTA+Diabetes 9,8 10,1 17,2 0,138

Dislipemia 42,9 50,7 48,9 0,706

H: hombre. IMC: indice de masa corporal. PQR: poliquistosis renal del adulto. TLE: tiempo en
lista de espera. HD: hemodidlisis. CAPD: didlisis peritoneal ambulatoria continua. FRI: funcién
retrasada del injerto. TIF: tiempo de isquemia fria. TSV: tiempo de sutura vascular. CMV:
citomegalovirus. VHB: virus hepatitis B. VHC: virus hepatitis C. HTA: hipertension arterial.
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3.  INMUNOSUPRESION

En los grupos de pacientes con DSA, anticuerpos anti-HLA no DSA y aquellos con
ausencia de anticuerpos, no hubo diferencia en el tratamiento inmunosupresor base, pero si en la
induccién, conversién a un farmaco anti-mTOR y en la retirada de esteroides. En estos dos
ultimos casos, el cambio de inmunosupresion se hizo en pacientes seleccionados (Tabla 19).

Tabla 19. Inmunosupresion en pacientes que desarrollaron DSA, anticuerpos anti-HLA no
DSA y aquellos con ausencia de anticuerpos.

No
Anti-HLA no
Anti-HLA-DSA Anticuerpos
DSA p
(n=51) anti-HLA
(n=79)
(n=461)
Tratamiento Inmunosupresor (%)
e TaC+MMF+P 98,0 98,7 98,0
0,183
e CsA+MMF+P - - 1,5
o Otros 2,0 1,3 0.4
Tratamiento de Induccién (%)
e Basiliximab 32,0 49,4 54,3
<0,001
e Timoglobulina 58,0 43,0 23,6
e No Induccién 10,0 7,6 22,1
Retirada de Esteroides (%) 3,9 15,2 18,3 0,031
Conversiéon mTOR (%) 15,7 16,5 7,6 0,013
Reconversion Anticalcineurinicos
37,5 15,4 12,8 0,231

(%)

TaC: tacrélimus. MMF: micofenolato mofetilo. P: prednisona. SRL: sir6limus. EVE:
everolimus.
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4. INCIDENCIA DE RECHAZO CELULAR SEGUN LA AUSENCIA O
FORMACION DE ANTICUERPOS ANTI-HLA DSA O NO DSA

POSTRASPLANTE

Los pacientes que forman DSA presentaron una incidencia de RA celular (con o sin la
inclusién de los episodios bordeline) significativamente mayor que aquellos que forman
anticuerpos anti-HLA no DSA y los que no los formaron (Tabla 20).

Tabla 20. Incidencia de rechazo agudo celular agrupada segin la ausencia o formacién de
anticuerpos anti-HLA DSA o no DSA postrasplante.

No
Anti-HLA- Anti-HLA
Anticuerpos
DSA no DSA p
(n=51) (n=79) anti-HLA
n= n=
(n=461)
Rechazo Agudo Celular (%) 54,9 21,5 16,7 <0,001
Rechazo Agudo Celular
25,5 7,6 7.4 <0,001

(Excluyendo Bordeline) (%)

S. INCIDENCIA DE DSA ANTI-HLA

De los 591 receptores de un TR de donante caddver (n=502), vivo (n=37) y R-P (n=52);
51 (8,6%) formaron DSA anti-HLA de clase I (A o B) o de clase II (DR o DQ) durante el
periodo de estidio. La incidencia fue: 25,5% a los tres meses, 41,2% al afio, 17,7% a los dos
afios, 17,6% a los tres afios, 13,7% a los cuatro afos, 7,8% a los cinco afios y 2,0% a los seis

afos (Fig. 34).
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Figura 34. Tiempo de aparicion postrasplante de los DSA anti-HLA.

6. CLASE DE DSA ANTI-HLA

Los DSA anti-HLA m4s frecuente fueron los de clase II (70,6%); y de ellos, el DQ2 en
8 pacientes y el DR13 en 9. Los pacientes que presentaron DSA anti-HLA de clase I (43,1%), el

mas frecuente fue el Al en 3 pacientes y en el locus B, hay una mayor dispersion (Tabla 21).

Tabla 21. Tipos de DSA anti-HLA.

Anticuerpos Donante Especificos Anti-HLA

CLASE I CLASEII
TIPO A TIPO B TIPO DQ TIPO DR
Al 3 B7 1 DQ2 8 DR4 2
A2 2 B8 2 DQ4 2 DR7 2
A3 1 B18 2 DQ5 6 DRS 2
All 1 B27 1 DQ6 5 DR10 1
A26 1 B35 1 DQ7 2 DR11 2
A29 1 B44 2 DQ8 3 DR13 9
A30 2 B47 1 DQ9 1 DR14 1
A33 1 B50 1
A68 1 B51 1
B52 1
B56 1
B60 1
B61 1
B65 1
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7. RELACION DSA Y RECHAZO HUMORAL

De los 51 enfermos que formaron DSA, 21 (41,2%) tuvieron un rechazo humoral (19

agudo y 2 crénicos) (Fig. 35). Todos diagnosticados mediante biopsia renal siguiendo los

criterios establecidos por la clasificacion de Banff de 2013 (Anexo B).
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Figura 35. Porcentaje de pacientes con DSA que desarrollaron o no un rechazo humoral.

De los 30 pacientes (58,8%) que no presentaron rechazo humoral, 19 (63,3%)

mantuvieron positivos los DSA durante el periodo de estudio y 11 (36,7%) los negativizaron.

De los 21 pacientes (41,2%) con rechazo humoral, 14 (66,6%) mantuvieron los DSA y 7

(33,4%) los negativizaron (p=0,546). De estos 21 pacientes, 7 (33,3%) perdieron el injerto y de

los 14 restantes que no pierden el injerto, en 7 (54,5%) se negativizaron los DSA (MFI), en 4

(23,0%) se mantuvieron y en 3 (18,0%) aument6 el MFI (Fig. 36).
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Figura 36. Evolucién de los DSA anti-HLA.

De los pacientes con RA humoral que fijaron Clq, s6lo uno negativizé los DSA. Los
dos casos de GT, ninguno negativiza los DSA aunque estos no fijaron el complemento (Tabla
22).

Tabla 22. Negativizacion de los DSA en funcién del rechazo humoral.

Negativizacion de DSA

No Si Total
No Rechazo Humoral 19 (63,3%) 11 (36,7%) 30
Rechazo Humoral 14 (66,6%) 7 (33,4%) 21
Total 33(64,7%) 18 (35,3%) 51
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8. EXPANSION DE ANTICUERPOS ANTI-HLA

Acorde al % del PRA virtual, en el periodo postrasplante, se produjo un incremento
progresivo de la formacién de anticuerpos anti-HLA, tanto en los pacientes que previamente los
tenian como en los que formaron anticuerpos de novo; aunque en estos, en menor proporcion
(Fig. 37).
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Figura 37. Evolucién en el tiempo de los anticuerpos anti-HLA de novo no DSA.

El anélisis de medidas repetidas muestra que durante los tres primeros afios se produce
un incremento progresivo y significativo de la formacién de anticuerpos anti-HLA en toda la
poblacién estudiada (p<0,001; Tabla 23), en aquellos que previamente tenian anticuerpos anti-

HLA (p<0,001; Tabla 24) y en los que formaron DSA (p=0,025; Tabla 25).
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Tabla 23. Evolucion del PRA (%) durante los 3 primeros afios post-trasplante en la
poblacion estudiada.

PRA (%)
Media Desviacion Tipica
(n=307)
Pre TR 3,5 13,3
3 Meses 3,77 13,1
6 Meses 4,0 13,7
12 Meses 4.4 15,2
24 Meses 6,0 19,2
36 Meses 8.4 23,9

ANOVA de medidas repetidas p<0,001.

Tabla 24. Evolucion del PRA (%) durante los 3 primeros aifios postrasplantes en pacientes
que presentaron PRA positivo previo al trasplante

PRA (%)
Media Desviacion tipica
(n=31)
Pre TR 34,7 26,1
6 Meses 36,4 26,3
12 Meses 35,1 26,4
24 Meses 53,6 28,3
36 Meses 66,7 31,2

ANOVA de medidas repetidas p<0,001.

Tabla 25. Evolucion del PRA (%) durante los 3 primeros afios postrasplante en pacientes
que presentaron DSA de novo.

PRA (%) Media Desv. tip.

(n=23)

Pre TR 30,0 31,0

3 Meses 282 28,7

6 Meses 324 29,7
12 Meses 37,3 30,4
24 Meses 452 36,4
36 Meses 60,6 32,6

ANOVA de medidas repetidas p=0,025.

En este dltimo grupo hubo pacientes que tenian un PRA virtual positivo previo al TR por

anticuerpos no DSA.
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9. SUPERVIVENCIA DEL INJERTO NO CENSURADA

No se observaron diferencias significativas en la supervivencia del injerto de los 51
pacientes que presentaron DSA y los 540 que no desarrollaron DSA (p=0,167). La
supervivencia del injerto no censurada para los pacientes que presentaron DSA fue del 94,1% al
afio, 88,7% al tercer afio y 82,2% al sexto afio; y en los pacientes sin DSA del 91,3% al primer

afo, 88,3% al tercer afio y 81,8% al sexto afio (Fig. 38).

DSA —
*No DSA =
N° en Riesgo
DSA 48 44 31 17 10 2
No DSA 493 426 309 216 125 48

*No DSA: en este grupo se incluyen aquellos pacientes que nunca presentaron anticuerpos anti-
HLA o presentaron anticuerpos anti-HLA no DSA durante el postrasplante.

Figura 38. Supervivencia del injerto no censurada en funcién de la aparicién de DSA (log-rank:
0,000; p=0,982).

Tampoco hubo diferencias cuando se compard la supervivencia del injerto en pacientes

con anticuerpos anti-HLA no DSA con los que formaron DSA (p=0,069), aunque en este caso

83



hubo una tendencia. En los primeros, la supervivencia del injerto fue del 98,7% al primer afio,

98,7% al tercer afio y 90,2% a los seis afos; y en los que presentaron anticuerpos anti-HLA

DSA del 94,1% al primer afio, 87,7% al tercer ailo y 82,2% a los seis afios (Fig. 39).

Anti-HLA DSA ——
Anti-HLA no DSA =

N° en Riesgo
Anti-HLA DSA 48 44 31 17 10 2
Anti-HLA no DSA 78 69 48 35 15 2

Figura 39. Supervivencia del injerto no censurada en pacientes con anticuerpos anti-HLA y con
DSA (log-rank: 3,305; p=0,069).

Pero si hubo diferencias significativas cuando se compararon entre si los pacientes con
DSA que habfan desarrollado rechazo humoral con los que no lo tuvieron (p<0,001). En este
caso, la supervivencia del injerto para los pacientes que no tuvieron rechazo humoral fue del
100% a los seis anos y en aquellos con rechazo humoral, del 85,7% al primer afio, 68,5% al

tercer aflo y 57,1% al sexto afio (Fig. 40).
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Rechazo Humoral —

No Rechazo Humoral ==

Figura 40. Supervivencia del injerto no censurada en pacientes que presentaron DSA en funcién
del rechazo humoral (log-rank: 12,141; p<0,001).
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10. SUPERVIVENCIA DEL INJERTO CENSURADA

No hubo diferencias significativas (p=0,274) en la supervivencia del injerto en los
pacientes que presentaron DSA y los que no (pacientes que no presentaron anticuerpos anti-
HLA o presentaron anticuerpos anti-HLA no DSA durante el postrasplante). La supervivencia
del injerto en los que no presentaron DSA fue del 93,1% al primer afio, 91,7% al tercer afio y
88,9% al sexto afio postrasplante; y para los que si desarrollaron DSA del 94,1% al afio, 87,7%

al tercer afio y 82,2% al sexto afio (Fig. 41).

DSA e
*No DSA =
N° en Riesgo
DSA 48 44 31 17 10 2
No DSA 493 426 309 216 125 48

*No DSA: en este grupo se incluyen aquellos pacientes que nunca presentaron anticuerpos anti-
HLA o presentaron anticuerpos anti-HLA no DSA durante el postrasplante.

Figura 41. Supervivencia del injerto censurada en funcién de la aparicién o no de DSA (log-
rank: 1,194; p=0,274).
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Pero si hubo diferencia significativa en la supervivencia de injertos censurada entre
pacientes con anticuerpos anti-HLA no DSA y los que formaron DSA (p=0,034). En los
primeros la supervivencia del injerto fue del 98,7% al primer afio, 98,7% al tercer afio y 92,5% a
los seis afos; y en aquellos con anticuerpos anti-HLA DSA del 94,1% al primer afio, 87,7% al

tercer aflo y 82,2% a los seis afios (Fig. 42).

Anti-HLA DSA ——
Anti-HLA no DSA =

N° en Riesgo
Anti-HLA DSA 48 44 31 17 10 2
Anti-HLA no DSA 78 69 48 35 15 2

Figura 42. Supervivencia censurada del injerto entre pacientes que formaron con anticuerpos
anti-HLA no DSA y con DSA (log-rank: 4,472; p=0,034).

También, la hubo cuando se comparan la supervivencia del injerto entre los pacientes
que formaron DSA y no desarrollan rechazo humoral con los que si hacen rechazo humoral
(p<0,001). La supervivencia de los que no presentaron rechazo fue del 100% a los seis afios y
la de los que si presentaron rechazo humoral del 85,7% al primer afio, 68,5% al tercer afio y

57,1% al sexto afio (Fig. 43).
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Rechazo Humoral —

No Rechazo Humoral =

Figura 43. Supervivencia del injerto censurada en pacientes que presentaron DSA en funcién del
rechazo humoral (log-rank: 12,141; p<0,001).
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11. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES QUE DESARROLLARON DSA
DURANTE EL SEGUIMIENTO EN FUNCION DEL RECHAZO HUMORAL

De los 51 pacientes (8,6%) que formaron DSA, 21 tuvieron rechazo humoral. No hubo
diferencias significativas en los datos demograficos y clinicos de donantes y receptores en

pacientes que formaron DSA y presentaron o no rechazo humoral (Tablas 26 y 27).

Tabla 26. Datos demograficos y clinicos de los donantes de pacientes que formaron DSA
segun tuvieran o no rechazo humoral.

No Rechazo Humoral Rechazo Humoral
(n=30) (n=21)
Edad del Donante (afios) 51,0+13,8 46,9+15,8 0,343
Sexo (H) % 50,0 61,9 0,400
IMC (Kg/mz) 26,8+4,7 26,9440 0,630
Causa de Exitus (%)
ACV 73,3 57,1
TCE 16,7 19,0 0,468
Otras 6,7 9,5
Vivo 3,3 14,3
Grupo Sanguineo (%):
A 36,7 333 0.666
B 56,7 52,4
0 6,7 14,3
Serologia Viral (%)
CMV 70,0 47,6 0,118
VHC - -
Cormobilidad (%)
HTA 36,7 26,3 0,452
Diabetes 10,0 15,8 0,547
HTA + Diabetes 10,0 10,5 0,953

H: hombre. IMC: indice de masa corporal. ACV: accidente cerebro-vascular. TCE: traumatismo
craneoencefélico. CMV: citomegalovirus. HT A: hipertension arterial.
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Tabla 27. Datos demograficos y clinicos de pacientes que formaron DSA tuvieran o no

rechazo humoral.

No Rechazo Rechazo
Humoral Humoral P
(n=30) (n=21)

Edad del Receptor (afios) 47,10+13,17 46,38+14,47 0,962
Sexo (H) (%) 50,0 57,1 0,615
Raza (%)

Caucasico 90,0 100,0 0.328

Negra 33 -

Magrebi 6,7 -
IMC(Kg/mZ) 23,87+3,63 25,16+40,40 0,396
Enfermedad de Base (%)

Glomerular 48,3 19,0

PQR 10,3 4.8

Intersticial 3,4 23,8

Diabetes 6,9 19,0 0,010

Nefroangioesclerosis - 9,5

No Filiadas 17,2 4,8

Otras 13,8 4.8

Familiar - 14,3
TLE (meses) 47,10+41,50 69,14+68,58 0,427
Tipo de Didlisis (%)

Hemodialisis 93,3 85,7

HD-CAPD - -

CAPD 3.3 9,5 0622

CAPD-HD 3,3 4,8

Prediélisis - -
Retrasplante (%) 53,3 42,9 0,461
FRI (%) 58,6 47,4 0,444
TIF (horas) 15,20+4,63 13,7045,64 0,347
TSV (min) 37,21+14,47 35,29+7,39 0,655
Serologia Viral (%)

CMV 83,3 95,2 0,194

VHB - - -

VHC 10,0 4,8 0,362
Cormobilidad (%)

HTA 53,6 65,0 0,428

Diabetes 6,7 28,6 0,034

HTA-+Diabetes 6,7 14,3 0,368

Dislipemia 38,5 50,0 0,463

H: hombre. IMC: indice de masa corporal. PQR: poliquistosis renal del adulto. TLE: tiempo en
lista de espera. HD: hemodialisis. CAPD: didlisis peritoneal ambulatoria continua. FRI: funcién
retrasada del injerto. TIF: tiempo de isquemia fria. TSV: tiempo de sutura vascular. CMV:
citomegalovirus. VHB: virus hepatitis B. VHC: virus hepatitis C. HT A: hipertension arterial.
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Tampoco hubo diferencias significativas en el tratamiento inmunosupresor en los
pacientes que formaron DSA y presentaran o no rechazo humoral (Tabla 28).

Tabla 28. Tratamiento inmunosupresor en pacientes que formaron DSA y tuvieron o no
rechazo humoral.

No Rechazo Humoral Rechazo Humoral

(n=30) (n=21)
Tratamiento Inmunosupresor (%)
TaC+MMF+P 96,6 100,0
CsA+MMF+P - - 0,390
Otros 34 -
Tratamiento de Induccién (%)
B.as111x1mab. 31,0 33,0 0.574
Timoglobulina 55,2 61,9
No Induccién 13,8 4,8
Retirada de Esteroides (%) - 9,5 0,085
Conversiéon mTOR (%)
e SRL+MMF+P 80,0 100,0
e EVE+MMF+P - - 0,408
e TaC+SRL+P - -
e TaC+EVE+P 20,0 -
Reconversion Anticalcineurinicos (%) 40,0 33,3 0,850

TaC: tacrolimus. MMF: micofenolato mofetilo. P: prednisona. SRL: sir6limus. EVE:
everolimus.

Tampoco la habia en los datos inmunoldgicos entre ambos grupos, salvo una mayor
incidencia de RA celular, un menor tiempo de apariciéon de DSA postrasplante y una mayor

fijacion de Clq en los que tuvieron rechazo humoral (Tabla 29).

Tabla 29. Datos inmunolégicos de pacientes que formaron DSA y tuvieron o no rechazo
humoral.

No Rechazo Rechazo
Humoral Humoral P
(n=30) (n=21)

Ultimo PRA Virtual (%) 23,3277 34,1+£35,2 0,457
Maximo PRA Virtual (%) 30,4+30,8 41,7£39,6 0,422
Anticuerpos Anti-HLA Pre-Tx (%) 70,0 76,2 0,626
Tiempo apariciéon DSA anti-HLA (meses) 27,9+19,3 12,4+14,1 0,005
DSA Anti HLA Clase I (%) 43,3 42,9 0,973
DSA Anti HLA Clase II (%) 70 71,4 0,912
Activacién de C1q DSA anti HLA (%) 13,3 38,1 0,040
Ultimo CDC (%) 10,3+£20,2 14,4+24.8 0,938
Maximo CDC (%) 23,24325 31,6+36,9 0,992
Rechazo Agudo Celular (%) 33,3 85,7 <0,001
Rechazo Agudo Celular Excluyendo

Bordeline (%) 6,7 52,4 <0,001
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12.  SUPERVIVENCIA DEL PACIENTE

No se observaron diferencias significativas (p=0,122) en la supervivencia del paciente
entre los pacientes con y sin DSA. La supervivencia del paciente en el grupo DSA fue del
100% y en el que no presentaron DSA del 98,0% en el primer afio, del 96,1% al tercer afio y del

92,2% al sexto afio del trasplante (Fig. 44).

DSA e

*No DSA =
N° en Riesgo
DSA 48 44 31 17 10 2
No DSA 493 426 309 216 125 48

*No DSA: en este grupo se incluyen aquellos pacientes que nunca presentaron anticuerpos anti-
HLA o presentaron anticuerpos anti-HLA no DSA durante el postrasplante.

Figura 44. Supervivencia del paciente en funcién de la aparicion de DSA (log-rank: 2,394;
p=0,122).

La supervivencia de los pacientes que presentaron DSA en funcién del rechazo humoral

o no, fueron del 100% en ambos grupos.
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13. FIJACION DE Clq

Los pacientes con DSA que fijan la fracciéon Clq del complemento tuvieron un mayor
riesgo de rechazo humoral (p=0,040) y de pérdida de injerto (p=0,024) que los pacientes que no
lo fijaron. En los que fijan la fraccién Clq del complemento, el 66,7% tuvieron rechazo
humoral, mientras los que no lo fijan el porcentaje desciende al 33,3%. La pérdida del injerto en
los primeros fue del 33,3% y del 7,7% en los que no fijaron C1q (Tabla 30).

Tabla 30. Efecto de los DSA sobre el Clqy el riesgo de rechazo humoral y de pérdida del
injerto.

Activan Clq (n=12) No Activa Clq (n=39) p
Rechazo Humoral (%) 66,7 (8) 33,3 (13) 0,040
Pérdida de Injerto (%) 33,3 (4) 7,7(3) 0,024

La supervivencia de injertos no censurada y censurada, entre pacientes con DSA que
fijaron o no C1q mostré diferencias significativas (p=0,017). La supervivencia del injerto en
aquellos pacientes con DSA que no fijaron el Clq fue del 97,4% al afio, 94,4% al tercer afo y
87,6% al sexto afio de evolucién postrasplante. Mientras que, en aquellos que si fijaron la
fracciéon Clq del complemento fue de 83,3% al afio y del 66,7% a partir del tercer afio

postrasplante (Fig. 45).
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DSACIlQ-
DSA Clgt ==

N° en Riesgo
DSA Clq - 38 34 25 15 8 2
DSA Clq + 10 9 6 2 2 0

Figura 45. Supervivencia de injertos en pacientes que desarrollan DSA que no fijan o fijan la
fraccidon Clq del sistema del complemento (log-rank: 5,746; p=0,017).
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14. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA APARICION DE DSA
El andlisis univariante realizado a través de la regresion logistica, mostré como factores
de riesgo de aparicion de DSA: el retrasplante, FRI, TLE, RA celular, RA celular excluyendo

borderline, anticuerpos pretrasplante, PRA>25% y creatinina sérica a los 12 meses (Tabla 31).

Tabla 31. Analisis univariante (regresion logistica) de factores de riesgo de la aparicion de
DSA.

L.C. 95%
Variables OR P
Inferior Superior

Edad Donante 0,99 0,98 1,01 0,465
Edad Receptor 0,98 0,96 1,00 0,074
Sexo Donante 1,02 0,57 1,82 0,941
Sexo Receptor 0,62 0,38 1,12 0,105
Retrasplante 8,15 4,41 15,05 <0,001
TIF 1,01 0,95 1,07 0,747
FRI 2,50 1,38 4,55 0,003
TTO. de Induccién 2,25 0,87 5,79 0,095
TLE 1,02 1,01 1,02 <0,001
Rechazo Celular 5,78 3,19 10,47 <0,001
Rechazo Celular (excluyendo

borderline) 4,28 2,11 8,68 <0,001
Anticuerpos Pretrasplante 16,64 8,58 32,27 <0,001
PRA>25% 10,85 5,71 20,63 <0,001
Creatinina 12 meses 1,71 1,04 2,83 0,035

TIF: tiempo de isquemia fria; FRI: funcién retrasada del injerto; TLE: tiempo en lista en espera; PRA:
panel de reactividad de anticuerpos citotdxicos.

En el modelo de andlisis multivariantes de regresion logistica, los factores asociados a la
formacién de DSA fueron el RA celular, FRI y la presencia de anticuerpos anti-HLA no donante

especificos pretrasplante, aumentando el riesgo 5, 2 y 12 veces, respectivamente (Tabla 32).
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Tabla 32. Analisis multivariante (regresion logistica) de factores de riesgos asociado a la
formacion de DSA.

Variables OR : L.C.95% : P
Inferior Superior
Retrasplante 1,63 0,71 3,70 0,247
FRI 2,05 1,01 4,15 0,046
Anticuerpos Pretrasplante 12,34 5,34 28,50 <0,001
TTO. de Induccién 1,13 0,38 3,39 0,832
Rechazo Celular 5,80 2,82 11,90 <0,001

FRI: funcién retrasada del injerto.

No hubo interaccién entre anticuerpos pretrasplante y la condicién de retrasplante,
aunque es posible que existiera colinealidad. Cuando estratificamos los pacientes con y sin
retrasplante, se observé como factor de riesgo de la formacién de DSA los anticuerpos
pretrasplante. No sucedié lo mismo cuando estratificamos los pacientes con y sin anticuerpos
pretrasplante, en donde el retrasplante no fue un factor de riesgo asociado a la aparicién de
DSA. Por tanto, cuando no incluimos en el modelo los anticuerpos pretrasplante, los factores
asociados fueron el retrasplante, la FRI y el RA celular, aumentando el riesgo 5, 2 y 5 veces
respectivamente (Tabla 33).

Tabla 33. Analisis multivariante (regresion logistica) de factores de riesgos de la formacion
de DSA.

Variables OR . L.C.95% . P
Inferior Superior
Retrasplante 5,42 2,62 11,22 <0,001
FRI 2,03 1,05 3,93 0,036
TLE 1,01 1,00 1,01 0,281
TTO. de Induccién 1,81 0,64 5,11 0,259
Rechazo Celular 5,68 2,92 11,03 <0,001

FRI: funcién retrasada del injerto; TLE: tiempo en lista en espera.

Los pacientes con retrasplante (n=82), con anticuerpos citotéxico pretrasplante (n=59)
formaron un porcentaje significativamente mayor de DSA que aquellos sin anticuerpos
citotéxicos pretrasplante (n=23), (37,3% vs 13%, p=0,032). Esto nos lleva a la conclusién de
que el retrasplante fue un factor de riesgo de formacién de DSA, cuando los pacientes fueron
portadores de anticuerpos citotoxicos preformados.

Destacar que los pacientes que formaron DSA tuvieron FRI en un porcentaje

significativamente mayor (54,2% vs 45,8%, p=0,002).
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15. SUPERVIVENCIA DE INJERTOS Y PACIENTES EN ENFERMOS CON Y SIN

RECHAZO (CELULAR O HUMORAL)

a. Supervivencia del injerto no censurada.

Se observaron diferencias significativas (p=0,008) entre los grupos. Los que no
presentaron rechazo tuvieron una supervivencia del injerto no censurada del 91.2% al primer
afio, del 89,6% al tercer ano y del 85,2% al sexto afos postrasplante. El grupo de rechazo
celular tuvo una supervivencia del 94,2% al primer afio, 86,3% al tercer afio y 73,1% al sexto
afio. En el grupo de rechazo humoral la supervivencia fue del 85,7% al primer afo, 68,5% al

tercer aflo y 57,1% al sexto afio (Fig. 46).
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No Rechazo 425 371 264 187 107 42
Rechazo Celular 98 83 65 40 24 5
Rechazo Humoral 18 15 10 6 3 1

Figura 46. Supervivencia del injerto no censurada para el rechazo humoral, rechazo celular y no
rechazo (log-rank: 9,596; p=0,008).
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La comparacién por estratos mostré que las diferencias en la supervivencia del injerto
no censurada estaban entre el grupo del rechazo humoral y el no rechazo (p=0,003). Asi mismo,

hubo una tendencia a la diferencia entre el rechazo humoral y el celular (p=0,063).

b. Supervivencia del injerto censurada.
La supervivencia del injerto censurada para los grupos rechazo humoral, rechazo celular
y no rechazo, mostrd diferencias significativas (p<0,001). La supervivencia del injerto
censurada para el grupo sin RA fue del 93,1% al primer afio, 92,4% al tercer afo y 89,7% al
sexto afio tras el trasplante. Para el grupo del rechazo celular fue del 95,2% al primer afio,
90,8% al tercer afio y 88,9% al sexto afio. La supervivencia del injerto censurada para el grupo

con rechazo humoral fue del 85,7% al primer afio, 68,5% al tercer afio y 57,1% al sexto afio

(Fig. 47).
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Figura 47. Supervivencia del injerto censurada para el rechazo humoral, rechazo celular y no
rechazo (log-rank: 15,671; p<0,001).
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En la supervivencia del injerto censurada existieron diferencias entre el grupo del

rechazo humoral y aquellos que no lo presentaron (p<0,001), y entre rechazo humoral y el

celular (p=0,003).
¢. Supervivencia del paciente.

La supervivencia del paciente no mostrd diferencias significativas (p=0,331) entre los
grupos de rechazo humoral o celular y no rechazo. La supervivencia del paciente en el grupo sin
rechazo fue del 98,0% al primer afio, 96,7% al tercer afio y 94,7% al sexto ano postrasplante.
En los pacientes con rechazo celular del 99,0% al primer afio, 95,0% al tercer afio y 83,6% al

sexto afio y los que tienen rechazo humoral del 100,0% a los seis afios (Fig. 48).
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Figura 48. Supervivencia del paciente para el grupo rechazo humoral, rechazo celular y no
rechazo (log-rank: 2,211; p=0,331).
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d. Factores de riesgos asociados al rechazo humoral.

El andlisis univariante de regresion logistica, mostr6 cdmo factores de riesgos de
rechazo humoral: el retrasplante, el TLE, el rechazo celular, el RA celular excluyendo el
bordeline, los anticuerpos anti-HLA pretrasplante, PRA>25% vy la creatinina sérica a los 12
meses (Tabla 34).

Tabla 34. Analisis univariante (regresion logistica) de factores de riesgo de rechazo
humoral.

I.C. 95%
Variables OR P
Inferior Superior

Edad donante 0,99 0,96 1,01 0,252
Edad receptor 0,98 0,95 1,01 0,209
Sexo donante 1,38 0,56 3,37 0,484
Sexo receptor 0,76 0,32 1,84 0,542
Retrasplante 5,11 2,08 12,54 <0,001
TIF 0,98 0,90 1,06 0,555
FRI 1,79 0,71 4,47 0,216
TTO. de Induccién 4,89 0,65 36,83 0,123
TLE 1,02 1,01 1,03 <0,001
Rechazo celular 26,89 7,78 92,96 <0,001
Rechazo celular (excluyendo

bordeline) 13,83 5,55 34,43 <0,001
Anticuerpos Pretrasplante 16,00 5,72 44,73 <0,001
PRA>25% 11,44 4,63 28,26 <0,001
Creatinina 12 meses 2,81 1,43 5,52 0,003

TIF: tiempo de isquemia fria; FRI: funcién retrasada del injerto; TLE: tiempo de lista en espera; PRA:
panel de reactividad de anticuerpos citotdxicos.

El andlisis de regresion logistica multivariante incluyendo los factores de riesgo dos a
dos, mostré que los factores asociados al desarrollo de rechazo humoral fueron los anticuerpos
pretrasplante, el RA celular, el RA celular excluyendo el bordeline, el TLE y la creatinina sérica

alos 12 meses (Tabla 35).
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Tabla 35. Analisis multivariante (regresion logistica) de factores de riesgos asociados al
rechazo humoral.

Variables OR InferiI(.)S. 9;‘17:)erior ’
Modelo 1.
Anticuerpos Pretrasplante 13,14 4,46 38,72 <0,001
Rechazo Celular 22,67 6,35 80,98 <0,001
Modelo 2.
Anticuerpos Pretrasplante 19,60 6,35 60,50 <0,001
Rechazo Celular (excluyendo Bordeline) 17,92 6,12 52,46 <0,001
Modelo 3.
Anticuerpos Pretrasplante 15,46 491 48,63 <0,001
Retrasplante 1,07 0,38 3,00 0,893
Modelo 4.
Anticuerpos Pretrasplante 11,84 4,03 34,83 <0,001
TLE 1,01 1,00 1,02 0,043
Modelo S.
Anticuerpos Pretrasplante 10,40 2,92 37,04 <0,001
PRA >25% 2,05 0,67 6,32 0,211
Modelo 6.
Anticuerpos Pretrasplante 16,78 5,34 52,80 <0,001
Creatinina 12 meses 2,64 1,24 5,63 0,012

TLE: tiempo de lista en espera; PRA: panel de reactividad de anticuerpos citotdxicos.
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e. Factores de riesgo asociados al rechazo humoral en pacientes con DSA.
En el andlisis univariante los factores de riesgo asociados al rechazo humoral en

pacientes con DSA fueron: el RA celular y la fijacién de C1q (Tabla 36).

Tabla 36. Analisis univariante (regresion logistica) de factores de riesgos de rechazo
humoral en pacientes con DSA.

Variables OR 1.C.95% P
Inferior Superior

Edad Donante 0,98 0,43 1,02 0,325
Edad Receptor 0,99 0,96 1,04 0,851
Sexo Receptor 1,33 0,43 4,10 0,615
Rechazo Celular Agudo 12,00 2,85 50,59 0,001
Retrasplante 0,66 0,21 2,02 0,462
FRI 0,64 0,20 2,04 0,445
TIF 0,94 0,84 1,06 0,309
TLE 1,01 0,99 1,02 0,169
TTO. de Induccién 3,20 0,33 30,94 0,315
Anticuerpo Pretrasplante 1,37 0,38 4,89 0,626
PRA>25% 1,65 0,54 5,09 0,383
Fijacién Clq 4,00 1,01 15,78 0,048
MFI Acumulada

®  MEFI Tercil(1) 0,91 0,202 4,10 0,901

e MFI Tercil (2) 2,57 0,598 11,06 0,204
MFI Méximo

® MFI Tercil (1) 1,56 0,362 6,69 0,553

e MFI Tercil (2) 1,56 0,362 6,69 0,553

TIF: tiempo de isquemia fria; FRI: funcién retrasada del injerto; TLE: tiempo de lista en espera; PRA:
panel de reactividad de anticuerpos citotéxicos; MFI: Intensidad de Fluorescencia Media.

En el multivariante los pacientes con RA celular que han formado DSA tienen 29 veces
m4s riesgo de tener rechazo humoral, mientras que la fijacién del Clq confiere 14 veces més

(Tabla 37).
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Tabla 37. Analisis multivariante (regresion logistica) de factores de riesgos de rechazo
humoral en pacientes con DSA.

I.C. 95%
Variables OR P
Inferior Superior
Rechazo Celular Agudo 29,82 3,49 255,04 0,002
Fijacién Clq 14,66 1,48 145,66 0,022

f. Factores de riesgos asociados a la pérdida de injerto en pacientes con DSA.

De las variables incluidas en el andlisis univariante, la fijaciéon de Clq fue un factor de
riesgo asociado a la pérdida de injerto en los pacientes que desarrollaron DSA (Tabla 38).

Tabla 38. Analisis univariante (regresion logistica) de factores de riesgos de pérdida del
injerto en pacientes con DSA.

Variables OR LG 95% P
Inferior Superior

Edad Donante 1,01 0,96 1,07 0,679
Edad Receptor 1,03 0,75 1,10 0,266
Sexo Receptor 1,22 0,24 6,09 0,811
Rechazo Celular 2,28 0,40 13,05 0,353
Rechazo Celular excluido Bordeline 5,19 0,98 27,45 0,053
Retrasplante 0,37 0,06 2,09 0,257
FRI 0,53 0,08 3,49 0,507
TIF 0,95 0,82 1,09 0,439
TLE 1,00 0,99 1,02 0,918
Anticuerpos Pretrasplante 0,44 0,09 2,30 0,334
PRA>25% 0,44 0,77 2,50 0,353
Fijacién Clq 6,00 1,12 32,25 0,037
MFI Acumulada

e MEFI Tercil(1) 2,00 0,16 24,66 0,589

e MFI Tercil (2) 4,67 0,46 47,63 0,194
MFI Méaximo

e MFI Tercil (1) 0,93 0,11 7,59 0,945

®  MFI Tercil (2) 1,50 0,21 10,52 0,683

TIF: tiempo de isquemia fria; FRI: funcién retrasada del injerto; TLE: tiempo de lista en espera; PRA:
panel de reactividad de anticuerpos citotéxicos; MFI: Intensidad de Fluorescencia Media.
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COEFICIENTE DE VARIABILIDAD DE LOS INMUNOSUPRESORES

1. COEFICIENTE DE VARIABILIDAD DE NIVELES EN SANGRE DE
TACROLIMUS EN LOS PACIENTES QUE PRESENTARON DSA
Entre ambos grupos de pacientes no hubo diferencias estadisticamente significativas en
el sexo, edad del receptor y tiempo postrasplante (Tabla 39).

Tabla 39. Caracteristicas basales del grupo experimental y de control.

DSA Grupo Control
n=51 n=99
Sexo Receptor (H) % 52,9 55,6 0,761
Edad Receptor (afios) 46,8+13,6 46,7+7,0 0,954
Tiempo Postrasplante (meses) 41,5+19,0 46,5+17,5 0,107

Los pacientes con DSA tuvieron un coeficiente de variabilidad (CV) de niveles en
sangre de TaC de 29,7+15,8% frente al grupo control que fue de 21,4+9,9% (p=0,002).

La curva ROC muestra un drea bajo la curva del CV de los niveles en sangre de TaC fue
del 0,66 (p=0,003).
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Figura 49. Curva ROC del CV de niveles en sangre de TaC frente a la aparicién de DSA.
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Al andlisis del indice de Youden mostr6 que el punto de corte para el CV para predecir
DSA fue del 27,5%. Por tanto, los pacientes fueron divididos en aquellos con CV<27.5 vs.
CV>275.

El andlisis individual de los niveles en sangre de TaC empleados en el cédlculo del CV
tuvieron una curva ROC que se aproxim6 a la nulidad (0,5) (Tabla 40).

Tabla 40. Area bajo la curva para los niveles individualizados de TaC en sangre.

Intervalo de confianza

Variables Area Error tip.(a) . Slg ) . a§1ntot1co al 95%
asintotica(b) Limite L. .
. Limite inferior
superior
Niveles de TaC 1 0,516 0,058 0,766 0,402 0,630
Niveles de TaC 2 0,543 0,056 0,418 0,434 0,652
Niveles de TaC 3 0,481 0,057 0,725 0,370 0,593
Niveles de TaC 4 0,493 0,053 0,894 0,388 0,598
Niveles de TaC 5 0,535 0,053 0,509 0,431 0,640

a. Analisis univariante
El andlisis univariante mediante regresion logistica, mostré que las variables de riesgo
asociadas a la aparicion de DSA fueron; el CV >27.5, el rechazo celular, retrasplante, FRI, TLE,
tratamiento de induccion, anticuerpos pretrasplante y el PRA>25% (Tabla 41).

Tabla 41. Analisis univariante (regresion logistica) de los factores de riesgo asociados a la
aparicion de DSA.

I.C. 95%
Variables OR P
Inferior Superior
Edad Donante 1,02 0,99 1,04 0,157
Edad Receptor 1,00 0,97 1,04 0,944
Sexo Receptor 0,90 0,46 1,77 0,761
CV>217.5 4,54 2,10 9,86 <0,001
Rechazo Celular 5,13 2,43 10,79 <0,001
Retrasplante 8,56 3,64 20,10 <0,001
FRI 2,85 1,40 5,83 0,004
TIF 1,01 0,94 1,08 0,850
TLE 1,01 1,00 1,02 0,013
TTO. de Induccién 3,08 1,10 8,63 0,032
Anticuerpos Pretrasplante 23,52 9,59 57,71 <0,001
PRA>25% 12,73 4,72 34,36 <0,001

TIF: tiempo de isquemia fria; FRI: funcién retrasada del injerto; TLE: tiempo de lista en espera; PRA:
panel de reactividad de anticuerpos citotdxicos.
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b. Analisis Multivariante.

El anélisis multivariante, mediante regresion logistica, de los factores de riesgos, mostrd
que el rechazo celular y los anticuerpos anti-HLA pretrasplante se asociaron significativamente
a la aparicion de DSA (Tabla 42).

Tabla 42. Analisis multivariante (regresion logistica) de factores de riesgo asociados a la
formacion de DSA.

I.C. 95%
iabl OR P
Variables Inferior Superior
Rechazo Celular 4,83 1,80 12,98 0,002
Retrasplante 1,96 0,48 8,10 0,352
TLE 0,99 0,98 1,01 0,276
FRI 2,14 0,80 5,72 0,128
Anticuerpos Pretrasplante 16,13 4,82 54,01 <0,001

TLE: tiempo en lista de espera; FRI: funcidn retrasada del injerto.
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¢. Supervivencia del Injerto no censurada en funcién del coeficiente de variabilidad.

No se observaron diferencias significativas en la supervivencia del injerto no censurada
entre los pacientes que presentaron CV <27,5 vs >27,5 (p=0,965). La supervivencia del injerto
censurada en los pacientes que presentaron un CV<27.5 fue del 99,0% al afio, del 94,8% al
tercer afio y del 87,5% al sexto afio. Los pacientes con CV>27.5 la supervivencia del injerto fue

del 97,7% al afio y del 92,5% a partir del tercer afio (Fig. 50).

CV<27,5

CV2>27,5 ==
N° en Riesgo
CV<27,5 98 92 65 45 24 10
CV>27.5 42 39 27 18 11 2

Figura 50. Supervivencia de injertos no censurada en pacientes que presentaron un CV<y >27.5
(log-rank: 0,002; p=0,965).
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d. Supervivencia del Injerto censurada en funcion del coeficiente de variabilidad.

No hubo diferencias significativas en la supervivencia del injerto censurada (p=0,677).
La supervivencia del injerto censurada en los pacientes que presentaron un CV<27,5 fue del
99,0% al aio, del 95,8% al tercer afio y del 93,6% al sexto afio. Los pacientes con CV>27.5 la

supervivencia del injerto fue del 97,7% al afio y del 92,5% a partir del tercer afio (Fig. 51).

CV<27,5

CV2>275 ==
N° en Riesgo
CV<27,5 98 92 65 45 24 10
CV>275 42 39 27 18 11 2

Figura 51. Supervivencia de injertos censurada en pacientes que presentaron un CV<y >27.5
(log-rank: 0,174; p=0,677).
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e. Supervivencia del Paciente en funcion del coeficiente de variabilidad.

No hubo diferencias significativas en funcioén del CV en la supervivencia del paciente
(p=0,350). La supervivencia de los pacientes en el grupo CV<27,5 fue del 93,5% al sexto afio

postrasplante (Fig. 52).

CV<27,5
CV>275 ==

Figura 52. Supervivencia del paciente en funcién de un CV< y >27,5 (log-rank: 0,873;
p=0,350).
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2. COEFICIENTE DE VARIABILIDAD DE NIVELES EN SANGRE DE
TACROLIMUS EN LOS PACIENTES QUE PRESENTARON RECHAZO
HUMORAL

Entre ambos grupos de pacientes, no hubo diferencias estadisticamente significativas en

la edad, sexo y tiempo de seguimiento (Tabla 43).

Tabla 43. Caracteristicas basales de los grupos experimental y control.

Rechazo Humoral Grupo Control
n=21 n=42
Sexo Receptor (H) % 57,1 59,5 0.856
Edad Receptor (afios) 46,4+14,5 49,4+11,9 0.389
Tiempo Postrasplante (meses) 35,1+£22.0 44,5+17,5 0.071

Los pacientes con rechazo humoral tuvieron un CV del 38,3+14,3% y el grupo control
de 20,7£11,0% (p<0,001).
El drea bajo de la curva del CV (%) de los niveles de TaC evaluando el 4rea bajo la

curva mediante la curva ROC, fue del 0,84 (p<0,001).
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. Intervalo d fi intético al 95%
Area Error tip.(a) Sig. asintética(b) fervalo de contianza asitotico & ?
Limite superior Limite inferior
0,84 0,059 <0,001 0,724 0,956

Figura 53. Curva ROC del CV de TaC frente al rechazo humoral.
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El calculo del indice de Youden, mostr6é que un CV de >27,5% fue el mejor predictor de
rechazo humoral (p<0,001). Los pacientes por tanto, fueron dividido en aquellos con CV<27,5
vs CV>27,5 para su andlisis.

El andlisis individual de los niveles en sangre de TaC empleados en el cédlculo del CV
tienen una curva ROC que se aproxima a la nulidad (0,5) (Tabla 44).

Tabla 44. Area bajo la curva para los niveles individualizados de TaC en sangre.

Intervalo de confianza asintotico al

Variables Area t];:;r((iar) asintséltia b) 95%
’ Limite superior Limite inferior
Niveles TaC 1 0,475 0,096 0,789 0,287 0,664
Niveles TaC2 0,460 0,102 0,663 0,260 0,659
Niveles TaC3 0,557 0,104 0,539 0,353 0,761
Niveles TaC4 0,561 0,102 0,507 0,361 0,762
Niveles TaC5 0,494 0,110 0,945 0,278 0,710

a. Analisis univariante
El andlisis univariante mediante regresion logistica muestra que los factores de riesgo
asociados a rechazo humoral fueron: CV>27,5, rechazo celular, retrasplante, TLE, anticuerpos
pretrasplante 'y PRA>25% (Tabla 45).

Tabla 45. Analisis univariante (regresion logistica) de factores de riesgo asociados al
rechazo humoral.

I.C. 95%

Variables OR Inferior Superior P
Edad Donante 0,99 0,95 1,02 0,432
Edad Receptor 0,98 0,94 1,02 0,383
Sexo Receptor 0,91 0,31 2,62 0,856
CV>27.5 13,75 3,38 55,92 <0,001
Rechazo Celular 36,00 8,06 160,85 <0,001
Retrasplante 3,75 1,15 12,27 0,029
FRI 2,54 0,82 7,88 0,107
TIF 0,99 0,89 1,09 0,802
TLE 1,02 1,00 1,03 0,019
TTO. de Induccién 8,00 0,96 66,45 0,054
Anticuerpos Pretrasplante 16,00 4,40 58,19 <0,001
PRA>25% 8,14 2,29 28,90 0,001

CV: coeficiente de variabilidad. TIF: tiempo de isquemia fria; FRI: funcion retrasada del injerto; TLE:
tiempo de lista en espera; DSA: Anticuerpos donante especificos; PRA: panel de reactividad de
anticuerpos citotoxicos.
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b. Analisis multivariante.

El andlisis de regresion logistica multivariante incluyendo los factores de riesgo dos a
dos, mostrd que los factores asociados al desarrollo de rechazo humoral fueron: el CV>27,5%,
la aparicion de RA celular, la presencia de anticuerpos pretrasplante, un PRA>25%, el
retrasplante y el TLE (Tabla 46).

Tabla 46. Analisis multivariante (regresion logistica) de los factores de riesgo asociados al
rechazo humoral.

I.C. 95%
Variables OR P
Inferior Superior

Modelo 1.

Cv>27,5 12,40 2,10 73,76 0,006
Rechazo Celular 21,94 3,66 131,59 0,001
Modelo 2.

Cv=>217,5 11,61 1,88 71,61 0,008
Anticuerpos Pretrasplante 28,44 4,20 192,68 0,001
Modelo 3.

Cv=>217,5 11,47 2,42 54,31 0,002
PRA>25% 8,91 1,76 45,16 0,008
Modelo 4.

Cv>27,5 18,02 3,29 98.83 0,001
Retrasplante 10,47 1,85 59,29 0,008
Modelo 5

Cv=>217,5 13,37 2,79 64,05 0,001
TLE 1,02 1,00 1,04 0,023

CV: coeficiente de variabilidad. PRA: panel de reactividad de anticuerpos citotéxicos; TLE: tiempo en
lista de espera.
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¢. Supervivencia del injerto no censurada en funciéon del coefieciente de variabilidad.

No hubo diferencias significativas entre el grupo que presenté un CV <27.5 vs >27.5
(p=0,666). La supervivencia de los pacientes que presentaron un CV>27.5 fue del 94,4% al afio
y del 79,7% a partir del tercer ano. Aquellos pacientes que presentaron un CV<27.5,
presentaron una supervivencia del injerto del 97,4% al afio, del 92,1% al tercer afio y del 76,8%

al sexto afio (Fig. 54)

CV<27,5
CV>27.5 ===
N° en Riesgo
CV<27,5 38 35 26 19 11
CV>27,5 17 16 7 4 2 1

Figura 54. Supervivencia de injertos en pacientes que presentaron un CV< 'y >27.5 (log-rank:
0,186 p=0,666).
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d. Supervivencia del injerto censurada en funcion del coeficiente de variabilidad.

No hubo diferencias significativas entre el grupo que presenté un CV <27.5 vs >27.5
(p=0,363). La supervivencia de los pacientes que presentaron un CV>27.5 fue del 94,4% al afio
y del 79,7% a partir del tercer ano. Aquellos pacientes que presentaron un CV<27.5,
presentaron una supervivencia del injerto del 97,4% al afio, del 94,7% al tercer afio y del 82,2%

al sexto afio (Fig. 55).

CV<27,5
CV>27,5 =
N° en Riesgo
CV<27,5 38 35 26 19 11
CV>27,5 17 16 7 4 2 1

Figura 55. Supervivencia de injertos en pacientes que presentaron un CV< 'y >27,5 (log-rank:
0,827; p=0,363).
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e. Supervivencia del paciente en funciéon del coeficiente de variabilidad.

No hubo diferencias significativas en funcioén del CV en la supervivencia del paciente

(p=0,511). Unicamente fallecié un paciente en el grupo de CV<27,5.
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FUNCION RENAL

El andlisis de medidas repetidas muestra un descenso significativo de la creatinina
sérica (p=0,003) desde el momento del trasplante hasta el final del seguimiento, asi como un

aumento del filtrado glomerular (p=0,003) (Fig. 56).
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Figura 56. Evolucién de la creatinina sérica (mg/dL) y del filtrado glomerular (mL/min/1,73m?)
en los pacientes trasplantados.

a. Funcion renal en pacientes sin rechazo del injerto y en aquellos con rechazo humoral o
celular.

Hubo diferencias significativas en la creatinina sérica y en el filtrado glomerular en la
mayoria de los tiempos analizados. Como era de esperar, los pacientes sin rechazo tienen la
mejor funcién renal, mientras que la funcidn renal mds deteriorada se observé en los enfermos

con rechazo humoral (Tabla 47).

A titulo de ejemplo, la funcién renal fue significativamente mejor a los 12 y 24 meses

en los pacientes que nunca sufrieron un rechazo frente a los que lo tuvieron.
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Tabla 47. Evolucion de la funcion renal en los pacientes con rechazo humoral, rechazo
celular y no rechazo.

FUNCION RENAL
CKD-EPI (nL/min/1.73m?)
Tiempo
(meses) 1 3 6 12 24 36 48 60 72
ggchazo 50,8+19.9 | 51,4418,7 | 52,3%19.6 | 58,1£204 | 61,1221.4 | 64,0+21,6 | 6632239 | 66,9+24,0 | 67.7+24.8
Rechazo
Colular | 46721.2 | 459210 | 474%22.6 | 517228 | 5314227 | 5374248 | 5004274 | 557+31.7 | 52.6+19.6
Rechazo
Humoral | 43:0£20.1 | 464£19.1 | 46,1£23.0 | 47,8+22,0 | 48,5:203 | 34,6+17.6 | 38.5:209 | 42,1x16,0 | 46,0+33,1
P 0,117 0,026 0,52 0,005 0,001 <0,001 <0,001 0,047 0,206
Creatinina Sérica (mg/dL)
No 1,620.6 1,605 1.620.5 1.420.4 1,40,5 1.3+0.4 1,320,6 1,320.5 1,305
Rechazo
Rechazo | 19,00 | 1909 | 1908 | 17207 | 17208 | 17207 | 2.1%16 | 18409 | 1.6+05
Celular
Rechazo 15 1417 | 1807 | 19408 | 18409 | 17507 | 26513 | 25:14 | 20809 | 2.1+16
Humoral
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,001 0,066
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b. Funcion renal en pacientes que presentaron DSA.

El andlisis comparativo de la creatinina sérica y el GFR de estos grupos solo mostrd

diferencias aisladas a los 36 y 48 meses (Tabla 48).

Tabla 48. Evolucién de la funcién renal en los pacientes que formaron DSA.

FUNCION RENAL

CKD-EPI (nL/min/1.73m?)
Tiempo
(meses) 1 3 6 12 24 36 48 60 72
gg " 50,4420,1 | 50,4419,2 | 51,7420,2 | 57,0£20,9 | 60,1422,1 | 62,7+22,6 | 6424253 | 6554259 | 66,3+24,9
DSA 44,8420,9 | 48,7420,3 | 46,9422,1 | 5294234 | 52,9+19,8 | 47,3422.9 | 43,0£20,2 | 49,0421,3 | 51,0+22.4
P 0,071 0,571 0,127 0,206 0,036 <0,001 <0,001 0,053 0,239

Creatinina Sérica (mg/dL)
gg " 1,620,7 1,620,6 1,620,7 1,5%0,5 1,420,6 1,420,5 1,420,9 1,420,6 1,3%0,5
DSA 2,0£1,3 1,720,7 1,8+0,8 1,620,7 1,620,6 1,9+1,0 2,1%1,1 1,840,9 1,8+1,0
P 0,093 0,289 0,060 0,110 0,073 0,006 0,024 0,195 0,437
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c. Funcion renal en el grupo de pacientes que presenté DSA y Rechazo humoral.

Los valores de creatinina sérica fueron mayores y el GFR menor en los pacientes con

rechazo humoral, aunque solo fue significativo de forma aislada en el mes 36. No obstante, hay

que citar que en el grupo con DSA sin rechazo humoral ningin paciente perdi6 el injerto y en

cambio de los 21 con rechazo humoral, 7 (33,33%; p=0,001) lo perdieron (Tabla 49).

Tabla 49. Evolucion de la funcion renal en los pacientes que presentaron DSA y rechazo

humoral.
FUNCION RENAL
CKD-EPI (nL/min/1.73m?)
Tiempo
(meses) 1 3 6 12 24 36 48 60 72
No
Rechazo | 44,7+21,7 | 50,3+21,3 | 47,5+22,0 | 56,1+24,0 | 553%19,5 | 53,6£23,0 | 44,8+20,5 | 52,0£23,7 | 55,9+17,6
Humoral
Rechazo
45,0+20,1 | 46,4+19,1 | 46,1+23,0 | 47,8+22,0 | 48,5+20,3 | 34,6+17,6 | 38,5+20,9 | 42,1+16,0 | 46,0£33,1
Humoral
P 0,584 0,620 0,686 0,277 0,184 0,031 0,588 0,425 0,745
Creatinina Sérica (mg/dL)
No
Rechazo 1,940,9 1,7+0,8 1,8+0,8 1,5%0,5 1,5%0,5 1,620,7 1,9+1,0 1,7+1,1 1,5+0,4
Humoral
Rechazo | 1117 | 18207 | 19408 | 19509 | 17207 | 26413 | 25:14 | 20409 | 212l6
Humoral
P 0,887 0,398 0,741 0,139 0,319 0,019 0,301 0,425 0,638
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V. DISCUSION







Este estudio analiza de forma retrospectiva los factores de riesgo de formacion de DSA
y no DSA anti-HLA y su impacto en los resultados del TR, en una cohorte de 591 receptores de
un TR de donante cadédver, vivo y de R-P realizados en un solo centro, dénde la informacion se
recogié prospectivamente en una base de datos disefiada para tal fin que fue actualizada

anualmente.

El estudio se llevd a cabo en una poblacién de determinadas caracteristicas
demogréficas y clinicas de donantes y receptores, y unos resultados generales de supervivencia
del injerto renal no censurada de 91,8% al afio, 88,2% a los tres afios y 81,9% a los seis afios. Al
individualizarlos por grupos de TR, la supervivencia del injerto en donante caddver fue del
90,8% al afio, 87,3% a los tres afios y 80,0% a los seis afios, datos similares a otras series
europeasm. En un contexto, en el que el 70,1% de los casos de donante caddver tuvieron como
causa de muerte un ACV y una tasa de comorbilidad por hipertensién arterial del 36,1%, de
diabetes mellitus del 15,2%, de ambos procesos del 10,4% y el 45,2% (227 casos de los 502
receptores de un TR de caddver) eran donantes con criterios expandidos cuyos injertos fueron

seleccionados por biopsia renal.

La supervivencia del injerto en los casos de donante vivo fueron algo mejores a otras

123,124 125-127

series publicadas y en el caso del R-P, fue similar a lo reportado en otras series

Asi mismo, los factores de riesgo de pérdida del injerto fueron similares a lo reportado
por otros autores; tales como la edad del donante, los RAs celular y humoral y la creatinina
sérica a los 12 meses. Un dato importante en nuestra serie, fue que el rechazo humoral era la
variable de mayor impacto negativo en la supervivencia del injerto, que aumentaba el riesgo de

41 . . . 69,73,74
pérdida del injerto 8 veces. Este dato concuerda con otras series publicadas™"""™".

La supervivencia global de los pacientes fue del 92,8% a los seis afios a pesar de las
caracteristicas de los donantes y receptores en nuestra poblacion. Al individualizarlos por tipo

de trasplante, la supervivencia de los pacientes que recibieron un trasplante de caddver fue mas
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baja que en las otras modalidades de trasplante (Vivo y R-P) aunque no existieron diferencias

significativas.

Para terminar de definir las caracteristicas de nuestra cohorte, se determinaron los
factores de riesgo de muerte del paciente con TR, observandose como factores de riesgo en el
andlisis multivariante la edad del receptor y el TLE. Estos factores de riesgo aparecen en otras

series' %,

Para conocer el impacto de la respuesta humoral sobre los resultados del TR, nosotros

dividimos el andlisis en:
1. Formacién de anticuerpos anti-HLA de novo en el postrasplante.

De los 591 enfermos estudiados con TR de donante cadédver, vivo y de R-P, 51 (8,6%)
formaron DSA anti-HLA de novo. Un porcentaje en el rango bajo de lo publicado hasta la
fecha, que oscila entre el 44,8% y el 8,2% ""7>">_ Diferencias que se han atribuido a factores
como incumplimiento del tratamiento inmunosupresor®, soporte social del costo de la

medicacién y asistencia ambulatoria especializada'”, raza'’, inmunosupresién usada®' y

132

metodologia de screening de anticuerpos ~°. Aunque no son descartables otros factores de riesgo

que se analizan posteriormente.

En esta serie, como en otras publicadas71’75"77’79

, el mayor porcentaje de formacion de
DSA se produce en el primer afio postrasplante y a partir de esta fecha contindian formandose
anticuerpos, pero en porcentaje decreciente. Concretamente, el tiempo de formacién de DSA
fue del 25,5% a los tres meses, 41,2% al ano, 17,7% a los dos afios, 17,6% a los tres anos,
13,7% a los cuatro anos, 7,8% a los cinco afios y 2,0% a los seis afios. En concreto, en esta
cohorte el 8,6% de los enfermos forman DSA de novo. Esta incidencia de DSA se ha valorado
como sorprendente, ya que la inmunosupresiéon usada es preferentemente activa contra los
linfocitos T; y por ello, se podria deducir que la respuesta humoral deberia tener un mayor
protagonismo en TR. De hecho, con la técnica de ELISPOT, usando como diana fibroblastos

cultivados del donante, se ha demostrado que pacientes sin DSA en el suero antes y después del
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trasplante, exhibieron a las ocho semanas postrasplante un aumento del nimero de células
secretoras de DSA dirigidas contra antigenos HLA de clase I del donante. Lo que apoya que la
respuesta humoral alogénica es mds frecuente de lo deducido por las técnicas habitualmente
usadas para detectar anticuerpos en sangre’’. Hay, por tanto, una limitacién en las técnicas
usadas en la practica clinica para medir o cuantificar la respuesta humoral alogénica'”. Esta
afirmacién, no sorprende porque histéricamente también ocurrid algo similar cudndo se pasé de
la deteccién de anticuerpos por la técnica basada en células® a la de ensayos de fase sélida®®, de
mayor eficacia. Prueba de las dificultades es que se necesitaron 32 afios de investigacion para

lograr esta ultima técnica de mayor eficacia, pero atin deficiente en la deteccion de anticuerpos.

Ademds, afiadir que la disparidad entre los casos de TR con injertos que presentan
lesiones histoldgicas de dafio endotelial compatibles con un rechazo humoral, en los que no se
detectan anticuerpos anti-HLA puede estar, como dice Terasaki, en la formacién de anticuerpos
frente a polimorfismos no HLA; como ocurre por ejemplo, en los casos de anticuerpos frente al
receptor tipo 1 de la angiotensina 2°', pero hasta la fecha no se dispone de una amplia gama de

kits que permitan aclarar este vacio del puzzle de la respuesta humoral alogénica.
2, Naturaleza de los DSA y evolucion de los anticuerpos anti-HLA.

En nuestra serie los DSA formados son de clases I y II, pero los mds frecuentes son de
clase II con el 70,6% de los casos, entre los que destacan como mads frecuentes los anticuerpos
contra los antigenos DQ2 y DR13, bien solos o asociados a otros DSA; mientras que los de
clase I representan el 43,1% y el mas frecuente fue el anti-Al. En el locus B, hay una mayor
dispersiéon. No hubo diferencias en el tiempo medio de aparicién de los DSA ni en la proporcién
de anticuerpos formados de clase I y de clase II entre los diferentes tipos de trasplante.

Estos datos corroboran lo publicado hasta la fecha que destacan como mds frecuentes
los DSA de clase II y en especial los anti-DQ*"'""'**; aunque no todos los autores estin de

acuerdo con esta afirmacién y consideran que no hay diferencias en la prevalencia de DSA de

clase Il DP, DR y DQ'™'”. Pero si dejar constancia de que hay mayoria de autores que opinan
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que los DSA de clase II y sobre todo DQ son los mds frecuentes, como ocurre en este estudio.
En este caso, sefialar que para la seleccion del receptor segtin la compatibilidad HLA, en nuestro
centro, no se tiene en cuenta el DQ.

. . 72,110
Destacar que la GT se ha asociado con anticuerpos de clase II'

y en especial de tipo
DQ. En esta serie, los dos pacientes que fueron diagnosticados de GT, presentaban anticuerpos

de clase II (DQ2 y DR13), que no fijaban Clq.
a. Evolucion de los anticuerpos anti-HLA.

Segun el % de PRA virtual, el andlisis de medidas repetidas, en nuestra poblacién
durante los tres primeros afios de evolucién postrasplante se confirmé la formacién y acimulo
progresivo y significativo de anticuerpos anti-HLA en el grupo que formaron DSA de novo.
También, en los pacientes con anticuerpos anti-HLA preformados, tras el TR se produce un
incremento significativo y progresivo de formacién de anticuerpos anti-HLA. Hasta dénde

nosotros sabemos, este dato no ha sido encontrado en ninguna de las publicaciones revisadas.
b. Anticuerpos anti-HLA preformados no DSA.

De los 591 pacientes, 111(18,8%) tenian anticuerpos anti-HLA preformados. Las
diferencias con pacientes sin anticuerpos anti-HLA preformados fueron el predominio del sexo
femenino y mayor porcentaje de retrasplantados, TLE y proporcién de serologia viral positiva
para CMV y VHC. Todas ellas, variables ligadas al estimulo y actividad del SI. Ademads, estos
receptores tienen una mayor incidencia de FRI y prevalencia de RA celular y humoral y de

formacién de DSA de novo.

El porcentaje de pacientes con anticuerpos anti-HLA preformados es inferior a otras
series publicadas, como la de USA"™ del 32% y de Francia'®® del 25%:; pero atn asi, el nimero
de pacientes sensibilizados pretrasplante sigue siendo alto, pese al uso de eritropoyetina
recombinante que ha reducido significativamente las transfusiones sanguineas®'?’. Su
presencia es un factor de riesgo, de formacion de DSA y de rechazo humoral, como esta descrito

en diferentes publicaciones’"",
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¢. Supervivencia del injerto en pacientes con anticuerpos anti-HLA DSA.

Hubo diferencias significativas en la supervivencia del injerto cuando se comparan entre
si los pacientes con DSA con y sin rechazo humoral. Concretamente, del 85,7% al primer afio,
68,5% al tercer afio y 57,1% al sexto afio frente al 100% a los seis afios (log-rank p<0,001). Esto
confirma el riesgo de pérdida del injerto en pacientes con DSA anti-HLA de novo en TR, pero
no todos los DSA tienen el mismo prondstico. Un andlisis completo de los DSA anti-HLA de
novo, debe incluir especificidad HLA o no HLA, intensidad de fluorescencia media, fijacién de
Clq, serotipos de IgG, niveles de TaC, dosis de MMF y fenotipo de dafio tisular mediante

biopsia de protocolo interpretada segtn los criterios establecidos por la clasificacién de Banff.

Respecto a anticuerpos frente a polimorfismos no HLA, solo se dispone de kits para el
receptor tipo 1 de la angiotensina 2°' y para la B-glicoproteina'*®. No obstante, los anticuerpos
anti-HLA son los mds frecuentes y en los que se centra este andlisis. En general, muchos
estudios se han dirigido a las técnicas de deteccién de anticuerpos, aunque este sea un tema de
dificil solucién; al menos hasta recientemente. En concreto, los estudios se han dirigido a
conseguir una técnica que pueda diferenciar que anticuerpos provocan dafio tisular. Se ha usado
la MFI como medida de potencia del anticuerpo'®’, dado que ensayos de citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) carecen de especificidad y sensibilidad para definir la
capacidad deletérea de los anticuerpos. Pero en esta busqueda, se ha observado que el método
basado en la fijacién de Clq por el anticuerpo es el que mejor se correlaciona con la presencia

140
de rechazo humoral

. Dato confirmado en un estudio multicéntrico en el que pacientes que
forman DSA anti-HLA fijadores de C1q tienen una supervivencia del injerto a los 5 afios del
54%, frente al 93% de los que forman DSA que no lo fijan (p<0,001) y la presencia de DSA
fijadores de Clq es un factor de riesgo de pérdida del injerto (HR 4,78 I1.C. 95% 2,69-8,49;
p<0,001)". Igual que ocurre en esta serie en la que los pacientes que forman DSA anti-HLA

que fijan Clq tienen una supervivencia del injerto significativamente menor a los seis afios de

evolucion.
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Para concretar este apartado, decir que la técnica de CDC detecta solo el 19% de
anticuerpos que fijan el complemento y la intensidad de fluorescencia media es independiente

de si el anticuerpo fija o no Clq.

Otro aspecto importante que afadir al estudio de DSA anti-HLA de novo es el subgrupo
del serotipo IgG. Datos publicados recientemente muestran que los anticuerpos tienen diferente
patogenicidad segiin el subtipo de IgG*. Las subclases IgG3 e IgG4, se asocian con dafio
mediado por anticuerpos y con un definido fenotipo de dafio tisular. Los IgG3 son los de mayor
riesgo de pérdida del injerto por RA humoral independientemente de su capacidad para fijar o
no Clq. Son los pacientes que tienen mds inflamacién microvascular y depésitos de C4d. Esto,
para algunos autores, apoya que este subtipo de IgG se asocia con mayor capacidad para unirse
a los receptores Fc de monocitos, macréfagos y células NK que son las principales células
efectoras implicadas en el rechazo humoral'*'. En cambio si son IgG4, el dafio cursa de forma
silente y se asocia mas a GT y no suelen fijar Clq; en contra de lo que venia afirmdndose hasta

la fecha, que los anticuerpos IgG4 no causaban dafio tisular.

Los DSA de subclase IgG1 son los predominantes y se asocia variablemente con otras
subclases de IgG (IgG2, 3 y 4), como previamente se habia destacado en otras
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publicaciones ™ ™.

La GT es una de las mayores causas de disfuncién crénica del injerto sin respuesta al
tratamiento; y por tanto, de mal prondstico como confirman diferentes publicaciones. A los 10
afios pacientes con GT tienen una supervivencia del injerto del 33% frente al 63% de aquellos
sin GT''. Se ha dicho que entre el 4 y el 20% de los enfermos con TR desarrollan una GT entre
1 y 5 afios, pero otras publicaciones muestran cifras inferiores'*'*". En esta serie solo 2
pacientes (0,33%) presentaron histoldgicamente una GT que reuniera los criterios de rechazo

humoral crénico establecidos en la clasificacion de Banff (ANEXO B).

Aunque la histologia de la GT estd bien definida y demostrado que existe relacién con

los anticuerpos anti-HLA, su fisiopatologia no lo estid. Se sabe por la microscopia electrénica
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que se inicia por dafo endotelial, pero no se conoce con detalle el mecanismo fisiopatolégico de
actuacion de los anticuerpos. Aunque se han descrito DSA de clase I°, los mds frecuentes son
los de clase II, como ocurre en los pacientes de este estudio. No obstante, sefialar que debido al
bajo nimero de pacientes con GT, es dificil llevar a cabo un estudio clarificador de esta
entidad. Pero si hay evidencia de que previamente a su desarrollo, estos enfermos muestran en
la biopsia mayor incidencia de glomerulitis que de capilaritis. Como asi ocurre en los 2 casos de

GT de esta serie.

Respecto a la capacidad de los anticuerpos de producir dafio tisular segin la MFI,
insistir que los datos actuales no avalan el método porque no siempre predicen la capacidad de
dafio tisular del anticuerpo'*. En otras palabras, si la potencia del anticuerpo es una medida de
la kinética de la unién o disociacién antigeno-anticuerpo, esta informacién no se obtiene por la

MFI'®.
3. Factores de riesgo asociados a la aparicion de DSA de novo.

Los factores de riesgo para el desarrollo de DSA de novo no estdn descrito en la

5 I P . .
TLT2808485138 B puestra poblacidn, el andlisis multivariante

bibliografia de manera homogénea
mostré como factores de riesgo asociados a la formacién de DSA; el RA celular, la FRI y la
presencia de anticuerpos anti-HLA preformados no DSA. En esta serie hubo posiblemente una
colinealidad entre el retrasplante y los anticuerpos anti-HLA preformado, debido seguramente a
que los anticuerpos citotéxicos preformados engloban a la condicién de retrasplante. Estas
variables estan, relacionadas con la actividad de la respuesta inmune.
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Loupy et al ™, seflalaba como factores de riesgo asociados a la aparicion de DSA el

retrasplante y la presencia de anticuerpos anti-HLA previo al trasplante. Everly et al’', afiaden
otros factores de riesgo como la edad (receptores de 18-35 afios), incompatibilidades DR y DQ,

y el haber recibido un trasplante de donante cadaver. Otros autores sefialan otros factores como

68,7

la no-adherencia al tratamiento®™"?, inmunosupresién insuficiente® y el rechazo mediado por

. 72,80,84,85
células T 7%,
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No tenemos una clara explicacion por qué la FRI es un factor de riesgo de formacién de
DSA. Es posible, que en pacientes con FRI exista una mayor exposicién de antigenos del injerto
que predisponen a la generacién de anticuerpos anti-HLA. De hecho, los pacientes con DSA
desarrollaron FRI en un porcentaje significativamente mayor que aquellos que no lo tuvieron
(54,2% vs 45,8%, p=0,002). Futuros estudios prospectivos pueden aclarar este aspecto.

4. Incidencia del Rechazo humoral.

La incidencia de rechazo humoral fue del 3,6%, todos ellos diagnosticados por biopsia
renal siguiendo los criterios establecidos en la clasificacién de Banff 2013 (Anexo B). De ellos,

19 (90,5%) fueron agudos y 2 (9,5 %) crénicos.

Los pacientes con DSA que fijaron la fracciéon Clq del complemento tienen mayor
riesgo de rechazo humoral y de pérdida del injerto que los que no lo fijaron. Concretamente, el
66,7% de los que lo fijan tuvieron rechazo humoral, mientras los que no lo hacen la cifra
desciende al 33% (p=0,040) y la pérdida del injerto en los primeros fue del 33,3% y en lo
segundo del 7,7%. Estos datos son semejantes a lo descrito por el grupo de Loupy et al**. En
dicho estudio demostraron que la fijacién de Clq a los anticuerpos anti-HLA especificos del
donante permanecié fuertemente asociado con el riesgo de pérdida del injerto,
independientemente de la MFI de los anticuerpos.

Esto tiene un impacto negativo en la supervivencia. En efecto, la supervivencia de
injertos no censurada y censurada, entre pacientes con DSA que fijan o no Clq muestra
diferencias significativas (p=0,017). Los que no fijan Clq tienen una supervivencia de 97,4% al
afio, 94,4% al tercer ano y 87,6% al sexto afio; mientras que en aquellos que fijan la fraccién
C1q del complemento del 83,3% al afio y del 66,7% a partir del tercer afio post trasplante.

Estos datos, indican que en esta serie un factor distintivo de agresion al injerto es que
los DSA activen el complemento. Dato superponible a lo publicado en una cohorte de 1016
pacientes de un estudio multicéntrico, que muestra que pacientes con DSA de novo que fijan la
fraccion Clq del complemento tienen mayor riesgo de rechazo humoral (48% vs 16%,

p<0,001), un fenotipo de mayor extension de la inflamacién vascular (p<0,001), de depdsitos
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de C4d en los capilares peritubulares (p<0,001), de inflamacién intersticial y tubulitis (p<0,001)
y de riesgo de pérdida del injerto (4,78, IC 95% 2,69-8,49; p<0,001) cuando la regresién de Cox
se ajusta para variables clinicas, funcionales, histolégicas e inmunoldgicas; y ademds, una

menor supervivencia del injerto a los cinco afios (54 vs 93%; p<0,001)"*.

Otros estudios apoyan como método de distincién de anticuerpos el ensayo basado en la
plataforma que determina si fijan la fraccion C1q del complemento, que son los que tienen una

correlacién con la disfuncién del injerto™’.

La activacién de la via clasica del complemento se inicia tras la unién de su fragmento
C1q al dominio CH2 de la regién Fc de anticuerpos de isotipo IgG. Clasicamente se admitia que
los subgrupos de IgG 3 y 1 (en este orden de intensidad) fijan el complemento, IgG2 lo hace
débilmente y no tiene reactividad IgG4™. La diferencia viene determinada por el polimorfismo
del dominio CH2. Estudios de ingenieria genética de proteinas IgG2b de ratones, han
demostrado que los aminodcidos glicina en la posicién 318 y lisina en la 320 y 322 localizados
en un segmento B del dominio CH2 del anticuerpo, son los constituyentes esenciales para
unirse al motivo de unién de Clq’'. Pero solo la unién no es suficiente para que se active el
complemento, ya que todos los subgrupos de IgG poseen los aminodcidos citados en las
posiciones sefialadas. Es la presencia de lisina en la posicién 276, muy préxima al motivo de
unién de Clq lo que confiere a IgG3 su capacidad para iniciar la activacién del complemento y
prolina en la posicién 291 en la IgG1. En cambio, IgG4 es incapaz de activar el complemento,
pese a unirse a Clq, por la presencia de un residuo de serina en posicién 331. Lo que confirma
que solo la unién de Clq al dominio CH2 de la regién Fc de la inmunoglobulina, no es
suficiente para activar el complemento, sino que la presencia de determinados aminodcidos en
posiciones concretas del dominio CH2 de la regién Fc determinan si el subtipo de IgG lo activa
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ono .

En modelos experimentales se ha demostrado que la activacién incontrolada del

complemento aumenta la reactividad de los linfocitos T a través de sefiales coestimuladoras
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sobre las CPAs y los linfocitos T del reconocimiento antigénico del aloinjerto™”. Las
fracciones C3a y C5a estimulan la diferenciacion de células ThO en Th1 y la sefalizacién C3aR

y C5aR inhibe el desarrollo de células T reguladoras™.

Las células del aloinjerto que estdn opsonizadas por fracciones del complemento tienen
una mayor interaccion con los linfocitos T, lo que sugiere que la adhesién celular mediada por

el complemento puede ser un factor importante de dafio tisular mediado por células T 7.

Los anticuerpos IgG tienen una vida media mds larga que otras proteinas debido a que
el receptor neonatal de Fc, se une a la IgG después de ser endocitado por la célula y en vez de
ser degradado se recicla a la superficie de la célula™. Ratones con un déficit del receptor
neonatal de Fc tienen una disminucion de los niveles circulantes de IgG y una vida media de la
inmunoglobulina reducida. En este dato se basa la eficacia de la administracién de
inmunoglobulinas como tratamiento del rechazo humoral, ya que se unen a los receptores
neonatales y los saturan con lo que se inhibe la interaccién de los anticuerpos IgG enddgenos
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con el receptor neonatal Fc, lo que favorece su desaparicion™.

Hasta ahora, se ha postulado que los DSA de serotipo IgG son los de verdadero riesgo
de pérdida del injerto”' y que los anticuerpos IgM no tienen efecto negativo en trasplante de
6rganos', aunque se sabe que estos anticuerpos son mds eficientes en provocar aglutinacion,
regular el desarrollo de células B, facilitar el aclaramiento de células apoptdticas, modular la
respuesta inflamatoria y que son los primeros que se forman en la respuesta humoral. Pero no
estd claro que en el cambio de inmunoglobulina que influencia tienen en la formacién de cada
uno de los distintos subgrupos de IgG. En un estudio que incluye 189 receptores de un TR
primario, 100 (56%) desarrollan respuesta aloinmune. De los 47 pacientes que forman
anticuerpos IgG, en 42 se detectan también de IgM que persiste en 33 de ellos. De estos, 25 son
del subgrupo IgG3, que son los de mayor riesgo de fracaso del injerto (p=0,02)'*". O sea, el
grupo formado por la persistencia de IgM asociada a la formacién de IgG3 son los DSA de

mayor riesgo de pérdida del injerto. Otra luz, para demostrar que debe existir una determinada
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via para regular la conversiéon a los diferentes subgrupos de IgG en el cambio de

inmunoglobulina de la alorespuesta inmune.

Desafortunadamente, nosotros no tenemos datos de las especificidades de la IgG. Otros

estudios son necesarios para aclarar estos aspectos.

Insistir que en esta serie, la supervivencia de injertos no censurada y censurada, entre
pacientes con DSA que fijan o no Clq muestra diferencias significativas (p=0,017). Dato a
favor de que la técnica de fijaciéon del Clq permite diferenciar, al menos, DSA de diferente

capacidad de agresion tisular.
5. Factores de riesgo de rechazo humoral.

En nuestro estudio, los factores de riesgo asociados al rechazo humoral fueron el RA
celular, el RA celular excluyendo el borderline, el TLE vy la creatinina sérica a los 12 meses.
Destacar que en todos los modelos de regresion logistica, el RA celular fue un factor de riesgo
de rechazo humoral. Una sefial de la actividad y coordinacién de ambas respuestas del SI. En
esta linea, ciertos autores observan que episodios tempranos de RA celular, a menudo, preceden
el desarrollo de DSA y rechazo humoral'>.

También, mencién especial merece la evolucién del coeficiente de variabilidad de
niveles en sangre de TaC; tanto en la formacién de DSA, como en el desarrollo de rechazo

humoral y que se describe con detalle en un apartado posterior.

En este apartado hay que distinguir, que la formacién de DSA, no supone la inevitable
presencia de un rechazo humoral. De hecho, el mayor porcentaje de pacientes que formaron
DSA (58,8%) no tuvieron rechazo humoral y mantuvieron una funcién renal estable. Lo que
indica que no todos los DSA anti-HLA de novo son iguales y que las técnicas de deteccion de
anticuerpos debe, incluir al menos una, que permita diferenciar a los de mayor potencial

deletéreo.
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6. DSA que fijan Clq.

En nuestra serie la fijaciéon de Clq fue un factor de riesgo asociado a la pérdida del
injerto y a la aparicién del rechazo humoral. De hecho, el andlisis multivariante mostré que los
pacientes con DSA que presentaron RA celular y fijaron el Clq tenfan 29 y 14 veces mds riesgo

de rechazo humoral, respectivamente.

En este sentido, un estudio recientemente publicado de seguimiento de formacién de
DSA durante 5 afios en 346 pacientes, concluye que la fijacién de C1q se asocia con una pérdida
rapida del injerto por rechazo humoral. Asi mismo, la persistencia a largo plazo de DSA puede
conducir a una mayor pérdida de injertos que en los que no forman DSA. La MFI mayores de
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6237 alos 2 afnos y de 10,000 a los 5 afios predicen la fijacion de Clq ™.

Otros autores sefialan una relacion entre la MFI y el efecto deletéreo de los DSA y
establecen que niveles mayores de 3000 tienen mds riesgo de rechazo humoral . En nuestra
serie el MFI acumulada y mdxima no es un factor de riesgo predictivo del rechazo humoral ni
de pérdida del injerto. La disparidad de los resultados puede estar motivado por las limitaciones
de la técnica. La deteccion de anticuerpos anti-HLA por Luminex es un ensayo
semicuantitativo, doénde se relaciona la cantidad de anticuerpo con la intensidad de
fluorescencia, y que se puede informar por medio del valor numérico MFIL. El punto maés
conflictivo de los ensayos con Luminex es fijar el umbral de positividad de los anticuerpos
(normalmente un umbral de MFI). Ademas, la existencia de dos fabricantes que comercializan
reactivos para deteccién de anticuerpos con resultados de MFI que no son equivalentes, hace
que esta cuestion sea ain mds compleja, puesto que los valores de MFI difieren entre los
distintos laboratorios. Asi, en el informe del Taller Ibérico de Histocompatibilidad del afo 2012
en el que participaron 32 laboratorios de toda Espaiia'”, se traté la cuestion de la
estandarizacion de resultados de anticuerpos anti-HLA mediante ensayo en fase soélida. El
umbral o punto de corte de MFI que utilizaban los distintos laboratorios estaba en un intervalo
de MFI entre 500-3.000. Siendo mayoritarios los laboratorios que empleaban un punto de corte

entre 1.500-2.000. Dependiendo del riesgo de rechazo que se desee asumir al realizar el
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trasplante, cada centro puede establecer su propio umbral'®. Varios estudios han descrito
diferentes grados de correlacién de la MFI y la evolucién del injerto, hay autores que aceptan
que a mayor MFI el riesgo de RA mediado por anticuerpos es mayor””'**, Un dato que no se
puede corroborar en este estudio.

Otra posibilidad que ofrece el ensayo Luminex es la de detectar los anticuerpos que
fijan la fraccién Clq de complemento, que se ha descrito que tienen una mayor correlacién con
el rechazo humoral. Como ocurre en esta serie. Unicamente algunos tipos de Ig son capaces de
unir complemento, fundamentalmente la IgM, la IgG1 y la IgG3. Aunque el grupo que describi6

el ensayo Clq afirmaba que no habia relacién entre la capacidad de fijar C1q y la MFI '*°

, COmO
ocurre en esta cohorte. Otros grupos si que han descrito una mayor capacidad de unir
complemento entre los anticuerpos detectados con mayor MFI'*'®. Tradicionalmente se ha
considerado que los anticuerpos anti-HLA de tipo IgM son irrelevantes para la supervivencia
del injerto. Aunque estudios recientes muestran resultados contradictorios, y apuntan que
podrian tener un efecto sinérgico al de la IgG3. Lo que permitiria identificar a los pacientes en
mayor riesgo de rechazo humoral para poder modificar sus pautas de inmunosupresién '**. No
es descartable que otras inmunoglobulinas que no fijan complemento, también participen

activamente en el rechazo del injerto, como es el caso de la IgG4 ¥,

La supervivencia de injertos no censurada y censurada, en pacientes que formaron DSA
que fijan Clq fue significativamente menor que la de aquellos con DSA que no lo fijan. Estos
tienen una supervivencia del 97,4% al afio, 94,4% al tercer afio y 87,6% al sexto afio; mientras
que en los que lo fijan tienen una supervivencia del 83,3% al afio y del 66,7% a partir del tercer
afio. Datos, segun lo descrito recientemente indican que estos DSA serfan de naturaleza IgG3 y
con resultados de supervivencia del injerto muy similares a los del grupo Loupy et al'*®,

En resumen, los DSA anti-HLA de novo que se relacionan con RA humoral y con

mayor riesgo de pérdida del injerto son los del subgrupo de inmunoglobulina IgG3 que fijan la

fraccion Clq del complemento. Cuando no retnen estos requisitos, y hay rechazo humoral su
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respuesta al tratamiento es elevada. En cambio, es significativamente de peor prondstico en

cuanto a la supervivencia del injerto si fijan Cl1q.

7. Coeficiente de variabilidad de niveles en sangre de tacrolimus como factores de

riesgo de formacion de DSA y de rechazo humoral.

Se ha analizado el impacto de la variabilidad de niveles en sangre de TaC y de las dosis
de MMF en la formacién de DSA. Los dos inmunosupresores bdsicos usados en esta serie. Los
pacientes que forman DSA tienen un mayor CV de niveles en sangre de TaC de 29,7+15,8
frente al grupo control de 21,4+9,9 (p=0,002). Esto es, los enfermos con mayor CV de niveles
en sangre de TaC, tienen mas riesgo de formacién de DSA. Ademads, el andlisis del indice de
Youden muestra que el punto de corte para el CV, a partir del cual se forman DSA esel 27,5%.

En cambio, el andlisis individual de los niveles en sangre de TaC no mostr6 una
capacidad predictiva para la formacion de DSA

Los pacientes que presentaron un rechazo humoral mostraron un CV significativamente
superior al grupo control (38,3+14,3 vs 20,7£11,0; p<0,001). Nosotros utilizamos un punto de
corte de CV en 27,5% acorde al indice de Youden, que representd el mejor valor para predecir
el rechazo humoral.

Cuando incluimos en el modelo multivariante el CV >27,5%, observamos que fue un
factor de riesgo de rechazo humoral. Al realizar modelos de andlisis multivariante,
introduciendo junto al CV>27,5% el resto de las variables dos a dos, los factores de riesgo
asociados al rechazo humoral fueron RA celular, la presencia de anticuerpos pretrasplante, un

PRA pretrasplante >25%, el retrasplante y el TLE.

Quizas la identificacion del polimorfismo CYP3A5*1/*3 pudiera detectar diferencias en

la biodisponibilidad de TaC'®.

El dato del CV como factor de riesgo de formacién de DSA y de rechazo humoral,
afade una nueva informacion que necesita un anélisis sobre su posible efecto en la diferencia de

incidencia de formacién de DSA y de resultados en TR en diversos paises. Las series publicadas
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en USA y en Canada® muestran un porcentaje mayor de formacién de DSA postrasplante que
en esta serie y seflalan que la formacién de DSA y el incumplimiento del tratamiento
inmunosupresor son la causa mayor de pérdida del injerto a largo plazo. Es evidente que hay
claras diferencias entre estos paises y con esta serie; y en general, en los resultados de TR, como
lo demostrd un estudio comparativo en la poblacién caucdsica entre USA y Espafia sobre
resultados a largo plazo en TR'?. Para explicar estas diferencias, se puede valorar el acceso a la
atencion sanitaria'® y al soporte de la inmunosupresién'® a partir de los 3 afios, entre ambos
paises; en USA a partir de esta fecha el tratamiento corre a cargo del paciente, mientras que en
Espaiia no hay limite de apoyo social. La pregunta es ;estas dos variables estdn influyendo en la
diferencia de resultados?; y en concreto, (es posible que la variabilidad de niveles de TaC por
un control ambulatorio dilatado sea otro factor més de la diferencia de formacién de DSA entre
ambos paises? Esta pregunta no es un objetivo de este estudio, pero si insistir que en ambos
paises los resultados de TR son diferentes, como lo es la incidencia de DSA anti-HLA de novo
y su efecto en TR.

Como resumen y conclusién de este apartado, decir que el CV de niveles de TaC en
sangre deberia de incorporarse como método rutinario en el control ambulatorio de pacientes
con TR
8. Funcién renal.

El anélisis de medidas repetidas muestra que se produce un descenso progresivo y
significativo de la creatinina sérica (p=0,003) desde el momento del trasplante hasta el final del
seguimiento y un aumento del GFR (p=0,003).

Como era de esperar, los pacientes con RA celular o humoral tuvieron una creatinina
sérica significativamente mayor y un GFR menor que aquellos que no lo tuvieron.

Los pacientes que formaron DSA frente a los que no, aunque la creatinina sérica fue
superior y el GFR inferior en los tiempos analizados, sélo hubo diferencias significativas en los

meses 36 y 48, y en el GFR en los tiempos 24, 36 y 48 meses.
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9. Supervivencia del injerto y del paciente con rechazo humoral.

En nuestra cohorte, hubo diferencias significativas en la supervivencia del injerto entre
los grupos con rechazo humoral y RA celular frente al no rechazo. La supervivencia del injerto

en el grupo que presentd rechazo humoral fue del 57,1% al sexto afio.

Las supervivencias de nuestra serie fueron semejantes a los obtenidos en otros
estudios'®, en dénde la supervivencia del injerto a 5 afios en el grupo sin RA fue del 97,0% y en
el grupo con rechazo celular inmediato 89,0% y rechazo celular tardio del 85,0%. En otro
estudio'®, la supervivencia del injerto censurada en el grupo de rechazo humoral con desarrollo
de microangiopatia trémbotica fue del 48,3% a los cinco afios postrasplante. Esto confirma una

vez més el impacto negativo de la disfuncién inmunoldgica sobre la supervivencia del injerto.

En cuanto a la supervivencia de pacientes no hubo diferencias significativas en los casos

de rechazo humoral, RA celular y no rechazo, al menos, durante nuestro periodo de estudio.

10. Limitaciones del estudio.

a. Un estudio de formacion de DSA en pacientes con TR y de su efecto en la funcién
y supervivencia del injerto y del paciente, debe incluir especificidad HLA o no
HLA, MF], fijacién de Clq, serotipos de IgG, fenotipo de dafio tisular y andlisis de
los inmunosupresores mediante el CV de niveles de TaC en sangre. En este caso,
no se han cumplido algunos de estos requisitos. No determinamos el:

. Serotipo de IgG como causa de rechazo humoral o crénico y su impacto
en el dafo tisular. Un proyecto a realizar, esperamos en un plazo no
lejano, porque la tnica dificultad que hay es la econémica debido al
precio de los Kits.

. El estudio del fenotipo de dafio tisular requiere un proyecto con biopsias
renales de protocolo de una frecuencia, no asumibles en el hospital por la
demanda asistencial que crearia un volumen tan importante de pacientes

con TR.
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. Los anticuerpos anti-HLA DP en el donante, por lo que se desconoce si
los pacientes trasplantados desarrollaron anticuerpos anti-HLA DP contra
el donante.

Se trat6 de un estudio retrospectivo en el que particip6 un tnico centro, el Hospital
Regional Universitario de Malaga y los resultados pueden no ser extrapolables a
otras poblaciones.

No se analiz6 la proteinuria, que es un factor de riesgo de primera magnitud de la
supervivencia del injerto y del paciente, debido a que el anélisis se centrd en la
aparicion de los anticuerpos anti-HLA y en los factores de riesgos inmunolégicos

asociados.
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VI. CONCLUSIONES







La incidencia en la formacidén de anticuerpos anti-HLA donante especificos en los pacientes
con trasplante renal es del 8,6% durante nuestro periodo de seguimiento, cuando el punto de
corte de la intensidad de fluorescencia media es superior a 1500.

En nuestra cohorte, hay un predominio de anticuerpos anti-HLA donante especificos de
clase II, especialmente DQ y la aparicion de estos anticuerpos se produce fundamentalmente
durante el primer afio postrasplante (41,2%), observandose una expansion generalizada de
los anticuerpos anti-HLA acorde al % PRA virtual.

Los factores de riesgos inmunolégicos asociados a la formacién de anticuerpos anti-HLA
donante especificos son la funcién retrasada del injerto, los anticuerpos preformados y el
rechazo agudo celular.

La incidencia del rechazo humoral en la poblacién de estudio es del 3,6% (n=21). El
rechazo humoral es un factor de riesgo de primera magnitud para la supervivencia del
injerto censurada para la muerte del paciente.

Los factores de riesgo asociados al rechazo humoral son: los anticuerpos anti-HLA
preformados, el rechazo agudo celular, el retrasplante, el tiempo en lista de espera, el panel
reactivo de anticuerpos >25% y la creatinina sérica a los 12 meses. En los pacientes que
desarrollan anticuerpos anti-HLLA donante especificos, los factores de riesgo asociados al
rechazo humoral son el rechazo agudo celular y la fijacién de fracciéon Clq del
complemento.

En los pacientes que forman anticuerpos anti-HLA donante especificos, la fracciéon Clq del
complemento es un factor de riesgo asociado al rechazo humoral y a la pérdida de injerto.
En esta cohorte la intensidad de fluorescencia media no se asocia a la aparicion de rechazo
humoral ni a la pérdida del injerto.

Un coeficiente de variacién del 27,5% de los niveles de tacrolimus predice con adecuada
sensibilidad y especificidad (indice de Youden) el riesgo de aparicién de anticuerpos anti-

HLA donante especificos y de rechazo humoral.
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8. Los pacientes con rechazo humoral tienen una peor funcién renal, medida por la creatinina
sérica y el filtrado glomerular (CKD-EPI), a lo largo del estudio en comparacién con
aquellos que presentan rechazo agudo celular o no tienen rechazo.

9. El rechazo humoral agudo y crénico no tienen impacto negativo en la supervivencia del
paciente.

A la luz de estas conclusiones obtenidas, proponemos las siguientes recomendaciones

para el manejo de los pacientes con TR en nuestra unidad:

1) Dado el impacto del CV de niveles de TaC en sangre, seria prudente su valoracién
periddica y posiblemente, la determinacién del polimorfismo CYP3AS *1/*3.

2) Incluir en el tipaje HLA de donantes y receptores los antigenos de clase II DP.

3) Establecer un protocolo de seguimiento prospectivo de formacién de DSA clase I (A y
B) y clase IT (DR, DQ y DP).

4) Incluir en el sistema de eleccién del receptor, como uno de los factores de mayor
puntuacion, la identidad DR y DQ.

5) En pacientes que forman DSA es recomendable analizar si fijan Clq y llevar a cabo de

forma rutinaria biopsias renales.
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VII. ANEXOS







ANEXO A: PROTOCOLO DE INMUNOSUPRESION EN TRASPLANTE RENAL

HOSPITAL REGIONAL UNIVERSITARIO DE MALAGA.

1. PRIMER TRASPLANTE RENAL (O RETRASPLANTE PERO BAJO RIESGO
INMUNOLOGICO), PACIENTES NO HIPERINMUNIZADOS. DONANTE NO
EXPANDIDO.
1° CON FUNCION RENAL INMEDIATA
A. Tacrolimus de liberacién prolongada (ADVAGRAF®).

ADVAGRAF® cépsulas de 5 mg

ADVAGRAF® cépsulas de 1 mg

ADVAGRAF® cépsulas 0.5 mg
Dosis preoperatoria: 0.2 mg/kg.
Dosis posoperatoria: 0.2 mg /kg/24 horas.
Se iniciard el tratamiento cuando el paciente tolere via oral (como maximo 24 h después de la
reperfusion).
Se administrard una hora antes del desayuno.
Si el paciente no puede tomar la medicacion por via oral, se administra por sonda nasogdstrica.
Para ello se sigue el siguiente procedimiento: se abren las capsulas, se vacia su contenido en una
jeringa con 50 ml de agua, se mezcla hasta producir una suspensién y a continuacién se
administra por la sonda nasogdstrica. Después se administran otros 50 ml de agua para
cerciorarse de que la suspension pase al estbmago. A continuacién pinzar la sonda nasogéstrica
durante una hora y si se considera no necesaria, quitarla.
Pacientes en los que no sean posibles ambas vias de administracion se dard (PROGRAF) por
via intravenosa a la dosis de 1/5 de 0.2 mg /Kg diluido en 500 ml de suero salino o glucosado al
5% en infusién continua durante 24 horas. Esta via de administracién se utilizard solo en casos
excepcionales.

Hay que tener en cuenta que Tacrolimus no debe manejarse con jeringas o sueros de PVC.
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Niveles en sangre recomendados:

— Dia1al 90: 8-12 ng/ml. (en los primeros 14 dias mantener alrededor de 12 ng/ml).
— A partir del dia 91: 5-10 ng/ml.

— En pacientes estables, y que no hayan tenido episodios de rechazo postrasplante:

mantener niveles en el rango bajo, entre 5 y 7 ng/ml.

B. Esteroides:
Dosis preoperatoria: 6-Metil Prednisolona 500 mg IV.
Dosis primer dia: 6-Metil Prednisolona 125 mg IV.
Dosis a partir del dia 2 postrasplante:
— Peso inferior a 45 kg: Prednisona oral 20 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir la dosis hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
— Peso entre 45-65 Kg: Prednisona oral 25 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
— Peso superior a 65 Kg: Prednisona oral 30 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 3 meses.
En pacientes con buena funcién renal, sin proteinuria, sin episodio de rechazo agudo, y con
anticuerpos citotdxicos pre y postrasplante negativos, valorar iniciar la supresion de prednisona
a partir del 3er mes de evolucion (la supresién se realizard lentamente, al menos durante un

periodo de un mes).

C. Micofenolato Mofetil (CELLCEPT®)
CELLCEPT® comprimidos de 500 mg
CELLCEPT® comprimidos de 250 mg
Dosis preoperatoria: 1 gramo via oral antes de ir al quir6fano.
Dosis posoperatoria: 2000 mg/dia (1.000 mg una hora antes del desayuno y 1.000 mg una hora

antes de la cena). No mezclarlos con preparados de hierro oral.
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Hasta que el enfermo tolere por via oral, se administra por via IV a la misma dosis, diluido en
250 ml de suero glucosado al 5% a pasar en 2-3 horas.
La dosis se controla mediante niveles en sangre que deben mantenerse entre 2-4 mcg/ml.
A partir del dia 15° de evolucidn, y si el paciente ha alcanzado niveles adecuados de Tacrolimus
disminuir progresivamente la dosis hasta alcanzar 500 mg/12 horas. Siempre una hora antes o
dos horas después de tomar cualquier alimento.
En caso de intolerancia digestiva o cualquier otra condicién médica que impida el uso de
Micofenolato Mofetil se utilizard Acido Micofendlico (Myfortic®), teniendo en cuenta la
equivalencia de dosis:

—  Myfortic® 360 mg equivale a Cellcept® 500 mg

—  Myfortic® 180 mg equivale a Cellcept® 250 mg

2° CON FUNCION RENAL RETRASADA

Si tras la cirugia no hay diuresis inmediata y la sospecha es de Necrosis Tubular Aguda,
modificar la inmunosupresion:

A. Tacrolimus de liberacién prolongada (ADVAGRAF®).

Dosis posoperatoria: 0.12 mg/Kg de peso cada 24 horas, una hora antes del desayuno para
mantener niveles entre 5y 8 ng/ml

Una vez superada la fase de retraso de funcién renal volver a los niveles recomendados en el
apartado anterior:

Niveles en sangre recomendados:

— Desde que se recupere funcion renal hasta el dia 90: 8-12 ng/ml.
— A partir del dia 91: 5-10 ng/ml.

— En pacientes estables, y que no hayan tenido episodios de rechazo postrasplante:

mantener niveles en el rango bajo, entre 5y 7 ng/ml.
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B. Simulect® (Basiliximab): 1 vial de 20 mg IV, diluido en 50 ml de suero fisiolégico, a pasar
en 20-30 minutos. (Cuando se confirme la situacién funcién retrasada, en las primeras 24 horas
del postoperatorio).

Segunda dosis de 20 mg: 4 dias después.

C. Esteroides

Misma pauta que el apartado anterior.

D. Micofenolato Mofetil (CELLCEPT®)
Misma pauta que el apartado anterior.
Si persiste el retraso de la funcién renal realizar biopsia de forma precoz como méximo entre el

5-7° dia postrasplante.

2. PACIENTES DE ALTO RIESGO INMUNOLOGICO, definidos por:
— Hiperinmunizados (PRA > 50 % en los 6 dltimos meses) (en caso de no disponer de

anticuerpos en los ultimos 6 meses, se utilizardn las tltimas determinaciones).

-0 retrasplante, con pérdida del injerto previo por causa inmunoldgica en los 6

primeros meses.

— O pruebas cruzadas previas positivas (mas de 2 en los iltimos 12 meses).

A. Induccion con Timoglobulina:

Dosis preoperatoria: 1.5 mg/kg de peso diluidos en 500 ml de suero fisioldgico. La infusién se
iniciard al comienzo de la intervencidn quirtirgica y se programard para que dure 10-12 horas
(administrar a través de via central 0 fistula A-V).

Posoperatorio: continuar con 1.5 mg/kg/dia hasta completar 7 dosis. (Ver pauta de

administracién de Timoglobulina en pégina 171).
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Administrar la mitad de la dosis en casos de cifras de Leucocitos < 3.000/mm3 y plaquetas <
80.000/mm3. Suspender cuando la cifra de leucocitos sea < 1.500/mm3 o de plaquetas <
40.000/mm3.

En los casos en que la dosis diaria se disminuya por algin efecto secundario, intentar prolongar

los dias de administracién hasta completar 10 mg/kg de peso.

B. Tacrolimus de liberacion prolongada (ADVAGRAF®).

ADVAGRAF® cépsulas de 5 mg

ADVAGRAF® cépsulas de 1 mg

ADVAGRAF® cépsulas 0.5 mg
Dosis preoperatoria: 0.12 mg/kg de peso.
Posoperatorio: 0.12 mg/kg/24 horas. Empezar cuando el paciente tenga tolerancia oral (como
méximo 24 horas después de la reperfusion).
Se administrarad diariamente una hora antes del desayuno.
Mientras que el paciente este recibiendo Timoglobulina mantener niveles entre 7 y 10 ng/ml. Un
dia antes de terminar la administracién de Timoglobulina aumentar dosis a 0.25 mg/kg/dia para
intentar alcanzar los niveles descritos mas abajo.
Si el paciente no puede tomar la medicacién por via oral, se administrard por sonda
nasogastrica. Para ello se sigue el siguiente procedimiento: se abren las cdpsulas, se vacia su
contenido en una jeringa con 50 ml de agua. Se mezcla hasta producir una suspension y a
continuacion se administra por sonda nasogastrica. Después se administran otros 50 ml de agua
para cerciorarse de que la suspensién pase al estdmago. A continuacién pinzar la sonda
nasogdstrica durante una hora y si se considera no necesaria, quitarla.
Pacientes en los que no sean posibles ambas vias de administracién se dard (PROGRAF) por via
intravenosa a la dosis de 1/5 de 0.15 mg /Kg diluido en 500 ml de suero salino o glucosado al
5% en infusién continua durante 24 horas. Esta via de administracién se utilizard solo en casos
excepcionales.
Hay que tener en cuenta que Tacrolimus no debe manejarse con jeringas o sueros de PVC.
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Niveles en sangre recomendados:

— Dias7al90.................... 10 - 15 ng/ml.
— Apartirdeldia91 ............ 5 - 10 ng/ml.
C. Esteroides:

Dosis preoperatoria: 6-Metil Prednisolona 500 mg IV.
Dosis ler dia: 6-Metil Prednisolona 125 mg IV.
Dosis a partir del 2° dia postrasplante:
— Peso inferior a 45 Kg: Prednisona oral 20 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 3 meses.
— Peso entre 45-65 Kg: Prednisona oral 25 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 3 meses.
— Peso superior a 65 Kg: Prednisona oral 30 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién

comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 4 meses.

D. Micofenolato Mofetil (CELLCEPT®)

CELLCEPT® comprimidos de 500 mg

CELLCEPT® comprimidos de 250 mg
Dosis preoperatoria: 1 gramo via oral antes de ir a quiréfano
Dosis posoperatoria: 500 mg una hora antes del desayuno y de la cena, mientras que esté
recibiendo tratamiento con Timoglobulina. Un dia antes de terminar la administracién de
Timoglobulina aumentar la dosis a 1.000 mg una hora antes del desayuno y de la cena (ajustar
segtn cifras de leucocitos y plaquetas).
Hasta que el paciente tolere la via oral, se administrard por via IV a la misma dosis, diluidos en
250 ml de suero glucosado al 5% a pasar en 3 horas.
A partir del ler mes reduccion progresiva de la dosis hasta alcanzar 500 mg cada 12 horas.

Niveles en sangre recomendados de 2-4 mcg/ml.
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En caso de intolerancia digestiva o cualquier otra condicién médica que impida el uso de
Micofenolato Mofetil se utilizard Acido micofendlico (Myfortic®), teniendo en cuenta la
equivalencia de dosis:

—  Myfortic® 360 mg equivale a Cellcept® 500 mg

—  Myfortic® 180 mg equivale a Cellcept® 250 mg

E. Inmunoglobulina Humana
Su administracion esta indicada en:
1. Casos de hiperinmunizados severos, titulo de anticuerpos citotoxicos igual o superior al 75%

(en los 6 dltimos meses).

2. Casos menos severos pero en los que no se pueda administrar la dosis completa de

Timoglobulina (Leucopenia, virus B 6 C por el riesgo de reactivacién de los mismos).

Dosis: se administraran 4 dosis de 2 g/kg de peso con un intervalo de 3 semanas;
— La primera dividida en 5 dosis de 0.4 g/kg cada 24 horas, empezando en el

posoperatorio inmediato.

— Las 3 restantes dosis de 2 g/kg en 24 horas.

Hay que tener en cuenta los pacientes que hayan recibido Inmunoglobulina humana
pretrasplante como protocolo de desensibilizacién. En esos casos completar solo la dosis que no

hubiera recibido pretrasplante. Segun el tiempo transcurrido de la misma valorar si repetir.

PROTOCOLO DE ADMINISTRACION DE INMUNOGLOBULINA HUMANA
Las presentaciones comerciales mas frecuentes son:

Kiovig® (100 mg/ml)
Presentaciones: 1 g - 10 ml

25g-25ml
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5g-50ml

10 g - 100 ml

20 g-200 ml

Pauta de administracién. Se puede emplear sin diluir, y se puede administrar por via periférica.

— Inicialmente 0.5 ml/kg en 30 minutos.

— Si buena tolerancia aumentar gradualmente hasta un méaximo de 6 ml/kg/hora.

Flebogamma® (50 mg/ml)

Presentaciones: 0.5 g - 10 ml

2.5g-50ml

5g-100 ml

10 g - 200 ml

Pauta de administracién. Se puede emplear sin diluir, y se puede administrar por via periférica.

— Inicialmente 0.6 a 1.2 ml/kg/hora durante 30 minutos.

— Si buena tolerancia aumentar gradualmente hasta un maximo de 2.4 ml/kg/hora.

POSIBLES EFECTOS ADVERSOS DE IG INTRAVENOSA.

La incidencia de efectos adversos relacionados con la administracion de IG IV varia entre 12-23

% segun las series:
— Las reacciones mas comunes incluyen cefalea, fiebre, fatiga, escalofrios, mialgias,
hipotension, sudoracidn, congestion nasal, disnea, dolor abdominal y nauseas.

Ocurren con mds frecuencia con infusiones rdpidas (>0.8 ml/kg/min) y son mediadas por un

aumento de las citocinas y sustancias vasodilatadoras. Estos sintomas suelenser autolimitados y

habitualmente responden a la disminucién del ritmo de perfusién o a la interrupcién de la

misma, o bien con la administracién de AINE (Ibuprofeno).

146



Mas severas y generalmente tardias son la cefalea severa y meningitis aséptica. Estos
efectos adversos son infrecuentes pero mas comunes en pacientes con historia de
cefaleas migraiosas. Habitualmente responden a analgésicos (Ibuprofeno).

Reacciones cutdneas como urticaria, prurito y petequias aparecen raramente.

Puede ocurrir una reacciéon transfusional anafilactica severa en pacientes con un
déficit completo de IgA que desarrollan anticuerpos anti IgA (isotipo IgG y quizas
IgE) ya que el preparado contiene pequefias trazas de esta inmunoglobulina. Esta
reaccion es extremadamente rara, se estima una frecuencia de 1 cada 20.000-47.000
administraciones. El tratamiento de esta complicacién se realiza con: difenhidramina,
epinefrina, corticoides. (Hay que tener en cuenta que el déficit de IgA se asocia a
algunas enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico y ciertas

enfermedades glomerulares).

El tratamiento de los efectos adversos incluye, segin los casos:

Disminucién del ritmo o interrupcion de la perfusién.
Difenhidramina (Benadryl®), ibuprofeno y/o esteroides.
Sueroterapia.

Epinefrina.

Diazepam para los espasmos musculares.

Considerar determinacion de anticuerpos anti-IgA.

Mais recientemente se ha asociado a estos tratamientos eventos trombdticos severos
(IAM, TVP, trombosis de vena central de la retina, vasculitis, embolismo pulmonar).
La rapida infusién de IG IV ha sido identificada como posible factor de riesgo para el
desarrollo de trombosis. Se recomienda que en aquellos pacientes con factores de
riesgo como enfermedad coronaria, diabetes mellitus..., la concentracién no sea mayor
del 5 %. La perfusion deberia iniciarse no mas rapido de 0.5 ml/kg/h y aumentar

progresivamente si es bien tolerado hasta un méximo de 4 ml/kg/h. Es importante
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reseflar que esta complicacion no aparece con todos los productos y parece que estd en
relacion con el contenido en sodio y la osmolaridad (se ha descrito con Gammagard® y

Polygam®).

Aconsejable por tanto, administracion de dosis profildctica de heparina de bajo peso

molecular (salvo en los casos en que exista alguna contraindicaciéon médica para ello).

En estos pacientes de alto riesgo inmunolédgico, si presentan oliguria postrasplante, biopsiar

precozmente, maximo 4° dia, para identificar posibles rechazos humorales.

3. DONANTES CON CRITERIOS EXPANDIDOS:
— (Ver pagina 174).
— RECEPTORES DE BAJO RIESGO INMUNOLOGICO (> 50 afios, ler
trasplante renal 6 retrasplante pero que no perdiera el primer injerto por causa

inmunoldgica en los primeros 6 meses) y con PRA < 25 %).

A. Induccion con monoclonales anti CD 25: Basiliximab (Simulect®).

Basiliximab (Simulect®): 1 vial de 20 mg IV antes de bajar a quirdfano y el 4° dia de

evolucidn, diluido en 50 ml de suero fisiolégico, a pasar en 20-30 minutos.

B. Esteroides:
Dosis preoperatoria: 6-Metil Prednisolona 500 mg I'V.
Dosis ler dia: 6-Metil Prednisolona 125 mg IV.
Dosis a partir del 2° dia postrasplante:
— Peso inferior a 45 Kg: Prednisona oral 20 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir la dosis hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
— Peso entre 45-65 Kg: Prednisona oral 25 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién

comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
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— Peso superior a 65 Kg: Prednisona oral 30 mg/dfa. A partir del dia 15 de evolucién

comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.

En pacientes con buena funcién renal, sin proteinuria, sin episodio de rechazo agudo, y con
anticuerpos citotéxicos pre y postrasplante negativos, valorar iniciar la supresion de prednisona
a partir del 3er mes de evolucion (la supresién se realizard lentamente, al menos durante un

periodo de un mes).

C. Tacrolimus de liberacion prolongada (ADVAGRAF®):
ADVAGRAF® cépsulas de 5 mg
ADVAGRAF® cépsulas de 1 mg
ADVAGRAF® cépsulas 0.5 mg
Se iniciard el tratamiento cuando se compruebe mejoria de la funcién renal por el descenso de
las cifras de creatinina en sangre, y en todo caso como maximo el tercer dia postrasplante.
Dosis de inicio: 0.1 mg/kg/dia.

Mantener niveles en sangre entre 5-8 ng/ml.

D. Micofenolato Mofetil (CELLCEPT®):

CELLCEPT® comprimidos de 500 mg

CELLCEPT® comprimidos de 250 mg
Dosis preoperatoria: 1 gramo via oral antes de ir a quiréfano
Dosis posoperatoria: 1.000 mg una hora antes del desayuno y de la cena. Hasta que el paciente
tolere la via oral, se administrard por via IV a la misma dosis, diluidos en 250 ml de suero
glucosado 5% a pasar en 3 horas.
A partir del ler mes reduccién progresiva de la dosis hasta alcanzar 500 mg cada 12 horas.

Niveles en sangre recomendados de 2-4 mcg/ml.
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En caso de intolerancia digestiva o cualquier otra condicién médica que impida el uso de
Micofenolato Mofetil se utilizard Acido Micofendlico (Myfortic®), teniendo en cuenta la
equivalencia de dosis:

—  Myfortic® 360 mg equivale a Cellcept® 500 mg

—  Myfortic® 180 mg equivale a Cellcept® 250 mg

4. CASOS EN LOS QUE SE PREVEA NECROSIS TUBULAR AGUDA
(CARACTERISTICAS DEL DONANTE), CON RECEPTORES JOVENES.
Se incluyen:
— Donantes con deterioro agudo de la funcién renal por inestabilidad hemodindmica u
otras causas que puedan determinar necrosis tubular aguda.
Si la funcién renal no se normaliza previa a la extraccion, se procederd a valorar la viabilidad
del injerto mediante biopsia antes de su implante.

— Tiempo de isquemia fria prolongada (> 24 horas).

A. Induccion con Timoglobulina:

Dosis preoperatorio: 1.5 mg/kg de peso diluidos en 500 ml de suero fisioldgico. La infusién se
iniciard al comienzo de la intervencidn quirtirgica y se programard para que dure 10-12 horas
(administrar a través de via central 0 fistula A-V).

Posoperatorio: continuar con 1 mg/kg/dia entre 5 y 7 dosis, segin evolucion. (Ver pauta de
administracion de Timoglobulina en pédgina 171).

Administrar la mitad de la dosis en casos de cifras de Leucocitos < 3.000/mm3 y plaquetas <
80.000/mm3. Suspender cuando la cifra de leucocitos sea < 1.500/mm3 o de plaquetas <

40.000/mm3.

B. Esteroides:
Dosis preoperatoria: 6-Metil Prednisolona 500 mg I'V.

Dosis ler dia: 6-Metil Prednisolona 125 mg IV.
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Dosis a partir del dia 2 postrasplante:
— Peso inferior a 45 Kg: Prednisona oral 20 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir la dosis hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
— Peso entre 45-65 Kg: Prednisona oral 25 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
— Peso superior a 65 Kg: Prednisona oral 30 mg/dfa. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 3 meses.
En pacientes con buena funcién renal, sin proteinuria, sin episodio de rechazo agudo, y con
anticuerpos citotéxicos pre y postrasplante negativos, valorar iniciar la supresiéon de prednisona
a partir del 3er mes de evolucién (la supresién se realizard lentamente, al menos durante un

periodo de un mes).

C. Tacrolimus de liberacion retardada (ADVAGRAF®):
ADVAGRAF® cépsulas de 5 mg
ADVAGRAF® cépsulas de 1 mg
ADVAGRAF® cépsulas 0,5 mg
Se iniciard el tratamiento cuando se compruebe mejoria de la funcién renal por el descenso de
las cifras de creatinina en sangre (entre el 3er y 5° dia). Nunca después del 5° dia.
Dosis de inicio: 0.12 mg/kg/dia.
Niveles en sangre recomendados:
Mientras que se recupera la funcidn renal mantener niveles entre 5 y 8 ng/ml.
Una vez que superada la fase de retraso de funcién renal:

— Hastaeldia90 .................... 8 -12 ng/ml.
— Apartirdel dia91 ................ 5 -10 ng/ml.

— En pacientes estables y que no hayan tenido episodios de rechazo agudo, mantener

niveles en el rango bajo, entre 5 y 7 ng/ml.
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D. Micofenolato Mofetil (CELLCEPT®):
CELLCEPT® comprimidos de 500 mg
CELLCEPT® comprimidos de 250 mg
Dosis preoperatoria: 1 gramo via oral antes de ir a quiréfano.
Dosis posoperatoria: 500 mg una hora antes del desayuno y de la cena, mientras que esté
recibiendo tratamiento con Timoglobulina. Un dia antes de terminar la administracién de
Timoglobulina aumentar la dosis a 1.000 mg una hora antes del desayuno y de la cena (ajustar
segin cifras de leucocitos y plaquetas). A partir del dia 15 y cuando el paciente tenga niveles
adecuados de Tacrolimus, reduccién progresiva de la dosis hasta alcanzar 500 mg cada 12
horas.
Hasta que el paciente tolere la via oral, se administrard por via IV a la misma dosis diluidos en
250 ml de suero glucosado al 5% a pasar en 3 horas.
Niveles en sangre recomendados de 2-4 mcg/ml.
En caso de intolerancia digestiva o cualquier otra condicién médica que impida el uso de
Micofenolato Mofetil se utilizard Acido Micofendlico (Myfortic®), teniendo en cuenta la
equivalencia de dosis:
—  Myfortic® 360 mg equivale a Cellcept® 500 mg
—  Myfortic® 180 mg equivale a Cellcept® 250 mg
Si no se recupera la funcidn renal, biopsiar precozmente (aproximadamente el 4° dia), por el

riesgo de asociaciéon de NTA y rechazo agudo.

5. RINONES EXTRAIDOS EN ASISTOLIA

Esta situacién tiene algunas consideraciones especiales:
— Es esperable una necrosis tubular aguda prolongada, por lo que se debe retrasar la
introduccién de anticalcineurinicos y mantener niveles bajos.
—  Por otro lado el dafio producido por la isquemia favorece la presentacién de rechazo

agudo.
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A. Induccion con Timoglobulina:

Dosis preoperatoria: 1.5 mg/kg de peso diluidos en 500 ml de suero fisioldgico a iniciar al
comienzo de la intervencidn quirdrgica y programado para que la infusién dure 10-12 horas
(administrar a través de via central o fistula A-V).

Posoperatorio: continuar con 1 mg/kg/dia entre 5 y 7 dosis, segin evolucion. (Ver pauta de

administracion de Timoglobulina en pédgina 171).

B. Esteroides:
Dosis preoperatoria: 6-Metil Prednisolona 500 mg I'V.
Dosis ler dia: 6-Metil Prednisolona 125 mg IV.
Dosis a partir del dia 2 postrasplante:
— Peso inferior a 45 Kg: Prednisona oral 20 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir la dosis hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
— Peso entre 45-65 Kg: Prednisona oral 25 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
— Peso superior a 65 Kg: Prednisona oral 30 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 3 meses.
En pacientes con buena funcién renal, sin proteinuria, sin episodio de rechazo agudo, y con
anticuerpos citotdxicos pre y postrasplante negativos, valorar iniciar la supresion de prednisona
a partir del 3er mes de evolucién (la supresion se realizard lentamente, al menos durante un

periodo de un mes).

C. Tacrolimus de liberacion retardada (ADVAGRAF®):
ADVAGRAF® cépsulas de 5 mg
ADVAGRAF® cépsulas de 1 mg

ADVAGRAF® cépsulas 0,5 mg
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Se iniciard el tratamiento cuando se compruebe mejoria de la funcién renal por el descenso de
las cifras de creatinina en sangre (entre el 3er y 5° dia). Nunca después del 5° dia.

Dosis de inicio: 0.12 mg/kg/dia.

Niveles en sangre recomendados:

Mientras que se recupera la funcién renal mantener niveles entre 5 y 8 ng/ml.

Una vez que superada la fase de retraso de funcién renal :

— Hastaeldia90 ................... 8 -12 ng/ml.
— Apartirdeldia91 .............. 5 -10 ng/ml.

— En pacientes estables y que no hayan tenido episodios de rechazo agudo, mantener

niveles en el rango bajo, entre 5 y 7 ng/ml.

D. Micofenolato Mofetil (CELLCEPT®):

CELLCEPT® comprimidos de 500 mg

CELLCEPT® comprimidos de 250 mg
Dosis preoperatoria: 1 gramo via oral antes de ir a quiréfano
Dosis posoperatoria: 500 mg una hora antes del desayuno y de la cena, mientras que esté
recibiendo tratamiento con Timoglobulina. Un dia antes de terminar la administracién de
Timoglobulina aumentar la dosis a 1.000 mg una hora antes del desayuno y de la cena (ajustar
segin cifras de leucocitos y plaquetas). A partir del dia 15 y cuando el paciente tenga niveles
adecuados de Tacrolimus, reduccién progresiva de la dosis hasta alcanzar 500 mg cada 12
horas.
Hasta que el paciente tolere la via oral, se administrard por via IV a la misma dosis diluidos en
250 ml de suero glucosado al 5% a pasar en 3 horas
Niveles en sangre recomendados de 2-4 mcg/ml.
En caso de intolerancia digestiva o cualquier otra condicién médica que impida el uso de
Micofenolato Mofetil se utilizard Acido Micofendlico (Myfortic®), teniendo en cuenta la

equivalencia de dosis:
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—  Myfortic® 360 mg equivale a Cellcept® 500 mg
—  Myfortic® 180 mg equivale a Cellcept® 250 mg
Si no se recupera la funcién renal, biopsiar precozmente, por el riesgo de asociacion de NTA y

rechazo agudo.

6. RECEPTORES CON SINDROME HEMOLITICO UREMICO COMO
ENFERMEDAD DE BASE, O QUE LO DESARROLLARON EN TRASPLANTE
PREVIO:

— Todos los pacientes deberian tener un estudio para valorar si existe una mutacién
genética de las de alto riesgo de recidiva. Estos estudios en la actualidad se realizan de
forma centralizada en el Hospital Universitario La Paz de Madrid, Unidad de
Investigacion (Dra Pilar Sdnchez-Corral Gomez). La peticién hay que solicitarla a
través del Laboratorio de Genética del Hospital Materno Infantil de Malaga.

—  Se realizan:

ESTUDIOS INMUNOLOGICOS Y BIOQUIMICOS
Perfil de complemento

Niveles de C3

Niveles de C4

Estudio de la via alterna del Complemento

Ensayo de regulacién de la via alternativa

Concentracion plasmaética de factor H

Autoanticuerpos anti factor H en plasma

Caracterizacion estructural del factor H en plasma
Concentracion plasmaética de factor I

Expresion de MCP (Membrana Cofactor Protein) en Pbls (leucocitos de sangre periférica)
ESTUDIOS GENETICOS (Polimorfismos y mutaciones)
Gen de factor H

Gen de MCP
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Gen de factor 1

- Segtin los resultados de dicho estudio las recomendaciones actuales son

I. Recomendacién de Trasplante Renal Aislado

II. Recomendaciones para trasplante combinado Higado-Rifién

ITI. Casos en los que en la actualidad no hay recomendaciones claras sobre si realizar trasplante

renal aislado o trasplante combinado higado-rifién

Recomendaciones perioperatorias y pauta de Inmunosupresion
Recomendaciones de PLASMAFERESIS
Las plasmaféresis estdn recomendadas:
e Cuatro a 6 horas antes de la cirugia (un minimo de 1.5 volumen plasmaético), reposicién

con plasma fresco. Repetir en caso de que se retrase la cirugia.
¢ Posoperatoriamente, dentro de las 24 horas después de la intervencion quirtirgica.

® Si se presentan complicaciones posoperatorias (reintervencién quirdrgica, retraso de la
funcién del injerto, rechazo) o recurrencia del Sindrome Hemolitico Urémico. En este
caso, pauta intensiva de plasmaféresis, se recomienda : recambio de 1 volumen
plasmatico por sesién, 1 sesidén diaria durante 5 dias consecutivos, después 5 por

semana durante 2 semanas y 3 sesiones por semana durante 2 semanas mas.

Recomendaciones de INMUNOSUPRESION:

La Declaracién del consenso no hace recomendaciones especificas sobre los protocolos de
inmunosupresioén. En particular: el Sindrome Hemolitico Urémico no se considera “per se” una
contraindicaciéon para el tratamiento con anticalcineurinicos. La inmunosupresién inicial con
inhibidores de la sefial de proliferaciéon (Sirolimus o Everolimus) no es muy alentadora, por
ausencia de ventajas clinicas demostradas y sin embargo los problemas que pueden existir en
cuanto a retraso de la cicatrizacidn, fistulas urinarias, linfoceles y funcién retrasada del injerto.
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Belatacept es un fairmaco inmunosupresor, cuyo mecanismo de accidn es el bloqueo selectivo de
la coestimulacion, mediante la unién con CD 80 y CD 86 de la célula presentadora de antigeno.
Hasta el momento actual, no se han descrito con su uso aparicién de microangiopatia trombdética
postrasplante3. Puede estar por tanto indicado, en aquellos casos de microangiopatia trombdtica
pretrasplante en los que el estudio genético anteriormente descrito sea negativo. Recientemente
(2011) comercializado en Europa, ha de solicitarse como medicamento extranjero a través del
Servicio de Farmacia del Hospital.
Como premisa previa es necesario conocer el estado serolégico del virus de Epstein- Barr del
receptor, puesto que Belatacept estd contraindicado en los receptores con serologia del virus
de Epstein-Barr (anticuerpos EB IgG) negativa, o desconocida.

Dada la complejidad de estos sindromes, todo paciente que este incluido en lista de
espera debera de tener en su historia claramente especificado el tipo de trasplante y el

protocolo de inmunosupresion a seguir.

En caso de decidir tratamiento con BELATACEPT (NULOJIX®), la pauta a seguir seria:

A. Induccion con Timoglobulina:

Dosis preoperatorio: 1.5 mg/Kg de peso diluidos en 500 ml de suero fisioldgico La infusion se
iniciard al comienzo de la intervencidn quirtirgica y se programard para que dure 10-12 horas
(administrar a través de via central 0 fistula A-V).

Post-operatorio: continuar con 1 mg/Kg/dia, hasta completar 7 dosis. (Ver pauta de

administracién de Timoglobulina en pagina 171).

B. Esteroides:
Dosis Preoperatoria: 6-Metil Prednisolona 500 mg IV.
Dosis del 1er dia: 6-Metil Prednisolona 125 mg IV.

Dosis a partir del 2° dia postrasplante:
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— Peso inferior a 45 Kg: Prednisona oral 20 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir la dosis hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.

— Peso entre 45-65 Kg: Prednisona oral 25 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 3 meses.

— Peso superior a 65 Kg: Prednisona oral 30 mg/dia. A partir del dia 14 de evolucién

comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 3 meses.

C. Micofenolato Mofetil:
Dosis Preoperatoria: 1 gramo via oral antes de ir a quir6fano
Dosis post-operatoria: 500 mg una hora antes del desayuno y de la cena, mientras que este en
tratamiento con Timoglobulina. Un dia antes del cese de la misma aumentar a 1.000 mg una
hora antes del desayuno y de la cena. Hasta que el paciente tolere la via oral, se administrard por
via IV a la misma dosis, diluidos en 250 ml de suero glucosado 5% a pasar en 2-3 horas.
En general se mantiene la dosis de 2.000 mg al dia mientras que el paciente esté en tratamiento
con belatacept, salvo efectos secundarios.
Niveles en sangre recomendados de 2-4 mcg/ml.
En caso de intolerancia digestiva o cualquier otra condicién médica que impida el uso de
Micofenolato Mofetil se utilizard Acido Micofendlico (Myfortic®), teniendo en cuenta la
equivalencia de dosis:

—  Myfortic® 360 mg equivale a Cellcept® 500 mg

—  Myfortic® 180 mg equivale a Cellcept® 250 mg

D. BELATACEPT (NULOJIX®):

Viales de 250 mg.

Lo preparan en la Farmacia del Hospital (diluidos en 50-100 ml de suero fisiol6gico).

Administracion en infusion constante, durante 30 minutos.

Puede administrarse por via periférica.
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— No es necesaria premedicacion.

Pauta de administracion:
— Cuatro dosis de 10 mg/kg: 8° dia postrasplante, semanas 3, 5 y 9 postrasplante.

— Continuar con 5 mg/kg cada 4 semanas, de forma indefinida.

Vigilancia del virus de Epstein Barr, mediante determinacién frecuentemente de la PCR en

sangre.

E. Plasmaféresis:

Realizar 2 sesiones de plasmaféresis (pretrasplante y en las primeras 24 horas tras la cirugia)
seguin las recomendaciones del apartado anterior (pdginas 156 y 172).

Profilaxis con antiagregantes plaquetarios.

— En el postoperatorio inmediato heparina de bajo peso molecular a dosis profilactica

— Para continuar con acido acetil salicilico 100-150 mg/dia durante al menos 3 meses

(preferible de forma indefinida).

En estos pacientes, si disfuncién renal (y si no hay contraindicacién médica) hacer biopsia

precozmente.

7. PACIENTES CON TUMORES PREVIOS AL TRASPLANTE.

Los pacientes recibirdn la inmunosupresién estdndar segin al grupo a que pertenezcan,
evitando, si es posible, la administracion de anticuerpos poli 6 monoclonales.

A partir de los 2-3 meses postrasplante retirada progresiva del anticalcineurinico y sustitucién

por inhibidor de m-TOR (Sirolimus o Everolimus).
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8. RECEPTORES CON HBV y HCV.

Donantes renales con serologia positiva para virus de la Hepatitis B:

— Los injertos de donantes con Ag HBs positivo podrin ser valorados para su implante

en receptores Ag HBs positivo.

— Previamente, deberd realizarse determinacién para el virus delta que debe ser negativa.

En caso de positividad, se desestimara el donante para trasplante.

Los pacientes virus B deberdn recibir tratamiento con Lamivudina desde el postoperatorio

inmediato, ajustando la dosis a la funcién renal segin el siguiente esquema:

Aclaramiento de

creatinina (ml/min)

Dosis diaria

> 50 ml/min

30-50 ml/min

15-30 ml/min

5 — 15 ml/min

< 5 ml/min

100 mg
50 mg
25 mg
15 mg

10 mg

Los pacientes recibirdn la inmunosupresién estdndar segin al grupo a que pertenezcan,

evitando, si es posible, la administracién de anticuerpos poli 6 monoclonales.

En la fase de seguimiento se recomienda:

a. Retirada de esteroides a partir del tercer mes, si el paciente alcanza una buena funcién renal y

no ha presentado episodio de rechazo agudo.

b. Inmunosupresién menos agresiva.
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Donantes renales con serologia positiva para virus de la Hepatitis C (VHC):
— Los injertos renales de donantes con serologia positiva para VHC, podréan ser valorados
para su implante en receptores con anticuerpos antiVHC positivos, PCR positiva para
VHC y genotipo 1b del VHC.
— Los receptores que reciban estos injertos deberdn recibir consentimiento escrito
especifico para esta condicién (cuando se incluyan en lista de espera), ademas del

habitual consentimiento informado para el trasplante.

Segin las guias KDIGO 2008 4, el protocolo de inmunosupresiéon mas adecuado para los
pacientes HVC no ha sido determinado y todos los agentes inmunosupresores disponibles en la
actualidad pueden ser usados.

Por tanto, los pacientes recibirdn la inmunosupresion estdndar segtin al grupo a que pertenezcan,

evitando, si es posible, la administracion de anticuerpos poli 6 monoclonales.

Algunas recomendaciones:

a. Utilizar en general inmunosupresion menos agresiva.

b. Retirada de esteroides a partir del tercer mes, si el paciente alcanza una buena funcién renal
y no ha presentado episodio de rechazo agudo. (Pacientes hiperinmunizados y/o retrasplante,
valoracién individual).

c. Estudios en pacientes HCV no trasplantados, sugieren que la terapia con micofenolato
pueden tener un efecto inhibitorio sobre la replicacién viral, y aunque esto no ha sido
demostrado en receptores de trasplante, los estudios tanto en trasplante hepédtico como en
trasplante renal sugieren una evolucién favorable de los pacientes VHC cuando se asocia acido
micofendlico al tratamiento.

d. Si el paciente desarrolla diabetes postrasplante valorar la posibilidad de cambiar Tacrolimus
por Ciclosporina. Si el paciente no tiene factores de riesgo inmunolégico, dar inmunosupresion
con Ciclosporina, Micofenolato y esteroides (pauta a continuacion).

e. Existe poca informacién en la actualidad del uso de Sirolimus en estos pacientes.
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INMUNOSUPRESION CON CICLOSPORINA PARA PACIENTES VIRUS C + Y BAJO
RIESGO INMUNOLOGICO
A. Ciclosporina (SANDIMMUN):

SANDIMMUN cépsulas 100 mg

SANDIMMUN cépsulas de 50 mg

SANDIMMUN cépsulas de 25 mg
Dosis preoperatoria: 5 mg/kg, via oral.
Dosis postrasplante: 5 mg/kg cada 12 horas. Si el paciente no tolera la via oral, se administrara
por via venosa 1/3 de esta dosis en 250 ml de solucién de glucosa al 5% a pasar en 6-8 horas
cada 12 horas.

Niveles en sangre recomendados:

— Hastael mes 3 ----------- 150-250 ng/ml.

— A partir del 3 mes ------- 100-200 ng/ml.

— A partir del afio ---------- 50-150 ng/ml.
B. Esteroides:

Dosis Preoperatoria: 6-Metil Prednisolona 500 mg I'V.
Dosis primer dia: 6-Metil Prednisolona 125 mg IV.
Dosis a partir del dia 2 postrasplante:
— Peso inferior a 45 Kg: Prednisona oral 20 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir la dosis hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
— Peso entre 45-65 Kg: Prednisona oral 25 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
— Peso superior a 65 Kg: Prednisona oral 30 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 3 meses.
En pacientes con buena funcién renal, sin proteinuria, sin episodio de rechazo agudo, y con

anticuerpos citotdxicos pre y postrasplante negativos, valorar iniciar la supresion de prednisona
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a partir del 3er mes de evolucién (la supresidn se realizard lentamente, al menos durante un

periodo de un mes).

C. Micofenolato Mofetil (CELLCEPT®):
CELLCEPT® comprimidos de 500 mg
CELLCEPT® comprimidos de 250 mg
Dosis Preoperatoria: 1 gramo via oral antes de ir al quiréfano.
Dosis post-operatoria: 2.000 mg/dia (1.000 mg una hora antes del desayuno y 1.000 mg una
hora antes de la cena). No mezclarlos con preparados de hierro oral.
Hasta que el enfermo tolere por via oral, se administra por via IV a la misma dosis, diluido en
250 ml de suero glucosado al 5% a pasar en 2-3 horas.
Niveles en sangre recomendados: entre 2-4 mcg/ml.
En general, la dosis de mantenimiento de MMF cuando se utiliza en combinacién con
Ciclosporina es de 1.000 mg cada 12 horas. Valorar de forma individual segun el riesgo
inmunoldgico la posibilidad de disminuir la dosis hasta 500 mg/12 horas.
En caso de intolerancia digestiva o cualquier otra condicién médica que impida el uso de
Micofenolato Mofetil se utilizard Acido micofendlico (Myfortic®), teniendo en cuenta la
equivalencia de dosis:
—  Myfortic® 360 mg equivale a Cellcept® 500 mg
—  Myfortic® 180 mg equivale a Cellcept® 250 mg
Si tras la cirugia no hay diuresis inmediata y la sospecha es de Necrosis Tubular Aguda,

modificar la inmunosupresion:

A. Ciclosporina:

Dosis Post-operatoria: 2 mg/kg de peso cada 12 horas, una hora antes del desayuno y de la
cena, para mantener niveles entre 50 y100 ng/ml.

Una vez superada la fase de retraso de funcién renal volver a los niveles recomendados en el

apartado anterior:
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Niveles en sangre recomendados:

— Desde que se recupere funcion renal hasta el dia 90: 150-250 ng/ml.
— A partir del dia 91: 100 - 150 ng/ml.

— A partir del afio: entre 50 - 150 ng/ml.

B. Simulect® (Basiliximab): 1 vial de 20 mg IV, diluido en 50 ml de suero fisioldgico, a pasar
en 20-30 minutos. (Cuando se confirme la situacién funcién retrasada, en las primeras 24 horas
del postoperatorio).

- Segunda dosis de 20 mg: 4 dias después.

C. Esteroides:

Misma pauta que el apartado anterior.

D. Micofenolato Mofetil (CELLCEPT®):
Misma pauta que el apartado anterior.
Si persiste el retraso de la funcién renal realizar biopsia de forma precoz como méximo entre el

5-7° dia postrasplante.

9. TRASPLANTE RENAL DE DONANTE VIVO.

Una de las ventajas del transplante renal de donante vivo es poder administrar los
inmunosupresores desde dias antes de la intervencién quirdrgica, previniendo asi mejor el
rechazo agudo.

La terapia serd individualizada segin las caracteristicas de donante y receptor.
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PRIMER TRASPLANTE RENAL, BAJO RIESGO INMUNOLOGICO, DONANTE
ESTANDAR

A. Tacrolimus de liberacion prolongada (ADVAGRAF®):

Dosis: 0.1 mg/kg/24 horas, iniciando el tratamiento 3-4 dias antes del trasplante. El dia de la
intervencion se determinard en la mafiana los niveles en sangre, para modificar si es preciso la
dosis, segtin los mismos.

Niveles en sangre recomendados:

— Dia 1 al 90: 8-12 ng/ml (en los primeros 14 dias mantener alrededor de 12 ng/ml).
— A partir del dia 91: 5-10 ng/ml.

— En pacientes estables, y que no hayan tenido episodios de rechazo postrasplante:

mantener niveles en el rango bajo, entre 5'y 7 ng/ml.

B. Micofenolato Mofetil (CELLCEPT®):

Dosis: 500 mg via oral cada 12 horas desde 3-4 dias antes del trasplante.

A partir de la intervencion quirdrgica: 2.000 mg/dia (1.000 mg una hora antes del desayuno
y 1.000 mg una hora antes de la cena). Hasta que el enfermo tolere por via oral, se administra
por via IV a la misma dosis, diluido en 250 ml de suero glucosado al 5% a pasar en 2-3 horas.

A partir del dia 15° de evolucidn, y si el paciente ha alcanzado niveles adecuados de tacrolimus
disminuir progresivamente la dosis hasta alcanzar 500 mg/12 horas. Siempre una hora antes o

dos horas después de tomar cualquier alimento.

C. Esteroides:
Dosis preoperatoria: 6-Metil Prednisolona 500 mg IV.
Dosis primer dia: 6-Metil Prednisolona 125 mg IV.
Dosis a partir del dia 2 postrasplante:
— Peso inferior a 45 kg: Prednisona oral 20 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién

comenzar a reducir la dosis hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses.
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— Peso entre 45-65 Kg: Prednisona oral 25 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 2 meses

— Peso superior a 65 Kg: Prednisona oral 30 mg/dia. A partir del dia 15 de evolucién
comenzar a reducir hasta alcanzar 5 mg/dia a los 3 meses.

En pacientes con buena funcién renal, sin proteinuria, sin episodio de rechazo agudo, y con

anticuerpos citotdxicos pre y postrasplante negativos, valorar iniciar la supresion de prednisona

a partir del 3er mes de evolucién (la supresidn se realizard lentamente, al menos durante un

periodo de un mes).

D. Simulect® (Basiliximab): 1 vial de 20 mg IV, diluido en 50 ml de suero fisioldgico, a pasar
en 20-30 minutos, antes de bajar al quir6fano.
- Segunda dosis de 20 mg: 4 dias después.

Algunas situaciones clinicas especiales.

I. RECEPTOR DE ALTO RESGO INMUNOLOGICO: HIPERINMUNIZADO, SEGUNDO

TRASPLANTE....

¢ Induccién con Timoglobulina. Misma pauta que pacientes hiperinmunizados,
apartado 2 (pdgina 142) de este protocolo.

e Tacrolimus y micofenolato desde 3-4 dias pretrasplante como en el apartado
anterior. A partir del trasplante misma pauta que pacientes hiperinmuizados,
apartado 2 (pagina 142) de este protocolo.

e Esteroides: Dosis preoperatoria: 500 mg IV pretrasplante, seguir misma pauta

que pacientes hiperinmuizados, apartado 2 (pdgina 142) de este protocolo.
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II. DONANTE Y RECEPTOR HLA IDENTICOS

e En estos casos no es necesario la induccidén con anticuerpos monoclonales (anti
CD25, basiliximab) o policlonales (timoglobulina) salvo en caso de elevado
riesgo inmunoldgico o donante con criterios expandidos.

e Se utilizard terapia estdndar con tacrolimus, micofenolato (ambos desde varios
dias antes del trasplante) y esteroides.

¢ En los casos de buena evolucion clinica se podrdn suspender los esteroides
precozmente.

® Mantener niveles de tacrolimus en el rango bajo (4-7 ng/ml) y a partir de los 6
meses postrasplante valorar suspenderlo manteniendo al paciente solo con

micofenolato.

IMPORTANTE: en todos los casos (salvo contraindicacién expresa), administrar una dosis de

heparina de bajo peso molecular la noche antes del trasplante.

PAUTAS DE PROFILAXIS

ANTIBIOTICOS PRE-CIRUGIA

Cefotaxima 1 g antes de ir a quir6éfano. Si el paciente no presenta NTA (confirmado con
descenso de creatinina sérica) se le administran, a partir de las 24 horas, 1 g cada 12 horas hasta
completar dos dosis.

Pacientes alérgicos a cefalosporinas recibiran Ciprofloxacino 200 mg IV.

PNEUMOCISTIS CARINII

Trimetoprin - Sufametoxazol (Septrin® 80/400 mg) 1 comprimido diario durante 6 meses a
todos los pacientes, salvo alérgicos a sulfamidas.

CITOMEGALOVIRUS

Pauta de profilaxis a seguir:

A. Donante positivo y receptor negativo:
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Ganciclovir IV los primeros dias postrasplante y seguir con Valganciclovir oral durante al
menos 6 meses.

Determinacién de PCR de CMV en sangre periédicamente sobre todo cuando se suspenda la
profilaxis.

B. Donante positivo o negativo y receptor positivo:

Valganciclovir oral durante 3 meses.

Determinacién de PCR CMV en sangre periddicamente, fundamentalmente cuando se suspenda
la profilaxis.

C. Donante y receptor negativos:

No se hace profilaxis. 37
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Seguimiento periddico, determinacién de PCR CMV en sangre y si fuera positiva tratamiento
con Valganciclovir/Ganciclovir hasta que se negativice.

Ganciclovir: se diluye en 100 ml de suero fisioldgico y se administra en 60 minutos. La
solucién debe usarse dentro de las 24 horas de su preparacion.

Ajuste de dosis de Ganciclovir segtn la funcién renal:

Filtrado Glomerular > 50 ml/min .............. 5 mg/kg/12 horas.
25 -49 ml/min ............. 2.5 mg/kg/12 horas.
10- 25 ml/min .............. 2.5 mg/kg/24 horas.
<10 ml/min ............... 1.25 mg/kg/24 horas.

Los pacientes en didlisis recibirdn 1.25 mg/kg/24 horas. El dia que se dialicen, la dosis se
administrard después de la sesion de hemodidlisis.

Valganciclovir (Valcyte®) comprimidos de 450 mg.

Ajuste de dosis de Valganciclovir segtn la funciéon Dosis de Dosis de

renal: Filtrado glomerular (ml/min) Induccion Mantenimiento

[J60 ml/min 900 mg 2 veces 900 mg/dia , una vez
al dia al dia

40-59 ml/min 450 mg , 2 450 mg/dia

veces al dia

25-39 ml/min 450 mg una vez 450 mg/dias alternos
al dia

10-24 ml/min 450 mg cada 2 450 mg dos veces a la
dias semana
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RECHAZO AGUDO

Siempre que se sospeche episodio de rechazo hay que solicitar anticuerpos citotéxicos.

A. Primer episodio: realizar siempre biopsia del injerto, salvo que exista algin impedimento o

contraindicacién médica.

1. Rechazo agudo leve (Grado I de Banff): esteroides. Tres dosis de 500 mg IV de 6-Metil-
Prednisolona.

2. Rechazo agudo moderado (Grado II de Banff): iniciar tratamiento conjuntamente con
esteroides (500 mg/dia, 3 dias) y timoglobulina.

B. Segundo o posteriores episodios de rechazo agudo. Siempre se hace biopsia renal. Se seguird

la pauta anterior.

RECHAZO AGUDO CORTICO-RESISTENTE
Normalmente se esperard 24-48 horas para ver si hay respuesta a los esteroides, y si no la

hubiera, iniciar tratamiento con Timoglobulina: 1.5 mg/kg/dia durante 7-10 dias.

RECHAZO AGUDO HUMORAL CON DEPOSITOS DE C4d.

1. Plasmaféresis a dias alternos segin respuesta (como minimo tres). Realizar determinaciones
periddicas de anticuerpos citotoxicos (preplasmaféresis) e intentar mantener las sesiones de
plasmaféresis hasta la desaparicion o disminucién de los anticuerpos circulantes.

Extraccién generalmente de dos litros de plasma; reposicion con suero fisiolégico y albiimina
(no plasma) (ver pauta en pagina 172).

2. Inmunoglobulina inespecifica 0.2-0.4 g/kg a dias alternos (maximo 2 g/kg como dosis
acumulada). (Ver pauta de administracién en pagina 145).

3. Timoglobulina 1 mg/kg a dias alternos (las dos primeras diarias) durante 7-10 dias (segtin
respuesta). (Ver pauta de administracion en pagina 171). Siempre después de la plamaféresis.

4. Tacrolimus para mantener niveles entre 6-8 ng/ml. Una vez que se suspenda la

timoglobulina ajustar dosis para mantener niveles entre 10-12 ng/ml.
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5. Micofenolato Mofetil durante el tratamiento con timoglobulina 500 mg/12 horas y después
aumentar a 1.000 mg/12 horas.

6. Esteroides como en los protocolos anteriores.

7. Rituximab: En los casos de no respuesta al tratamiento con plasmaféresis +
Inmunoglobulina, administrar Rituximab a dosis de 375 mg/m2/semana hasta un miximo de 4,
aunque la tendencia actual es administrar solo 2 dosis, una cuando se considere no respuesta a
las plasmaféresis + inmunoglobulina y la 2* y dltima al finalizar el tratamiento con
plasmaféresis. (Ver pauta de administracion en pagina 172).

Administrar profilaxis anti CMV y anti pneumocistis carinii.

Pauta de Administracién de TIMOGLOBULINA
1. Antes de administrar la 1* dosis, el paciente deberd estar en su peso seco (forzar la diuresis
con furosemida, o realizar diélisis y/o ultrafiltracion si es necesario).
2. La temperatura debe ser inferior a 38 °C. Administrar previamente paracetamol si es
necesario.
3. Pre-medicacion antes de la 1 y 2° dosis: Solumoderin® 125 mg IV una hora antes y
Polaramine ® 1 vial (5 mg) IV 15 minutos antes.
4. Diluir la dosis calculada en 500 ml de suero fisioldgico y administrar en 12 horas a través de
via central o fistula A-V.

® Si buena tolerancia a partir del 3°-4° dia se puede administrar un poco més rapido, pero

siempre como minimo en 6 horas.

¢ Se puede disminuir también el volumen de suero fisioldgico (pacientes con sobrecarga

de volumen, oliguria) a 250 ml (minimo 50 ml de fisioldgico por cada vial de TMG (25

mg)).
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5. No se requiere premedicacion para el resto del ciclo. Administrar paracetamol o Nolotil®, si

fiebre o cefalea.

6. Durante el ciclo de tratamiento con timoglobulina, reducir la inmunosupresién que tomara

previamente el paciente:

Micofenolato: intentar mantener 500 mg/12 h. (Vigilar cifras de Leucocitos vy
plaquetas).

Prednisona: mantener misma dosis.

Anticalcineurinico o inhibidor de m-TOR disminuir la dosis para intentar mantener los
niveles que se han descrito en cada apartado. Dos dias antes de terminar el ciclo,

aumentar dosis, para que se alcancen niveles terapéuticos adecuados.

7. Siempre que se use Timoglobulina hay que hacer profilaxis anti CMV (salvo en el caso de

receptor y donante negativos) y pneumocitis carinii.

Pauta de Administracion de RITUXIMAB (MABTHERA®)

Premedicacion 30-60 minutos antes con 125 mg de 6-Metil-Prednisolona.

Diluir la dosis calculada, en suero fisioldgico, generalmente 500 ml (concentracién
recomendada entre 1-4 mg/ml).

Se puede administrar por via periférica.

Comenzar la infusién a ritmo de 50 mg/hora, si es bien tolerada aumentar cada 30
minutos hasta un maximo de 400 mg/hora.

Si fiebre administrar paracetamol.

Pauta de PLASMAFERESIS

Habitualmente se extraen 2500 ml, pero lo adecuado es calcular el volumen plasmético. En el

caso de rechazo humoral los recambios se realizaran de 1 VP.

Calculo del Volumen Plasmatico (VP):

VP=(1-Ht)x (b +cP)

P: Peso corporal magro (Kg).
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b: 1530 para los hombres, 864 para las mujeres.

c: 41 para los hombres y 47.2 para las mujeres.

Una regla mnemotécnica es asignar al volumen plasmatico un valor aproximado de 35 a 40
ml/Kg de peso corporal, aplicando el valor mas bajo a los pacientes con Ht® normal y 40ml/Kg a
los que presenten valores inferiores a lo normal. Por ejemplo: un paciente de 70 Kg con un Ht°
normal (0.45) tendria un volumen plasmadtico estimado de 70 x 40 = 2800 ml.

La reposicion se hard con suero fisiolégico y albiimina

- Albimina 20 % : 250 ml (5 frascos de 50 ml).

- Suero fisioldgico: 1500 ml (variar en funcién del volumen plasmatico calculado, para que la

suma total de la reposicion sea igual al volumen de plasma extraido).

- Gluconato calcico: 2.5 ml por cada 500 ml de suero fisioldgico (Calcium Sandoz® 10%, viales

de 10 ml).

- Bicarbonato sédico 1/6 M: 500 ml.

Heparina sédica 1%: 50 mg de inicio y 10 mg/hora.

Bomba: 50- 100 ml/min.
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CRITERIOS DE DONANTES EXPANDIDOS
I. Criterios de la UNOS de Port y Metzger modificados (Am J Transplant 2003;3

Suppl.4:114-125).

1. Donante >60 afios

2. Donante 50-60 afios con al menos 2 de estas condiciones:
® Muerte cardiovascular (IAM 6 ACV isquémico).
e Presencia de HTA y/o diabetes.

¢ Creatinina sérica>1.5 mg/dl.

II. Score de Nyberg 2003 (Niberg SL, Am J transplant 2003;3. 715-721).

Variable | Score
Edad

<30 0
30-39 5
40-49 10
50-59 15
60-69 20
> 70 25
Historia de HTA
No 0
Si, Duracién 2
desconocida

< 5 afios 2
6-10 afios 3
> 10 afios 4
CCr

> 100 0
75-99 2
50-74 3
<50 4
Mismatch HLA

0 0
1-2 1
34 2
5-6 3
Causa de muerte
No ACV 0
ACV 3
TOTAL 0-39
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NYBERG, 2003

Rifiones | Puntos
A 0-9

B 10-19
C 20-29
D 30-39

Un Donante con puntuacion > 19 (C o D) debe considerarse con criterio expandido.

III. Criterios de Nyberg modificados (excluyendo MM HLA) (Mélaga, 2009).

Variable | Score
Edad

<30 0
30-39 5
40-49 10
50-59 15
60-69 20
> 70 25
Historia de HTA
No 0
Si, Duracién 2
desconocida

< 5 afios 2
6-10 afios 3
> 10 afios 4
CCr

> 100 0
75-99 2
50-74 3
<50 4
Causa de muerte
No ACV 0
ACV 3
TOTAL 0-36

NYBERG-MALAGA,
2009

Rifiones Puntos
A 0-10
B 11-20
C 21-29
D 30-36

Un Donante con puntuacién > 20 (C o D) debe considerarse con criterio expandido.
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A todos los injertos procedentes de donantes con criterios expandidos (definidos en apartado I,

II 6 III) se les realizara una biopsia en cufa.

Condiciones de la biopsia renal:

- Muestra adecuada: 25 6 mds glomérulos y dos arterias interlobulillares y/o arcuatas.
- Muestra marginal: 10-24 glomérulos y al menos una arteria interlobulillar y/o arcuata.

- Muestra inadecuada: Menos de 10 glomérulos y/o ausencia de arterias.

Protocolo de puntuaciones:

% de Arteriopatia | Elastosis Atrofia Fibrosis TOTAL
LESIONES | glomérulos | hialina Miointimal | Tubular Intersticial
esclerosados
o con atrofia
total

Rinon
Derecho

Rifidn
Izquierdo

Valoracion de las puntuaciones
Cada apartado se valorade 0 a 3:
1. Glomérulos esclerosados o con atrofia total por quistificacion.

- 0: 0-4.9% (ausencia de lesiones).
- 1: 5-14.9% (glomeruloesclerosis leve).
- 2: 15-24.9% (glomeruloesclerosis moderada).

- 3: mas del 25% (glomeruloesclerosis intensa).
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2. Arteriolopatia hialina.

0: ausencia de depositos hialino PAS (+) de las paredes arteriolares.

1: leve (presencia de depdsito hialino PAS (+) no afectando a toda la circunferencia, en

al menos 1 arteriola)

2: moderada (deposito hialino PAS (+) afectando a toda la circunferencia en al menos

una arteriola, sin comprometer la luz.

3: intensa (deposito hialino PAS (+) afectando a toda la circunferencia en al menos una

arteriola, con compromiso de la luz.

3. Hiperplasia miointimal. Engrosamiento fibroso de la intima vascular.

0: ausencia de lesiones.
1: Leve (oclusion de la luz inferior al 25 %).
2: Moderada (oclusion de la luz vascular ente 25-50%).

3: Intensa (oclusion de la luz vascular superior al 50%).

4. Atrofia tubular.

0: Ausencia de lesiones (menos del 5% de los tabulos con

engrosamiento/desdoblamiento de la membrana basal y/o cilindros luminales).

1: Leve (entre el 5 y el 25% de los tibulos con engrosamiento/desdoblamiento de la

membrana basal y/o cilindros luminales).

2: Moderada (entre 26% y 50% de los tibulos con engrosamiento/desdoblamiento de la

membrana basal y/o cilindros luminales).

3: Intensa (mds del 50% de los tibulos con engrosamiento/desdoblamiento de la

membrana basal y/o cilindros luminales).
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5. Fibrosis intersticial:

0: Ausencia de lesiones (menos del 10% del area cortical afectada).

1: Leve (entre 10%-25% del area cortical afectada).
— 2: Moderada (entre 26%-50% del area cortical afectada).

— 3: Intensa mas del 50% del area cortical afectada.

e Muestra renal con histologia desfavorable: puntuacion mayor de 7 y/o puntuacién
aislada de 3 en esclerosis glomerular, arteriopatia hialina y/ elastosis miointimal.
Desestimar para trasplante

e  Muestra renal con histologia favorable: puntuacién menor o igual a 7:

¢ Si puntuacidn < 5: trasplante renal simple.

En los casos de puntuacién entre 5 y 7: valorar trasplante birrenal.

Hay que tener en cuenta que en congelacidon (que es como se procesan de forma urgente las
biopsias) no se puede valorar la arteriopatia hialina, por lo tanto la puntuacién total en general
estard valorada “a la baja”.

Aunque existe una marcada diferencia en la definicién de funcién retrasada del injerto (FRI), y
también cierta controversia sobre su efecto a largo plazo, en general se acepta que ejerce un
impacto negativo en la funcién renal y en la supervivencia del injerto. Yarlagadda y col
realizaron una revision sistemdtica sobre la influencia de la FRI en la supervivencia de injertos y
pacientes, y concluyeron que ejercia un efecto negativo sobre la funcién renal, con cifras de
creatinina mds elevada, que ademds era un factor de riesgo para pérdida del injerto, y que
incrementaba el riesgo de rechazo agudo, aunque no influia en la supervivencia de los pacientes
a los 5 afios de seguimiento.

De ahi el interés en conocer que factores influyen en su desarrollo. En los dltimos afios se han
descrito diferentes escalas de valoracién del riesgo de desarrollo de FRI, segtin las

caracteristicas de los donantes (edad, raza, antecedentes de HTA, diabetes, funcién renal y causa
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de éxitus), y factores basales del trasplante (tiempo de isquemia fria, tiempo de isquemia de
revascularizacién, compatibilidad HLA).

En 2010, se redefini6 un nomograma para calcular el riesgo de FRI en base a factores del
donante, del receptor y datos del trasplante13. De facil acceso
(www.transplantcalculator.com), tras introducir datos del donante y receptor, predice el riesgo
de FRI después del trasplante, y adicionalmente de fallo del injerto. Asi, un 25 a 50% de
probabilidad de FRI se asocié con un 50% de incremento de fallo del injerto respecto a los que
tenian un riesgo de FRI < 25%. La validacién externa de este nomograma mostré una c-
estadistica de 0.7, lo que indica un buen grado de discriminacion, y mejoria respecto al previo

desarrollado en 2003 que mostrd una c-estadistica de 0.67.
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CRITERIOS PARA TRASPLANTE RENAL DOBLE
Criterios del Donante
a. Donantes con criterios expandidos definidos por apartado I, II y III (paginas 174 y 175) +
puntuacién en la biopsia entre Sy 7.
Resumidos:

— Donante >60 afios

Donante 50-60 afios con al menos 2 de estas condiciones:

e  Muerte cardiovascular (IAM 6 ACV isquémico).
e Presencia de HTA y/o diabetes.
e (Creatinina sérica>1.5 mg/dl.

En todos estos donantes hay que hacer biopsia.

Si puntuacién < § — trasplante renal simple.

Si puntuacién entre 5 y 7— trasplante renal doble.
Si puntuacién > 7— desestimar para trasplante.

b. Donante Mayor de 75 afios (con biopsia apta).

Rifiones con estructura vasculares dnicas y via urinaria simple.

Tener en cuenta ademas:
— El aspecto macroscépico de los rifiones y de las arterias del donante.

— Valorar peso y talla del donante.

— Los criterios indicados son orientativos. Siempre se debe hacer una valoracion

individual.

Criterios del receptor
1. Edad > 60 afios.
2. Bajo riesgo quirdrgico: ausencia de patologia complicada vascular y urolégica.

3. Consentimiento informado.
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DONANTES INFANTILES

1. Donante < 3 afios y/o peso < 15 kg serd ofertado a aquellos centros donde se realice trasplante
renal en bloque.

2. Donante de 3-4 afios podré ser valorado para: receptor infantil, implante en bloque o implante
de un sélo injerto en adultos de muy baja superficie corporal, no hipertensos.

3. El donante > 5 afios podrd ser valorado para ser implantado en adultos de baja superficie
corporal, no hipertensos, primer trasplante y no hiperinmunizados.

Inmunosupresion en pacientes que reciban injertos de donantes infantiles

a. Receptores jovenes: Induccion con Timoglobulina, Esteroides, Micofenolato e introduccién
tardia de Tacrolimus (misma pauta descrita en pagina 150).

b. Receptores mayores: Inducciéon con Basiliximab, Esteroides, Micofenolato e Introduccién
tardia de Tacrolimus (misma pauta descrita en pagina 145)

Profilaxis con antiagregantes plaquetarios.

— En el postoperatorio inmediato heparina de bajo peso molecular a dosis profilactica.

— Para continuar con acido acetil salicilico 100-150 mg/dia.
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INGRESO EN LA UNIDAD DE TRASPLANTE. ANALITICAS, EXPLORACIONES
COMPLEMENTARIAS Y ORDENES DE ENFERMERIA
A su ingreso en la Unidad:
— Monitorizaciéon EKG y saturacién de oxigeno.
— Extraccién de sangre para analitica urgente: hemograma, gasometria, GUCL
— Comprobar funcionamiento de la fistula arteriovenosa.
Administracién adecuada de fluidos intravenosos para mantener al paciente euvolémico o
ligeramente hipervolémico.
Comprobar la permeabilidad de la sonda en los pacientes en anuria y periddicamente en los
pacientes con hematuria macroscopica si se sospecha la formacién de codgulos.
Vigilancia de los drenajes y catéteres centrales.
Vigilancia estrecha de la diuresis.
Primer dia del postoperatorio:
1. Analitica de sangre: hemograma, GUCI y orina elemental e iones (Novahis, urgente, perfil:
trasplante renal rutina).
2. Analitica de sangre:
Bioquimica completa: deber4 incluir:
— Ac trico, Calcio, Fosforo, Fosfatasa Alcalina, Colesterol, Triglicéridos, HDL y LDL
colesterol. Apolipoprotina A y B hierro, Ferritina, Transferrina, GOT, GPT, GGT,

Bilirrubina total, LDH, Magnesio.
— Hemoglobina Glicosilada.
- PTH.
— 25 Hidroxi Vitamina D.
— Virus B, Virus Cy HIV.
— Serologia viral: CMV, Ebstein Barr, Herpes virus.

Solicitar via normal, por Novahis (perfil: primer dia postrasplante renal).
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3. Analitica del drenaje: creatinina, sodio, potasio (solicitar via urgente por Novahis; perfil :
orina bioquimica nefro y en las observaciones poner drenaje).

4. Eco-Doppler del injerto renal: solicitado urgente el primer dia laborable tras el trasplante
(en dias festivos y fines de semana se solicitard cuando se sospeche la presencia de alguna
complicacién aguda).

Durante el ingreso del paciente:

— Diariamente: analitica de sangre: hemograma, GUCI y orina elemental e iones
(Novabhis, urgente, perfil: trasplante renal rutina).

— Niveles de Inmunosupresores: anticalcineurinicos: en general: lunes, miércoles y
viernes. Inhibidores de mTOR: lunes y jueves (que son los dias en que los hacen en el
laboratorio). Ac: micofendlico, no pedir rutinariamente, solo cuando haya alguna
indicacion clinica.

— La analitica del drenaje solo se repetird cuando por el volumen o aspecto microscopico
del mismo se sospeche alguna complicacion.

— Cultivos de orina: 2 veces por semana: lunes y jueves.

— Las ecografias-doppler se realizaran segin la evolucién del paciente. En aquellos que
se mantengan en oligoanuria se repetirdn cada 2-3 dias.

— Biopsia del injerto de forma precoz cuando persista funcién retrasada del injerto o
cuando se produzca deterioro de la funcién renal, sospecha de rechazo agudo, recidiva

de enfermedad renal primitiva, etc.
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ANEXO B: CLASIFICACION DE BANFF 2013

Table 2: Aevised (Banff 2013] classification of antibody-mediated rejection (ABMR) in renal allografts

Acute/active ABMR; all three features must be present for diagnosis ™
1. Histologic evidence of acute fissue injury, including one or mare of the following:
Microvascular inflammation (g = 0¥ andfor pto = 0)
Infimal or transmural arteritis v > 0f°
Acute thrombotic microangiopathy, in the absence of any other cause
Acute tubular injury, in the absence of any other apparent cause
2. Bvidence of currentfrecent antibody interaction with vescular endothelium, including &t least one of the following:
Linear Cdd staining in peritubular capillaries (C4d2 or C4d3 by IF on frozen sections, or Cdd =0 by IHC on paraffin sections)
At least moderate microvascular inflammation (fg+ ptol = 21°
Increased expression of gene transcripts in the biopsy tissue indicative of endathelial injury, if thoroughly validated®
3. Berologic evidence of donor-specific antibodies (D5As) (HLA or other antigens)

Chronic, active ABMR; all three features must be present for diagnosis™’
1. Morphologic evidence of chronic tissue injury, including ane or more of the follzwing:
Transplant glomenulopathy (TG) (cg = 0% if no evidence of chronic thrombatic microangiopathy
Severe peritubular capillary basement membrane multilayering irequires EMI®
Arterial intimal fibrosis of new onsst, excluding other causes'
2. Bvidence of currentfrecent antibody interaction with vescular endothelium, including &t least one of the following:
Linear Cdd staining in peritubular capillanes (C4d? or C4d3 by IF on frozen sections, or Cdd =0 by IHC on paraffin sections)
At least moderste microvascular inflammation ([g-+ pto) = 217
Increased expression of gene transcripts in the biopsy tissue indicative of endathelial injury, if thoroughty validated®
3. Berologic evidence of D5As (HLA or other antigens)

Cdd staining without evidence of rejection; all three features must be present for diagnosis'!

1. Linear Cad staining in peritubular capilleries (C4d2 or C4d3 by IF on frozen sections, or Cdd = 0 by IHC on paraffin sections)

2. g=0, ptc=0, cg=0 [by light microscopy and by EM if available], v=10; no TMA, no peritubular capillary basement membrane
miultilayering, no acute tubular injury (in the absence of another apparent cause for this)

3. Mo scute cellmedisted rejection (Banff 87 type 14 or greater) or borderline changes

g, Banff chranic glomerulopathy scare; EM, electron microscopy; EMDAT, endothelial activetion and injury transcript; g, Banff glomerulitis
score; GBM, glomerular besement membrane; IF, immunoflucrescence; IHC, immunohistochemistry; ptc, peritubular capillarg; TCMR, T
cell-mediated rejection; v, Banff arterifis score.

"For all ABMR diagnoses, it should be spacified in the report whather the lesion is C4d-positive (C4d2 or C4d3 by IF on frozen sections;
Cédd =0 by IHC on paraffin sections) ar without evident C4d deposition (C4d0 or Cdd1 by IF on frozen sections; C4d0 by IHC on paraffin
sections).

*These lesions may be clinically acute, smaldaring or subclinical. Biopsies showing twa of the three features, except those with DSA and
Céd without histologic abnormalities potentially related to ABMR or TCMA (C4d staining without evidence of rejection; see footnote 11,
below) may be designated &s “suspicious™ for scutefactive ABMRA.

3Recumentide novo glomerulonephitis should be excluded.

#It should ba noted that these arterial lesions may be indicative of ABMR, TCMR or mixed ABMRTCMR. “v" lesions are anly scored in
arteries having a continuous media with twio or more smoath muscle leyers.

5in the presence of ecute TCMR, bordedine infitrates or evidence of infection, ptc =2 akone is not sufficient to define moderate
microvascular inflammation and g must ba =1,

Bat prasent the only validated molecular marker mesting this criterion is ENDAT exprassion (4], end this has only been validated in & single
center (University of Alberte). The use of EMDAT expression at other centers or other testfs) of gene expression within the biopsy as
evidence of ABMR must first undergo independent validation as was done for ENDAT expression by Sis et al (4).

?| ssions of chronic, active ABMR can range from primarily active lesions with eary TG evident only by EM (cg1al to those with advanced TG
amnd other chronic changes in addition toactive microvasculerinflanmation. In the absence of evidence of currentfrecent antibody interaction
with the endothelium (those features in the Second Section), the term active should be omitted; in such cases DSA may be present &t the
tirne of biopsy ar at any previows time posttransplantation.

Bincludes GEM duplication by EM only (cgia) or GBM double contours by light microscopy.

=7 layers in one cortical peritubular capillary and 5 in two additional capillaries (17), evaiding portions cut tangentially.

% Athile leukocytes within the fibrotic intima favar chronic rejection, these are s=en with chronic TCMR as well s chronic ABMR, znd are
therefore helpful anly if thers is no history of TCMR. An elastic stain may be helpful 85 sbsence of elastic lamellze is maore typical of chronic
rejection and multiple elastic lamellse are most typical of artenosclerosis, although these findings are not definitive.

"he dinical signifizance of these findings may be quite different in grafts exposed to anti-blood-group antibodies (AB0-incompatible
allografts), where they do not appesr to be injurious to the graft (18,19 and may represent accommodation. However, with antkHLA
antibodies such lesions may progress 1o chronic ABMA (200 and more outcome data are nesded.
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Table 3: Consensuses reached in development of the revised Banff classification of antibody-mediated rejection (ABMR)

1. AEMR [both acutefactive and chronic, activel may now be diagnosed in the absence of C4d deposition. However, in the absance of
C4d, additional evidence of current or recent antibody interaction with the vascular endothelium must be present; this will help avoid
overdisgnosis of ABMR. Such evidence may be morphologic, in the form of at least moderate microvescular inflammation, or
malecular, a5 detailed in Table 2 and in the tewxt.

2. As the criteria in Table 2 apply to both for-cause and protocol biopsies, and because similar biopsy findings may be seen in acute and
smoldering lesions of ADMN, the term “acutefsctive” is usad rather than just “scute.”” Further studies sre nesded to directly compars
graft outcomes in patients diagnosed with acutefactive ABMR in different clinical settings, as well as with preformedfrecurrent versus
de nowo DSAs. Where deemed appropriate the pathologist may comment that the biopsy findings and clinical circumstances suggest &
lesion that is acute or smoldering. Likewise, a commeant may be made as to the relative activity and chronicity in cases of chronic, active
ABMR.

3. Intimal arteritis {v1 and ¥2) should be included amaong lesions satisfying histologic criteria for ABMR, based on findings of Lefaucheur et
gl {21} that were recantly published and presented &t the 2013 Banff meeting. In AEMR, intimal arteritis is associated with an inferior
prognosis; however, these lesions are more commonly associated with mixed ABMB/TCMA than with “pure™ ABMR, and may also be
seen in pure TCMA in the absence of DS5As. Intimal arteritis may be the only histologic manifestation of ABMR, although this quite
uncommon (8 of 64 cases with DSA and intimal arteritis in Lefsucheur et al [21] lacked glomerulitis and peritubular capillaritis).

4. Diffuse (C4d3) and focal {C4d2) peritubular capillary Cdd staining by IF and IP a5 well minimal (C4d1) staining by IP should be considersd
Cdd-positive, the latter because of the lower sensitivity of staining by IP on pareffin sections (22) and evidence that C4d1 by IP is
associated with microvascular inflammation (11). There was disagreement on whether to consider Cdd1 on frozen sections as Cdd-
positive; a small majority felt it should not be althowgh the clinical significance of C4d1 needs further imsestigation.

D5A, donor-specific antibody; IF, immunofiuorescence; IP, immunoperoxidase; TCMRA, T cel-mediated rejection.

Table 4: Mew Banff Renal Waorking Groups and proposed guestions to be addressed
T Cell-Mediated ﬁaiaclinn [TCMR] Working Group
. Should the ti score be included in the classification for TCMR diagnosis? Options includs:

As a replacement for the | score

As part of a new category of chronicfactive TCMA

Recommend inclusion of ti score in the diagnosis line, possibly with a comment as to its prognostic significance, but do not change the
current TCMR classification

. Should the borderline category be modified to try and identify those lesions maost specific for active TCMA? Options include:
By assessing edema and tubular injury (as in CCTT classification)

By including immunohistochemical stains (e.g. granzyme B)

By assessing the extent of wbulitis (as in CCTT classification)

By inclusion of molecular data where evailable, and if so what are the most useful transcriptsftranscript sets to examine?
3. Are there clinical and pathological differances in borderline infiltrates in forcawse versus protocol biopsies?

[ 5]

Clinical and Laboratory Assessment of Highly Sensitized Patients Working Group

1. Develop evidence-based recommendations for transplantation of patisnts with broad sensitization and high titer DSAs, for whom the
only transplant option is desensitization

How frequently to monitor DSA?

Role of protocol biopsies, when iand to how far out posttransplant] should these be dona?

Should an increase in D5A without a change in graft function prompt a biopsy, and if s0 should & specific minimum mean fleorescence
intensity (MFI} be required?

What are the minimal capabilities a center neads to have to support care for these patients (including but not limited to HLA labf
pathology evaluation and twrn-around time, available therapies, specialized personnel)?

. Systemnatically evaluate possible differences in ABMR iclinically, serologically, pathologically and from a maolecular standpoint) in this
group of patisnts versus those of other sensitized patients and of nonsensitized patients with da novo DEA that may be relevant to how
the patients are treated

[ =]

Working Group for Evaluation of Adjunctive Diagnostics in Renal Allograft Biopsy Interpretation

1. Develop consensws guidelines for circumstances under which it is advisable to perform serologic testing for D5As and molecular
anahysis on renal biopsy tissue, serum andfor urine collected at the tima of biopsy

2. Generate consensus for applicable molecular markars and marker panals that are associated with improved diagnostic precision andfor
prediction of clinical outcomes

3. Develop and conduct multicenter molecular studies for specific disgnostic crcumstances (e.g. eary and late ABMA without evident
Cad deposition, borderline lesions, assessment of donor biopsies), including assessment of inter-canter assay reproducibility

ABMA, antibody-mediated rejection; i, Banff interstitial inflammation score; ti, Banff total interstitial inflammation score.

Haas M, Sis B, Racusen LC, et al. Banff meeting report writing committee. Banff 2013
meeting report: inclusion of c4d-negative antibody-mediated rejection and antibody-associated

arterial lesions. American Journal of Transplantation 2014; 14: 272-283.
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ANEXO C: LUMINEX.

L. En cada lote de pruebas, analice un suero de control negativo (N° de catalogo OLI LS-
NC o equivalente) para establecer los valores de fondo.Para completar la prueba en un
tubo de microcentrifuga de 1,5 ml

1. Mezcle bien las microesferas LABScreen agitando suavemente en vortex o pipeteando hacia
arriba y abajo varias veces antes del uso.

2. Incube en la oscuridad 5 pl de microesferas LABScreen con 20 ul del suero en estudio en un
tubo de

microcentrifuga de 1,5 ml durante 30 minutos a 20 — 25 °C con agitacién suave.

3. Diluya tampén de lavado 10X (N° de catdlogo OLI LSPWABUF) en agua destilada para
obtener una solucién 1X.

4. Afiada 1 ml de tampdn de lavado 1X a cada tubo con la solucién de microesferas o suero y
agite en el vortex. Centrifugue a 9,300 g durante 2 minutos. Aspire y deseche el sobrenadante.

5. Repita el paso 4 dos veces.

6. Diluya 1 pl por prueba de anti-IgG humana conjugada con PE 100X (N° de catdlogo OLI LS-
AB2) con 99 pl de tampdn de lavado 1X para preparar una solucién 1X.

7. Anada 100 pl de anti-IgG humana conjugada con PE 1X a cada tubo. Agite en el vortex y
luego incube en la oscuridad durante 30 minutos a 20-25 °C con agitacion suave.

8. Repita el paso 4 dos veces.

9. Anada 80 pl de tampén PBS 1X a cada tubo. Proceda a la adquisicion y el andlisis de los
datos o almacene la bandeja a 2—8 °C en la oscuridad hasta 24 horas antes del analisis.

I1. Para completar la prueba en una placa de 96 pocillos

Precaucion: Cierre la bandeja de 96 pocillos con cuidado y completamente para evitar la
contaminacién de las muestras entre pocillos presionando el cierre contra cada uno de los bordes
de los 96 pocillos. No vuelva a utilizar los cierres para bandejas. Utilice un cierre nuevo en cada

paso que requiera la aplicacién de un cierre para bandeja.
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1. Mezcle bien las microesferas LABScreen agitando suavemente en vortex o pipeteando hacia
arriba y abajo varias veces antes del uso.

2. Incube en la oscuridad 5 pl de microesferas LABScreen con 20 pl del suero en estudio en
cada pocillo de una placa 96 pocillos durante 30 minutos a 20 — 25 °C con agitacion suave.

3. Diluya tamp6n de lavado 10X (N° de catdlogo LSPWABUPF) en agua destilada para obtener
una solucién de lavado 1X.

4. Después de la incubacidn, afiada 150 pl de tamp6én de lavado 1X a cada pocillo de la placa.
Cubra con cierre para bandeja (N° de catdlogo OLI SSPSEA300 o equivalente) y agite en un
vortex. Centrifugue a 1.300 g durante 5 minutos.

5. Retire el tampoén de lavado de los pocillos de la placa agitando las bandejas o mediante
aspiracion por vacio.

6. Afiada 200 pl de tampén de lavado 1X a cada pocillo de la placa. Cubra la bandeja con un
cierre nuevo y agite en un vortex. Centrifugue a 1.300 g durante 5 minutos.

7. Retire el sobrenadante de los pocillos de la placa agitando las bandejas o mediante aspiracion
por vacio.

8. Repita los pasos 6y 7.

9. Diluya 1 pl por prueba de anti-IgG humana conjugada con PE 100X (N° de catdlogo OLI LS-
AB2) con 99 pl de tampdn de lavado 1X para preparar una solucién 1X.

10. Afiada 100 pl de anti-IgG humana conjugada con PE 1X a cada pocillo. Cubra con cierre
para bandeja y agite en un vortex. Incube en la oscuridad durante 30 minutos a 20-25 °C con
agitacion suave.

11. Centrifugue a 1.300 g durante 5 minutos.

12. Retire el sobrenadante de los pocillos de la placa agitando las bandejas o mediante
aspiracion por vacio.

13. Repita dos veces los pasos 6 y 7.

14. Afiada 80 pl de tamp6n PBS 1X a cada pocillo. Cubra la bandeja con un cierre nuevo y agite
en un vortex. Proceda a la adquisicién y el andlisis de los datos o almacene la bandeja a 2-8 °C
en la oscuridad hasta 24 horas antes del andlisis.
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I11. Para completar la prueba en una bandeja para filtracion de 96 pocillos

1. Mezcle bien las microesferas LABScreen agitando suavemente en vortex o pipeteando hacia
arriba y abajo varias veces antes del uso.

2. Diluya tamp6n de lavado 10X (N° de catdlogo OLI LSPWABUF) en agua destilada para
obtener una solucién 1X (aproximadamente 3,2 ml/bandeja/lavado).

3. Cubra los pocillos de la placa que no se usardn durante la prueba con un cierre para bandeja
para asegurarse de que los pocillos no utilizados permanezcan secos. Humedezca previamente
los filtros de la bandeja para filtracion dispensando 300 pl de tampon de lavado sclo en aquellos
pocillos que se utilizaran durante la prueba.

4. Incube la placa durante 10 minutos en una plataforma de agitador de placas a velocidad baja.
5. Aspire todos los tampones de lavado de los pocillos utilizando una valvula de vacvo
Millipore. No supere una presion de vacvo de 100 mm Hg.

6. Apada 5 pl de microesferas LABScreen con 20 pl del suero en estudio por pocillo de prueba.
Nota: Durante los pasos de dispensacion de las microesferas y las muestras, presione la punta
de la pipeta delicadamente contra la placa de filtracién para evitar que los filtros se rompan.

7. Incube la placa en la oscuridad durante 30 minutos a 20-25 °C con agitacion suave.

8. Afiada 175 pl de tamp6n de lavado a cada pocillo.

9. Encienda la bomba de vacio. Presione firmemente la placa sobre la vilvula de vacio.
Asegurese de que el liquido se drene lentamente. Asegurese de que el liquido se haya eliminado
de los pocillos antes de continuar.

Precaucion: No supere una presion de vacio de 100 mm Hg. Si el vacio se produce
rdpidamente, se perderdn microesferas, debido a que quedan atrapadas en los poros del papel del
filtro.

10. Repita cuatro veces los pasos 8 y 9, indicados maés arriba.

11. Afiada 100 pl de anti-IgG humana conjugada con PE 1X a cada pocillo.

12. Incube en la oscuridad durante 30 minutos a 20-25 °C con agitacion suave.

13. Repita cinco veces los pasos 8 y 9.

14. Aiada 80 pl de tampén PBS 1X a cada pocillo.
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15. Lea la muestra con el analizador de flujo LABScan 100™ vy ajuste la altura de la sonda si es

necesario.

IV. Analisis combinados

Se puede utilizar cualquiera de los protocolos anteriores en una prueba combinada de ciertos

productos LABScreen.

Para conocer combinaciones aceptables de lotes de LSI2PRA consulte

www.onelambda.com (Antibody Detection (Deteccidn de

anticuerpos)>LABScreen>LABScreen PRA/ Product Documentation (Documentacién
de productos): LABScreen Bead Combo — Multiple IDs DataSheet (Combinacién de
microesferas LABScreen — Hoja de datos de ID muiltiple)).

No combine paneles LABScreen de antigeno aislado Clase I combinado y Clase II

(dado que se superpondrian los ID de las microesferas).

1. Mezcle volimenes iguales de microesferas. Luego dispense la cantidad agregada apropiada

(10 o 15 pl) de mezcla de microesferas por prueba.

2. Las combinaciones de microesferas y cantidades a dispensar se indican en la tabla

siguiente.

Identificador de | Volumen de | Microesferas de | Suero de anilisis

catalogo microesferas por | control (NC/PC) por prueba
prueba

LS12PRA Su+5ul Incluidas 40 wl

(microesferas CI y

CI)

LS1A04 Sul Incluidas 20wl
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ANEXO D: TECNICA DEL Clgq

1.- Afadir 40ul de suero a un tubo de 1.5 ml.

2.- Calentar a 56°C durante 30 minutos.

3.- Preparar durante 30 minutos de la incubacién las microesferas de los andlisis (Se prepara una

muestra mds de las que vamos a hacer).
En un tubo de 1.5 ml afiadimos:
3a.- 5ul de microesferas de prueba (SAI o SAII) por muestra.
3b.-0.5ul de microesferas de control positivo C1q por muestra.
3c.- Se mezcla todo con el vortex y se mantiene en hielo hasta su uso.

4.- También se prepara durante la incubacién una solucién de C1lq para andlisis (Se prepara una

muestra mas de las que vamos a hacer).
En un tubo de 1.5 ml afiadimos:
4a.-4ul de hepbuf (tamp6n hepes) por muestra.
4b.-1ul de Clq de complemento humano (PEPC1Q) por muestra.
4c. Se mezcla todo con el vortex y se mantiene en hielo hasta su uso.

5.- Centrifugar a 10.500 rpm durante 10 minutos (si fuésemos a tardar en hacer el andlisis

transferir 30ul de suero (sobrenadante) a otro tubo de 1.5 ml y mantener en hielo).
6.- Agitar antes de su uso. Y del suero si se ha decantado a otro tubo.

7.- Afiadir 5pl del complemento humano diluido (PEPC1Q) a cada pocillo.

8.- Anadir 5 pl de las microesferas de andlisis premezcladas.

9.- Aiiadir 5 pl de suero a los pocillos designados de la planca de 96 pocillos.

10.- Cubrir, agita con la mano en la mesa e incubar 20 minutos en oscuridad.

11.- Afiadir 5 pl de anti-C1q conjugada con PE (PEPAC1Q) a cada pocillo, agitar con la mano

en la mesa. Y otros 20 minutos de oscuridad.

12.- Anadir 80ul de PBS a cada pocillo.
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13.- Centrifugar a 2.400 rpm durante 4 minutos.
14.- Extraer sobrenadante con un flick.

15.- Afadir 80ul de PBS, vértex y se lee.
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