Carrera de Especializacion en Inmunohematologia

ESTUDIOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD EN TRASPLANTE

X

Claudia Perez
Bioguimica Nacional

El presente trabajo final es presentado como requisito indispensable para optar al
grado académico de Especialista en Inmunohematologia, de la Universidad
Nacional de Rosario y en ninguna otra ocasiéon ha sido presentado para la
obtencion de otro titulo en esta u otra Universidad. El mismo contiene una
profunda revisidbn bibliografica sobre “Estudios de Histocompatibilidad en
Trasplante”, el mismo ha sido realizado en el periodo comprendido entre
septiembre 2016 y octubre 2018, bajo la direccion de la Dra. Silvia Garcia Borras.
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Resumen

El trasplante es el tratamiento de eleccion en muchos pacientes con érganos o
tejidos lesionados por distintas causas de manera irreversible, en un gran nimero
de ellos significa una oportunidad de vida y en otros una mejora significativa de la
calidad de la misma.

La primer barrera con la que se encuentra un trasplante es la de superar aquellas
reacciones por parte del sistema inmune.

El Complejo Mayor de Histcompatibilidad (CMH) constituye un grupo de antigenos
de la superficie celular que definen la naturaleza propia o alogénica de las células,
tejidos u 6rganos trasplantados, y generalmente son los responsables de generar
respuesta inmune en un trasplante. Estos antigenos se expresan
mayoritariamente en linfocitos.

Este sistema esta codificado por una serie de genes localizados en el brazo corto
del cromosoma 6. Estos genes son heredados en forma mendeliana codominante
en un bloque o haplotipo desde cada uno de los cromosomas del padre y de la
madre, constituyendo ambos haplotipos el perfii HLA de cada individuo. Los
cromosomas de los padres también pueden transmitir a sus hijos otros
determinantes antigénicos menores que auan no han sido completamente
identificados, y al igual que los anteriores pueden estimular y generar una
respuesta inmune.

En el caso de individuos no relacionados genéticamente como en el caso de
trasplante con donante cadavérico no es posible identificar haplotipos y se habla
de match de determinantes individuales. En trasplante clinico los mas estudiados
e importantes del CMH son los antigenos A, B, y DR, pudiendo existir una
compatibilidad perfecta de seis match (rara vez), diferentes grados de
compatibilidad o nula compatibilidad en el caso de cero macth.

De acuerdo al tipo de trasplante son los requerimientos de compatibilidad con los
gue debe cumplir. El laboratorio de histocompatibilidad es el encargado de realizar
los examenes entre receptor y donante con la finalidad de determinar el grado de
compatibilidad entre ellos, algunas de las pruebas a realizar son la tipificacion
HLA, pruebas cruzadas (crossmatch) linfocitarias, deteccién y monitoreo de
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anticuerpos anti HLA (PRA) como también la construccion y actualizacion de la
seroteca del laboratorio de histocompatibilidad.
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INTRODUCCION

El trasplante de o6rganos y tejidos humanos es uno de los avances mas
importantes de la medicina moderna. Es el resultado de una larga serie de
investigaciones realizadas dentro de las diversas especialidades médicas, las
cuales han permitido el éxito de los trasplantes, asi como el correcto manejo de la
terapia inmunosupresora.

El trasplante es un tratamiento médico que consiste en reemplazar 6rganos o
tejidos dafados, irreversiblemente lesionados, que pueden provocar la muerte del
paciente a corto o mediano plazo.

En determinados pacientes constituye la Unica oportunidad para continuar con
vida y para otros es la mejor alternativa de tratamiento.

La existencia del sistema inmunitario complica este procedimiento, debido a que la
exposicion a los antigenos extrafos del injerto induce una respuesta que puede
provocar el rechazo del trasplante. Los trasplantes se clasifican de acuerdo a las
diferencias genéticas entre el donante y receptor, segun el lugar donde se
implanta el injerto, asi como también, segun el tipo de donante, vivo o cadavérico

(1).

El estudio del rechazo de injertos de piel en ratones, condujo al descubrimiento del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). En el hombre, el CMH se
denomina Sistema de Antigenos Leucocitarios Humanos (Sistema HLA). La
funcién de los antigenos del Sistema HLA de un individuo, es presentar antigenos
extrafios a los linfocitos T (LT) e iniciar de este modo, una respuesta inmune
apropiada. En el desarrollo de esta respuesta, las poblaciones de LT son
especificas tanto para el antigeno como para las diferentes clases de antigenos
HLA. Las moléculas HLA de clase |, presentan péptidos antigénicos a los LT CD 8.
En cambio, las moléculas HLA de clase Il, presentan péptidos a los LT CD 4 (2).

Si bien el enorme polimorfismo poblacional del Sistema HLA, es una ventaja del
sistema inmunitario, ya que le permite presentar un gran numero de péptidos
antigénicos, representa una desventaja cuando se intenta trasplantar un 6rgano
entre individuos no relacionados familiarmente.

Debido a que el sistema inmune es una barrera a superar con la finalidad de
optimizar la supervivencia del injerto y minimizar posibles reacciones
inmunoldgicas de rechazo, antes de proceder a realizar un trasplante, es
necesario evaluar la compatibilidad antigénica entre el receptor y el donante y la
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pesquisa de anticuerpos preformados. Para tal fin se llevan a cabo los siguientes
estudios bioquimicos:

1
2
3
4

Determinacion del grupo sanguineo, de los Sistemas ABO y Rh
Tipificacion de los alelos HLA de clase | y de clase Il

Realizacién de pruebas cruzadas o cross match donante - receptor
Monitoreo y deteccidn de anticuerpos anti-HLA mediante un panel de
linfocitos o antigenos HLA purificados
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JUSTIFICACION

El procedimiento de trasplante para muchos pacientes significa una oportunidad
de vida y en otros casos una mejora de notable de su calidad de vida, para
aquellos 6rganos dafiados de forma irreversible.

La existencia del sistema inmunitario es la primera barrera a superar en este tipo
de tratamiento, el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) constituye un
grupo de antigenos de la superficie celular, estos antigenos se expresan
mayoritariamente en los linfocitos y generalmente son los responsables de
generar una respuesta inmune en un trasplante.

El enorme polimorfismo poblacional del Sistema HLA, es una ventaja del sistema
inmunitario, ya que le permite presentar un gran niumero de péptidos antigénicos,
también representa una desventaja cuando se realiza un trasplante entre
individuos no relacionados familiarmente ya que pueden estimular y generar una
respuesta inmune.

A fin de minimizar las posibles reacciones inmunologicas de rechazo como asi
también un correcto manejo de la terapia inmunosupresora el laboratorio de
histocompatibilidad es el encargado de realizar antes de proceder a un trasplante
los examenes entre receptor y donante con la finalidad de determinar el grado de
compatibilidad entre ellos, pruebas cruzadas (crossmatch) linfocitarias, como
también la deteccion y monitoreo de anticuerpos anti-HLA (PRA) que pueden
significar una menor sobrevida del 6rgano trasplantado.

OBJETIVOS GENERALES

e Describir los estudios o0 examenes que realiza el laboratorio de
histocompatibilidad entre receptor y donante antes de un procedimiento de
trasplante, dependiendo de los requerimientos de compatibilidad con los
gue debe cumplir de acuerdo al tipo de trasplante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Ampliar y actualizar conocimientos acerca de trasplante y respuesta
inmune, tipos de trasplantes, requerimientos de compatibilidad y tipos o
fases de rechazos

e Conocer y profundizar en el fundamento, procedimientos, ventajas y
desventajas de las distintas técnicas que realiza el laboratorio de
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histocompatibilidad antes de un trasplante a fin de aumentar las sobrevida
del 6rgano a trasplantar.
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Trasplante

El trasplante es el tratamiento indicado en enfermedades que anulan la funcién de
un organo o la reducen de tal manera que la insuficiencia resultante es
incompatible con la vida, mientras el resto del organismo mantiene su funcién
intacta.

Clasificacion de los trasplantes

a) Segun la relacion genética entre el donante y receptor de un trasplante.

- Autotrasplante: es el trasplante del tejido de una parte sana del cuerpo a
otra dafiada, de la misma persona. El paciente actia como donante y
receptor a la vez. Se denomina también trasplante aut6logo. Figura 1.

- Isotrasplante; el 6rgano es trasplantado entre individuos genéticamente
idénticos. ElI donante es genéticamente idéntico al receptor (gemelos
univitelinos). Figura 1.

- Alotrasplante: el organo es trasplantado entre individuos que no son
genéticamente idénticos. Constituyen la mayoria de los trasplantes. El
injerto se puede obtener de una persona fallecida, un donante vivo con
relacion de parentesco o de un donante vivo sin relacion de parentesco.
Figura 1.

- Xenotrasplante: en este caso el implante procede de un donante de otra
especie diferente a la del receptor. Figura 1.

b) Segun su sitio de implantacion

-Trasplante ortotépico: el organo trasplantado ocupa el mismo lugar que
ocupaba el érgano dafado

-Trasplante heterotépico: el 6rgano trasplantado ocupa un lugar distinto al
gue ocupaba el 6rgano dafiado en el cuerpo. ElI 6rgano del paciente
permanece como apoyo del érgano del donante y se injerta el 6rgano nuevo
en un lugar distinto del que ocupa el del paciente. No se elimina el 6rgano
enfermo. Es muy frecuente en trasplantes renales.

Tipos de donantes

a) Donante vivo: se realiza generalmente entre parientes. Los 6rganos dobles vy
tejidos a trasplantar son los siguientes: rifidn, pulmoén, segmentos hepaticos,
sangre del cordén umbilical, progenitores hematopoyéticos y médula ésea.
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b) Donante cadavérico: En este caso el donante es un individuo fallecido con
diagnostico de muerte encefalica, en el cual los 6rganos a trasplantar son
mantenidos funcionales hasta el trasplante, realizando la irrigacion de los
organos a ser trasplantados en forma artificial. Las principales causas de
muerte de las personas cuyos 6rganos son donados por sus familiares son los
accidentes de trafico debido a los traumatismos craneoencefalicos y los
accidentes cerebrovasculares. Por muerte encefélica se entiende el cese
irreversible y permanente de las funciones de todas las estructuras cerebrales,
siendo esta situacion, incompatible con la vida. Esto se confirma mediante un
electroencefalograma isoeléctrico o plano, ademas de otras pautas técnicas que
aseguran la irreversibilidad del proceso que lleva irremediablemente a la
muerte. En nuestra legislacion, la ley 21541 y el decreto reglamentario 3011
autoriza a un equipo formado por un clinico, un neurélogo o neurocirujano y un
cardidlogo a certificar el fallecimiento de un dador mediante: 1)
electroencefalograma practicado en las condiciones que exige el articulo 21 de
la citada ley; 2) la ausencia de respiracion espontanea; 3) pupilas midriaticas o
en posicion intermedia pese a estimulos foticos intensos; 4) ausencia de reflejos
oculoencefalicos durante las rotaciones cefalicas pasivas; 5) pruebas caloricas
vestibulares negativas. Una vez obtenido el donante y cumplidos los requisitos
de la ley, se suelen realizar ablaciones multiples (rifidn, higado, corazon,
pulmén, pancreas, intestino, corneas, huesos, segmentos osteotendinosos,
valvulas cardiacas, segmentos vasculares y piel). Estos organos, reciben
irrigacion por vasos exclusivos y dada la especializacion de sus estructuras
celulares y su elevada demanda metabdlica toleran escasos tiempos de
isquemia. Es fundamental para el éxito del trasplante, la conservacion Optima
del 6rgano a implantar, controlar su funcion hasta la ablacion y preservarlo
correctamente durante en el periodo de isquemia fria hasta la reperfusion en el
receptor. Necesitan también ser perfundidos con soluciones de preservacion a
bajas temperaturas durante su transporte para evitar alteraciones electroliticas y
acido base del medio intracelular, las alteraciones de toxicidad extracelular y el
efecto deletéreo de los radicales libres del oxigeno entre otras cosas.

El operativo de trasplante comienza con la denuncia de un potencial donante,
continla con el proceso de procuracion que mantiene en buen estado los
organos Yy tejidos del cadaver hasta que los mismos son ablacionados y
posteriormente transportados en condiciones especiales y en un periodo de
tiempo limitado, hasta donde se encuentra el receptor; para ser finalmente
implantados.
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TIPOS DE TRASPLANTES

No
empareniacos

Distinta
espece

Figura 1. Tipos de trasplante segun la relacidon genética entre donante y
receptor de trasplante.

Seleccion del donante

Hay determinados criterios de seleccion del donante, hay algunos generales y
otros de acuerdo al 6rgano o tejido a trasplantar y en relacidén a cada trasplante
(enfermedad neoplasica, infecciones, antecedentes de internacion psiquiatrica,
embarazo, otras patologias a evaluar en cada caso).

Evaluacion del potencial donante

a) Evaluacion de la historia clinica
b) Examen fisico

c) Datos analiticos

d) Estudios serologicos

e) Estudios de Histocompatibilidad
f) Estudios complementarios

El mayor inconveniente para el progreso de la técnica y el desarrollo de los
trasplantes radica en el fenédmeno de rechazo; para minimizarlo, se busca la
mayor compatibilidad genética entre el donante y el receptor. Es fundamental
lograr la compatibilidad antigénica de los grupos sanguineos del Sistema ABO
y de los antigenos del Sistema HLA presente sobre la membrana de las células
nucleadas. De todas formas, posteriormente al trasplante, el receptor, debera
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recibir farmacos inmunosupresores para evitar que el érgano sea reconocido
como extrafo y se produzca un rechazo (3).

Trasplante y Respuesta Inmune
Histocompatibilidad

En la mayoria de los casos, el mayor impedimento para que un trasplante
tenga éxito es la respuesta inmune adaptativa contra los tejidos trasplantados.

En la transfusion, que es el primero y mas frecuente de los trasplantes de
tejidos, la sangre del donante y receptor, deben ser compatibles con respecto a
los antigenos de los grupos sanguineos de los Sistemas ABO y Rh, para evitar
la rapida destruccién de los eritrocitos, por anticuerpos ABO incompatibles.
Debido a que estos sistemas son poco polimoérficos, compatibilizar donante-
receptor es relativamente facil. La compatibilidad ABO constituye el primer
nivel de restriccion en trasplante (4,5).

Sin embargo, cuando se trasplantan tejidos que contienen células nucleadas
gue expresan antigenos HLA, casi siempre se presenta una reaccion inmune
contra el organo o tejido trasplantado, debido a su gran polimorfismo e
inmunogenicidad.

La compatibilidad HLA entre donante y receptor aumenta el porcentaje de éxito
de los trasplantes, por lo tanto, las diferencias genéticas entre ambos, pueden
desencadenar el fendmeno de rechazo.

Cuando el donante y el receptor difieren en sus antigenos HLA, la respuesta
inmunitaria se dirige contra las moléculas HLA no propias expresados por el
injerto.

Aunque los estudios de Histocompatibilidad, mejoran significativamente el
porcentaje de éxito de los trasplantes, no evitan las reacciones de rechazo.
Esto puede deberse a imprecisiones en la tipificacion HLA o a la disparidad
donante-receptor de los antigenos H menores. Los antigenos H menores,
estan codificados por genes no HLA. Son péptidos derivados de proteinas
polimodrficas que son presentados por las moléculas del 6rgano trasplantado

(6).
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Antigenos Que Participan en Trasplantes

Antigenos Polimorfismo

1) ABO limitado

2) CMH muy polimérfico

3) Antigenos H menores no HLA limitado

4) Xenoantigenos extremadamente polimorficos

Tipos o fases de rechazo en un trasplante

El rechazo de un trasplante ocurre cuando las células del injerto expresan
antigenos HLA distintos a los del receptor y estimulan su respuesta inmunitaria. El
rechazo de un aloinjerto muestra dos caracteristicas tipicas de la inmunidad
adaptativa, memoria y especificidad. Se puede clasificar, de acuerdo al tiempo y
los mecanismos inmunologicos involucrados. La disparidad genética entre el
donante y receptor ayuda a predecir la evolucion de los trasplantes (7). Figura 2.

Un aloinjerto es rechazado por el huésped en un periodo de varios dias, este
proceso se conoce como “rechazo primario” y es mediado por linfocitos T.

Un injerto procedente del mismo donante y trasplantado al mismo receptor es
rechazado mucho mas rapidamente, esto se conoce como “rechazo secundario” y
es un ejemplo de memoria inmunoldgica, una de las caracteristicas clave de la
inmunidad adaptativa y estd mediada por anticuerpos y linfocitos T.

== AR == =
,

‘o A\
! ! [ Injerto de piel l ! !
! ! I Pocas semanas I ! !

Figura 2. El injerto de piel entre cepas de ratones es aceptado o rechazado segun
sus CPH. Trasplante singénico y alogénico respectivamente
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Dependiendo de la velocidad con la que se produzca, se distinguen los siguientes
tipos de rechazo:

1)

2)

3)

Rechazo hiperagudo, es el que se produce s6lo horas o incluso minutos
después del injerto. Esta forma de rechazo, se debe a la presensibilizacion
del receptor contra el donante. Es el rechazo fulminante mediado por
anticuerpos, cuando el receptor se halla previamente sensibilizado por
embarazo, transfusién o trasplante previo o bien porque no se ha tomado el
recaudo de controlar que exista compatibilidad ABO. Como ya se mencioné
constituye el primer nivel de compatibilidad requerida. La expresion
histopatoldgica del fenomeno de rechazo es la destruccidn del injerto en las
horas o minutos que siguen a la revascularizacion, por trombosis o infarto
de los pequefios vasos del injerto, por lo que son ineficaces todas las
técnicas de inmunosupresion como tratamiento (8,9). Figura 3. Es por ello
gue la evaluacion pre trasplante debe constar de:

a) verificar la compatibilidad donante-receptor del Sistema ABO

b) realizar pruebas cruzadas donante-recetor, para analizar si existen

anticuerpos preformados en el receptor
c) tipificar los antigenos del Sistema HLA del donante y el recetor

Rechazo agudo, es que se produce en la primera semana 0 meses
postrasplante. Ocurre en un 20-40% de los trasplantes cadavéricos. Su
mecanismo principal es la reaccion del huésped contra el injerto, mediada
por linfocitos. Como respuesta de hipersensibilidad retardada, causa la
destruccion del injerto al cabo de dias o meses, provocando infiltracion
mononuclear, edema y hemorragia. Se puede tratar este tipo de rechazo
mediado por células intensificando la terapia inmunosupresora.

Después del rechazo agudo el injerto suele presentar areas de fibrosis y
otras de regeneracion (10). Figura 3.

Rechazo crénico, aparece en periodos mas tardios de evolucion del
trasplante, meses o0 afios después. Existen evidencias de que el
mecanismo subyacente en este rechazo es la incompatibilidad HLA. Tiene
muchas veces una progresion insidiosa pero inexorable pese a una
inmunosupresion creciente, pues en esta modalidad el dafio vascular es lo
primero por extrema proliferacion endotelial que progresivamente ocluye los
vasos del injerto. Figura 3.

C.p
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TIPOS DE RECHAZO

RECHAZO HIPERAGUDO RECHAZO AGUDO RECHAZO CRONICO
Tiene lugar en los = ®Tiene lugar las primeras ¢ Ocurre meses o afios
| primeros minutos de | | semanasdel trasplante después de realizado el

haber realizado el eComo consecuencia de la trasplante

trasplante. respuesta adaptativa, por . Caractefizado por perd.ic‘ia
®Por accién de anticuerpos el reconocimiento directo prog'resuva de la funcidn

pre-existentes en la de HLA del donante del érgano trasplantado

circulacion del receptor. e Diferencias de HLA de ® Fibrosis y engrosamiento
clase | entre el donante y de las paredes vasculares

¢ El rechazo se produce por

TR Ir r i | G :
activacion del fin f:;(:::?r CSDeS pELVAR. lo3 ® Su patogénesis no es muy
complemento. conocida
; ®Diferencias de HLA de e Intervencion de citosinas
¢ Los anticuerpos . -
Solicradas Boedanicas clase Il se activan los que estimulan los
P linfocitos T CD4 fibroblastos

de clase IgM o de clase

IgG preformados _l"rovocando vasculitis o trombomf Acumulo de agresiones

Figura 3. Resumen de los distintos tipos de rechazos, velocidad de evolucion y
mecanismos celulares y humorales involucrados.

Enfermedad injerto versus huésped

La enfermedad injerto contra huésped (EICH) es una de las principales
complicaciones del trasplante de medula 0sea.

La medula Osea reconoce los tejidos del receptor como extrafios causando una
enfermedad inflamatoria grave caracterizada por sarpullidos, diarrea y neumonia.

Es una complicacion que puede ocurrir después de un trasplante de médula 6sea
o de células madre. En esta enfermedad, las células de donante recientemente
trasplantadas atacan el organismo del receptor del trasplante, o puede aparecer
por incompatibilidades entre antigenos H menores entre el donante y el receptor
histoidénticos (11).

Para controlar estos procesos es necesaria una adecuada terapia
inmunosupresora desde el momento del trasplante.

Antes de un trasplante, se analizan el tejido y las células de los posibles donantes
para ver qué tan compatibles son con la persona que recibe dicho trasplante. La
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EICH es menos probable que ocurra o los sintomas serdn mas leves cuando la
compatibilidad es alta. La posibilidad de que se presente EICH es:

e Alrededor del 30 a 40% cuando el donante y el receptor estan
emparentados.

e Alrededor del 60 a 80% cuando el donante y el receptor no estan
emparentados.

Sintomas

Existen dos tipos de EICH: aguda y cronica. Los sintomas en ambas van de leves
a graves.

La EICH aguda generalmente ocurre dentro de los primeros 6 meses después de
un trasplante. Los sintomas agudos comunes abarcan:

e Dolor o cdlicos abdominales, nauseas, vomitos y diarrea

e Ictericia (coloracion amarillenta de la piel o los 0jos) u otros problemas del
higado

e Erupcién cutanea, picazon, enrojecimiento en areas de la piel

La EICH cronica generalmente comienza mas de 3 meses después de un
trasplante y puede durar toda la vida. Los sintomas cronicos pueden abarcar:

« Resequedad en los o0jos 0 cambios en la vision

e Boca seca, parches blancos dentro de la boca y sensibilidad a los alimentos
picantes

o Fatiga, debilidad muscular y dolor cronico
e Dolor o rigidez en las articulaciones

e Erupciébn cutanea con areas levantadas y decoloradas, asi como
endurecimiento o engrosamiento de la piel

« Dificultad para respirar
e Sequedad vaginal

e Pérdida de peso
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Pruebas y exdmenes

Se pueden hacer varias pruebas de laboratorio y examenes meédicos para
diagnosticar y controlar problemas causados por la EICH.

Una biopsia de piel, o de las membranas mucosas bucales o de otras partes del
cuerpo, puede ayudar a confirmar el diagnéstico.

Inmunosupresion

Luego de realizado el trasplante, la lucha contra el rechazo esta presidida por la
inmunosupresién con drogas que hagan tolerables inmunolégicamente las
diferencias que quedan después de realizado el descarte de compatibilidades por
medio de la tipificacion tisular y las pruebas cruzadas.

A excepcién de los isoinjertos la inmunosupresion no puede detenerse después
del trasplante, pero a altas dosis soOlo se debe usar las primeras semanas 0
durante la crisis de rechazo. Posteriormente, el injerto puede mantenerse con
dosis relativamente pequefias de farmacos inmunosupresores que desde luego
tienen efectos adversos menores.

La eficacia de la inmunosupresion solo puede medirse por la respuesta especifica
e inespecifica de los linfocitos en la sangre periférica y por la funcionalidad del
injerto; de modo que la dosis de inmunosupresores solo se regula con base en su
toxicidad.

Farmacos inmunosupresores
Prednisona o metilprednisona

Se administra a dosis elevada (2 a 20 mg/kg/d) en el momento del trasplante y
luego se va disminuyendo hasta una dosis de mantenimiento de (0.2 mg/kg/d) que
debe darse indefinidamente. Debido a los efectos adversos, sobre todo en nifios
en los que se detiene el crecimiento, en ciertas ocasiones se utiliza a dias
alternos, pero esto reduce su capacidad inmunosupresora.

Azatioprina
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Es un antimetabolito que se usa en el momento mismo del trasplante y que es
tolerado indefinidamente por el receptor a dosis de 1,5 a 3 mg/kg/d. Sus efectos
adversos son la depresion de la medula ésea.

Ciclofosfamida

Es un agente alquilante y el sustituto para los pacientes que no toleran la
azatioprina. Tiene con frecuencia episodios de toxicidad grave, cistitis
hemorragica, alopecia, infertilidad, etc.

Ciclosporina

Su accion es sumamente especifica, inhibe de manera intensa la formacion de
células T citotoxicas, lo cual resulta evidente en cultivos mixtos de linfocitos y
evitando el rechazo de aloinjertos con su administracion profilactica. Impide la
produccion de IL-2, esencial para la proliferacion de los clones de linfocitos T
reactivos a antigenos, aunque no inhibe las células T supresoras. Su
descubrimiento fue fundamental en la evolucion de los trasplantes clinicos ya que
en combinacién con dosis bajas de prednisona suplanta con ventaja a todas las
otras drogas debido a su gran efectividad. Su principal desventaja radica en su
nefrotoxicidad y en su adsorcion en medio liposoluble (leche o aceite) cuando es
administrada oralmente.

Otros

Globulina antilinfocitaria (ALG), anticuerpos monoclonales contra células T, e
irradiacion.

SISTEMA HLA

El sistema inmune esta disefiado para identificar y destruir en forma muy eficiente
a diferentes microorganismos. Sin embargo, los gérmenes patdgenos, poseen
ciclos de vida complejos y se alojan en distintos compartimientos extracelulares o
intracelulares. Para eliminar al microorganismo sin afectar al huésped, el sistema
inmune desarroll6 a lo largo de la evolucion, algunos mecanismos que permiten
identificar fragmentos derivados de los mismos. Estas estructuras son
generalmente péptidos, derivados de la degradacion de proteinas, producidas en
compartimientos  intracelulares  especificos, capturadas por moléculas
especializadas y presentadas al sistema inmune. La presentacién de péptidos
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microbianos inicia la activacion de la respuesta inmune adaptativa y el desarrollo
de funciones efectoras que permitirdn la eliminacion del microorganismo y la
generacion de la memoria inmunitaria.

En el proceso de presentacion de péptidos por moléculas especializadas
participan un conjunto importante de proteinas de membrana y citoplasmaticas.
Entre las proteinas de superficie se destaca un conjunto de glicoproteinas,
codificado por un grupo de genes denominado CMH. Estas células reconocen
solamente a antigenos exhibidos en las superficies celulares. Dichos antigenos
pueden derivar de agentes patdgenos intracelulares, que se replican dentro de las
células, o de agentes patdégenos o sus productos que son internalizados por las
células del fluido extracelular.

Originalmente el CMH fue descrito debido al papel que desempeian sus
moléculas durante el rechazo de un trasplante alogénico. Los experimentos
pioneros sobre el CMH consistieron en la realizacion de injertos de piel entre
diferentes ratones. En estos modelos experimentales se observd que el rechazo
se debia a una fuerte respuesta inmune contra antigenos expresados por el
injerto. Luego, se establecieron cepas de ratones endocriadas, que se
caracterizaron por aceptar injertos de piel provenientes de animales de la misma
cepa (injertos o trasplantes singénicos) y rechazarlos si eran de una cepa diferente
(alogénicos). Posteriormente se demostro que este rechazo se debia a diferencias
en una region del genoma que recibio el nombre de CMH (12).

Sin embargo, es absurdo pensar que a lo largo de la evolucion, las especies
hayan mantenido en su genoma un conjunto de genes que codifican la
“histocompatibilidad”, ya que los injertos de piel o trasplantes son un artificio de
qguiréfano que no esta relacionado con la seleccion natural. Desde el comienzo se
pensé que el CMH desempefiaba otra funcion y su caracteristica de molécula de
histocompatibilidad era una consecuencia de ella. Esta funcidon primaria comenzé
a conocerse en la década del 1970 cuando se demostré que los linfocitos T
requieren para su activacion el reconocimiento del antigeno en el contexto de las
moléculas del CMH.

La principal caracteristica de este sistema es su alto grado de polimorfismo. Este
polimorfismo permite que estas moléculas se unan a diferentes péptidos y posee
un papel fundamental en trasplantes de 6érganos y en la susceptibilidad a padecer
ciertas enfermedades. Figura 4.

El Sistema HLA consta de 4 millones de pares de bases, localizados en la porcion
distal de la banda 6p21.3, en el brazo corto del cromosoma 6, habiéndose
identificado cerca de 400 genes. Las moléculas HLA son estructuralmente
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polimorficas y se expresan como heterodimeros en la superficie celular. Este
polimorfismo extremo ha permitido describir cerca de 490 alelos para HLA-B, 250
para HLA-A, 119 para HLA-C y 135 para HLA-DRB1. Estudios familiares
demuestran que la recombinacion en esta regién es rara, y el conjunto completo
de alelos se heredan, habitualmente, como una unidad denominada haplotipo,
constituyendo el conjunto de los dos haplotipos (uno heredado de cada progenitor)
el genotipo del individuo. La herencia de este sistema de antigenos es
codominante. Respecto a sus caracteristicas estructurales y funcionales los genes
y moléculas HLA principales se clasifican en clase | y clase Il. Figura 5. Los
aspectos funcionales estan en relacion a su capacidad para procesamiento y
presentacion antigénica. Esta y el posterior reconocimiento del antigeno es un
proceso inmunoldgico de reconocimiento de lo propio y la capacidad para
desarrollar una respuesta inmune especifica hacia los antigenos no propios. En un
trasplante alogénico, el riesgo de rechazo depende del grado de disparidad
genética entre donante y receptor con respecto a las moléculas HLA u otras
moléculas de histocompatibilidad. Las secuelas inmunolégicas de un injerto
incompatible pueden inducir a una disminucion en la supervivencia del injerto en
trasplante de 6rganos solidos y al desarrollo de enfermedad contra huésped en
trasplante de médula 6sea. Ademas, pueden ocurrir fendmenos de sensibilizacion
mediante la formacion de aloanticuerpos HLA que pueden ser perjudiciales para la
evolucion del trasplante (13,14).

Aparte del los antigenos de histocompatibilidad, existen otros antigenos
codificados por genes no HLA que participan también en los trasplantes y se
denominan antigenos menores de histocompatibilidad. Son péptidos derivados de
proteinas polimorficas (producidas por las células) que son presentados por
moléculas HLA del 6rgano trasplantado, con especial relevancia en trasplante de
médula 6sea. Entre estos encontramos los antigenos H-Y, HA-1, GSST, etc
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POLIMORFISMOS DEL COMPLEJO HLA CLASE |y CLASEII

A B C DP Do DR
Al Bwd Bwa? Cwl Diwl DOl DRl Dwl
A2 BS Pwég Cw2 DPw2 DOw2 DR2 3
A Bwé B4y Cw3 DPw3 DOw3 De3 Dw3
A9 B7 Pw S0 Cwid DPwd DR4 Dwd
AlD B Bl Cws DPws DRS
All Bl2 Pw52 Cwé DPwé DRwé
Awl9 Bi3 Bw33 Cw? DRY Dw?
A3 Bl4 Pw354 Cwsg DRwS Dwi
A24 Bi1s Bw 35 DRwY
A25 Blé Pw 56 DRwri0
A5 B1? Bw5? DRwil Dws
AL Bis Pw358 DRw12
A2 B2l BwS DRwi3 Dwt
AZD Bw22 Bw60 DRwi4 D9
A3l 527 Bl DRws2
AZ2 B35 Pw62 DRwS3
Aw33 B3? Bwil
Aw3d B338 Bwb4
Aw3E B39 Pwis
Awd3 B40 Bwb67
Awdd Bwidl Bw 70
Aws3 Bwid2 Ba71
AwE9 B4 Pw72

B4S P73

Bwdd

FIGURA 4. Organizacion y Polimorfismo del complejo HLA

Organizacion génica del SISTEMA HLA

La region HLA se puede subdividir en tres subregiones: clase I, clase I, clase lll.
La region HLA de clase | contiene, (ademas de los genes clasicos HLA-A, HLA-B,
Y HLA-C) otros loci genéticos designados como HLA-E, HLA-F, HLA-G, HLA-H,
HLA-J, HLA-K, HLA-L, MICA y MICB. Figura 5. Estos ultimos genes codifican para
las proteinas HLA no clasicas o también llamadas de clase Ib y frecuentemente
tienen un polimorfismo limitado y niveles bajos de expresion. Algunos genes de
clase Ib expresan proteinas no funcionales o no expresan ninguna proteina. Los
genes incapaces de expresar productos proteicos funcionales se denominan
pseudogenes. Otras proteinas HLA no clasicas han estado asociadas con una
variedad de funciones. Por ejemplo, HLA-E se encuentra asociado con el sistema
de células natural killer. ElI antigeno HLA-G se expresa en el trofoblasto y podria
estar involucrado en el desarrollo de la tolerancia inmune materna respecto a
antigenos fetales (15).

La organizacién gendmica de la region de la clase Il (HLA-D) del CMH es mas
compleja. Las moléculas del CMH de clase Il consisten en un complejo no
covalente de dos cadenas estructuralmente similares, a y f. Ambas cadenas se
codifican dentro del CMH. EI polimorfismo de las moléculas HLA clase Il resulta de
diferencias en ambas cadenas a y 3. Este polimorfismo depende de la isoforma de
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clase Il. Por ejemplo, con HLA-DR, la cadena a es esencialmente monomorfica,
pero la cadena B es muy polimorfica. Los diferentes haplotipos tienen distintos
nameros de genes clase Il y pseudogenes (15).

Aunque no se considere general mente parte del sistema HLA, la region CMH de
clase Ill contiene cuatro genes del sistema complemento. Dos de los genes de
Clase Ill, C4A y C4B, codifican variantes de la molécula C4. También incluyen
genes tan importantes como los del factor de necrosis tumoral (TNF), los de la
enzima 21-hidroxilasa y los que codifican para tres miembros de las proteinas
HSP. Las HSP (heart shock proteins) son una familia de proteinas que estan
presentes en la mayoria de las células y se clasifican segin su peso molecular (p.
ej, HSP 70 por su peso de 70 KDa). Estas proteinas se producen en grandes
cantidades por las células como respuesta al estrés mecanico, a la estimulacion
con citocinas o a las altas temperaturas como mecanismo de proteccién frente a
condiciones adversas.

Genes de las moléculas HLA

. o\l !!/

DP . A
X - Class Il X k
Class i DQ gf cas '’ Class |
DP DR Q C4A TNF B C -~

i i iy

Centromere - -

| Sl

el e

Figura 5. Estructura y organizacién del CMH en el brazo corto del cromosoma 6.

La herencia del Sistema HLA sigue los principios generales de la genética
Mendeliana. Todas las personas poseen dos cromosomas 6 y por lo tanto, dos
haplotipos HLA, uno heredado de cada progenitor. Los productos génicos
expresados constituyen el fenotipo, que puede ser determinado para un individuo
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realizando la tipificacion de los antigenos o alelos HLA. Como los genes HLA son
autosémicos y codominantes, el fenotipo representa la expresién combinada de
los dos haplotipos. Figura 6.

Un niflo hereda una copia del cromosoma 6 de cada padre, por lo tanto, un
haplotipo CMH de cada progenitor. Como cada progenitor posee dos copias
diferentes del cromosoma 6, hay 4 combinaciones de haplotipos posibles en los
hijos (en ausencia de recombinacion). El patron de herencia es importante para
predecir si los miembros de la familia podrian ser donantes compatibles para
trasplante. La probabilidad de que dos hermanos sean HLA idénticos es del 25 %.
Tener dos hermanos eleva la probabilidad al 44 % y tres al 58 %. Cualquiera sea
el numero de hermanos disponibles la probabilidad nunca sera del 100 % (al
menos que sean hermanos gemelos idénticos).

Patrones de Herencia: La expresion de los alelos de CMH es codominante

Figura 6. Esquema que muestra la herencia del sistema HLA. Todas las personas
poseen 2 cromosomas 6 y por lo tanto dos haplotipos HLA, uno heredado de cada
progenitor. La expresion de los alelos de CMH es codominante, o sea cuando dos
alelos diferentes estan presentes en un genotipo y son expresados.
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Genes y moléculas HLA de clase |

Estructuralmente, un gen clasico de MHC de clase | consta de 8 exones. La
transcripcion de este gen da lugar a la sintesis de un ARNm y la traduccion de
éste a una proteina de 340 amino&cidos (aa). Los exones 2, 3 y 4 codifican las
regiones extracelulares a 1, a 2 y a 3, respectivamente; la mayor variacién
polimorfica se localiza en las secuencias que codifican los aa 60 a 100 del dominio
a 1,y 150 a 200 del dominio a 2. El exdn 5 codifica la regién transmembrana vy, los
exones 6, 7 y 8 codifican la region citoplasmica.

Las moléculas HLA de clase | constan de una cadena pesada a de 45 Kda que se
une a una cadena ligera de 12 Kda, la B—microglobulina, codificada en el
cromosoma numero 15. Esta se une no covalentemente al dominio a 3 de la
cadena pesada y es necesaria para la expresion de la molécula HLA de Clase | en
la superficie celular (16).

Las cadenas a son glicoproteinas de membrana y su regidon extracelular posee
unos 300 aa, la porcion hidrofébica transmembrana de 25 aa, que es muy
parecida a la de otras proteinas expresadas en membrana, y la region
citoplasmatica que tiene unos 30 aa. Los tres dominios extracelulares tienen, cada
uno, cerca de 90 aa y se extienden desde la regidén a 3 adyacente a la membrana,
a las regiones mas distales a 2 y a 1, las cuales tienen restos de carbohidratos. La
mayor cantidad de polimorfismo en la secuencia de estas moléculas se localiza en
unas regiones hipervariables dentro de los dominios a 1y a 2. El dominio a 3 tiene
un plegamiento del tipo de dominio Igs, es menos polimorfico que los anteriores, y
en su estructura se encuentra el sitio de union a la molécula CD8 del linfocito T.
Un dato importante en la determinacion del polimorfismo es el hecho de que varios
antigenos diferentes pueden compartir una 6 mas especificidades que reaccionen
en forma cruzada.

La B-microglobulina es una proteina no polimérfica de 100 aa que presenta una
estructura de dominio de Igs y se codifica fuera del complejo CMH. Esta molécula,
a diferencia de la cadena a de las moléculas HLA de clase I, no posee una region
transmembrana, por lo que se mantiene unida a través de su interaccion con los
dominios a 1, a 2, a 3. Su principal funcion es estabilizar todo el conjunto para que
las moléculas de clase | adquieran la estructura terciaria adecuada. Figura 7.

En el afio 1987, se publicé la estructura cristalografica tridimensional de la
molécula HLA-A2, lo que origin6 que se multiplicasen los estudios sobre la
relevancia funcional de los sitios de polimorfismo y su unién al receptor de la
célula T (TCR). Los sitios de union con el péptido estan formados por una hoja de
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8 cadenas B, envuelta por dos regiones de hélice a. Los péptidos se unen en el
surco que sitda entre las dos hélices a, y en contacto con la cara superior de las
hojas B, quedando dos dominios de inmunoglobulina por debajo del sitio de union
del péptido. Los péptidos que se pueden unir a las moléculas HLA de clase |
suelen tener una longitud mas corta, unos 8 a 10 aa, que los que unen a clase Il y
son, generalmente, de origen enddgeno. La localizacion de los sitios antigénicos
polimérficos conducido a especular sobre el papel de estos polimorfismos en los
trasplantes de érganos y la susceptibilidad a enfermedades.

Lugar de unién al TCR ™ Lugar a;\ MHC-I

Dominios de unién ~90Aa

al péptidoy al TCR

Carbohidratos

Dominios del tipo
inmunoglobulina

a3 posee el lugar de
unién para CD8

Dominio
transmembrana

Dominio
citoplasmatico

Figura 7. Representacion esquematica de las moléculas HLA clase |, mostrando
las cadenas polipeptica alfa y Beta, sus dominios estructurales y las unidades de
carbohidratos fijados.

Genes y moléculas HLA de clase I

En cuanto a la organizacion génica de region HLA de clase Il se ha subdividido en
las tres que conocemos en la actualidad, HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP. Asi, en la
subregion HLA-DR, hay un solo gen que codifica para la cadena a, cinco genes
para las cadenas B (HLA-DRB1-5), y 4 pseudogenes. No todos los genes HLA-
DRB estan presentes en todos los haplotipos, de modo que algunas
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combinaciones son especificas de haplotipo, ya que pueden ocurrir varios
reordenamientos dentro de este locus (16).

Las subregiones HLA-DQ y DP constan, cada una de ellas, de 2 genes para las
cadenas a y 2 para las cadenas 3, HLA-DQA1, -DQAZ2, -DQB1, -DQB2 y —-DPA1, -
DPA2, -DPB1, -DPB2. Los productos de los genes HLA-DQAl y —-DQB1 se
asocian para formar los antigenos HLA-DQ y, analogamente, los productos de los
genes HLA-DPA1 y —DPBL1 se asocian para formar los antigenos HLA-DP.

El tipico gen HLA de clase Il para la cadena a, consta de 5 exones, la estructura
del gen de la cadena B es muy similar. El polimorfismo de estos genes se
concentra en el exdn Il, que es el responsable de codificar la estructura de la unién
al péptido.

Las moléculas HLA de clase Il son también glicoproteinas de membrana tipo |y
constan de un heterodimero formado por una cadena a de 34 kDa y una cadena f3
29 kDa. Esta diferencia de tamafo se debe a la cantidad de carbohidratos de cada
cadena (16).

Cada una de ellas consta de una region citoplasmatica de 12 a 15 aa, una region
transmembrana de 20-25 aa, y una region extracitoplasmatica formada por dos
dominios de unos 90-100 aa. Los dominios préximos a la membrana de cada
cadena, a2 y B2, poseen una estructura del tipo de la superfamilia de las Igs,
mientras que los dominios distales, a1 y B1, forman la estructura de unién al
péptido. Las regiones hipervariables, para las moléculas HLA-DRB1, son las
regiones diana de los métodos de tipificacion usados para definir los polimorfismos
en el ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las moléculas
HLA-DQ y HLA-DP son polimérficas en ambas cadenas a y 3. Figura 8.

La estructura tridimensional de las moléculas HLA de clase Il es similar a la
estructura de las moléculas de clase |. Las posiciones mas polimorficas de las
moléculas se encuentran en las regiones terminales de los dominios
extracelulares. El péptido que ligan las moléculas HLA de clase Il suele ser de
origen exdgeno, en contraste al caracter endogeno del que ligan los de HLA de
clase I.

Las moléculas HLA de clase Il presentan los dominios a2 y B2 proximales a
membrana, y un bolsillo de unién al péptido. Este bolsillo presenta ligeras
diferencias estructurales con respecto al de las moléculas de clase |, y ellas van a
condicionar las caracteristicas de los péptidos que son capaces de unir. Lo mas
importante, es el hecho de que, sus extremos se encuentran abiertos y permiten la
unién de péptidos de mayor tamafio que las moléculas de clase I.
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Figura 8. Representacion esquematica de las moléculas HLA clase Il, donde se
muestran las cadenas polipeptidicas alfa y beta con sus dominios estructurales y
las unidades de carbohidratos adheridos a las misma.

Expresion de las moléculas HLA en tejidos

Las moléculas HLA de clase I, se expresan en todas las células nucleadas y
plaquetas y presentan niveles variables en los distintos tejidos. La expresion de
estas moléculas esta influenciada por factores como distintas citoquinas y
linfoquinas. En comparacion con las moléculas de clase I, el rango de tejidos que
expresan moléculas de clase Il es mas limitado pero, las citoquinas, pueden
estimular su expresion. Constitutivamente, estan presentes en la superficie celular
de linfocitos B, monaocitos, linfocitos T activados, precursores eritroides, células de
langerhans, células de Kupper, astrocitos y células dendriticas, conocidas como
células presentadoras de antigenos (CPA) (17).

Ademas, las moléculas HLA de clase Il se encuentran también en determinados
endotelios vasculares, ciertos epitelios (tracto gastrointestinal) y glomérulos
renales.
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Como en las moléculas HLA de clase |, también se han observado diferencias
cuantitativas de expresion para las distintas moléculas HLA de clase Il. Asi, las
moléculas HLA-DR estan presentes en mayor cantidad que la HLA-DQ Y HLA-
DP.

La expresion de dichas moléculas puede verse alterada en situaciones de rechazo
o tolerancia del trasplante. Por ejemplo, las células endoteliales de los érganos
trasplantados pueden alcanzar alta expresion de HLA de clase Il.

Funcion biolégica

La funcion principal del Sistema HLA es presentar péptidos antigénicos a los
linfocitos T. Los linfocitos T interactian con los antigenos peptidicos. Este proceso
tiene lugar solamente, cuando los receptores de antigenos de las células T (RTC)
involucran a las moléculas HLA y a los antigenos peptidicos contenidos en los
surcos de union al péptido. Esta limitacion se denomina “restriccion CMH”.

En el timo, se seleccionan los linfocitos T cuyos TCR se unen a las moléculas de
HLA propias (seleccion positiva), con la excepcion con TCR que también se unen
a un péptido derivado de un antigeno propio, en cuyo caso los linfocitos T se
suprimen (seleccion negativa).

Las moléculas de Clase | se sintetizan y los antigenos peptidicos se insertan en el
lugar de union al péptido, en el reticulo endoplasmico. Los péptidos antigénicos
gue se unen en el surco de las moléculas de Clase | tienen ocho o nueve
aminoacidos de longitud y derivan de proteinas producidas por las células
(proteinas endogenas). Estas proteinas enddgenas, que pueden ser proteinas
propias normales, propias alteradas, como las células neoplasicas, o proteinas
virales, como la de las células infectadas por virus, se degradan en el citosol por
accion de proteasas y se transportan al reticulo endoplasmico por transportadores
especificos. Las moléculas de clase | se expresan en la membrana de todas las
células nucleadas, donde pueden interactuar con los linfocitos T CD8 positivo. Si
el TCR de un linfocito T CD8 puede fijar los antigenos peptidicos en el contexto de
las moléculas de clase | especificas que los exhiben, esta unidon activa las
propiedades citotoxicas de los linfocitos T, que atacardn a la célula y
desencadenaran una respuesta inflamatoria (17).

La presentacion de los antigenos por parte de las moléculas de clase | es de
particular importancia en la defensa del huésped contra los patdégenos virales.
Figura 9. También se ha observado que las células tumorales que no expresan
moléculas de Clase | escapan a este control inmunolégico.
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Figura 9. Diagrama que muestra las secuencia en el procesamiento de antigenos
citosolicos. Las moléculas de Clase | presentan a los linfocitos T CD8, péptidos
endogenos derivados de proteinas intracelulares propias o de proteinas extrafias
de agentes microbianos que infectaron la célula

Asi como las moléculas de clase I, también las moléculas de clase Il se sintetizan
en el reticulo endoplasmico. En estas moléculas, primero, en el surco de union al
péptido, se inserta una cadena invariante (li). Posteriormente, en el endosoma,
esta cadena es removida por una molécula de clase Il especializada, llamada
HLA-DM. El locus DM también se localiza en el CMH. Luego, los antigenos
peptidicos de clase Il se insertan en el surco de union al péptido. Estos antigenos
péptidos que se insertan en el surco de las moléculas de clase II, tienen
generalmente de 12 a 25 aminoéacidos de longitud y derivan de proteinas captadas
por las células mediante endocitocis. Estas proteinas exégenas, que pueden ser
propias o provenientes de patdgenos como las bacterias y se degradan a péptidos
por accion de enzimas de la via endosomica. Las moléculas de clase Il son
transportadas a la superficie celular, donde pueden interactuar con los linfocitos T
CD4 positivo, éstos responden secretando citoquinas estimuladoras (17). Este
mecanismo es importante en la produccion de anticuerpos. Figura 10.
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VIA EXOGENA
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Figura 10. Diagrama que muestra la secuencia en donde las moléculas de Clase
Il presentan a los linfocitos T CD4 antigenos proteicos que fueron endocitados y
procesados en el linfocito B o macréfagos

Nomenclatura de los antigenos HLA

La nomenclatura del sistema HLA es definida por un comité internacional
patrocinado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Esta homenclatura se
actualiza regularmente para incorporar nuevos alelos HLA. Los antigenos HLA se
designan con la sigla HLA, seguida de una letra segun el locus donde se codifica
el alelo HLA, y luego un namero (por ejemplo, HLA-A1 o HLA-BS).

El desarrollo de nuevos métodos de tipificacion HLA, permitié descubrir que
antigenos, gque se creia representaban una especificidad Unica, fueran divididos en
especificidades serolégicas diferentes y luego, genéticamente diferentes. Para
designar un nuevo alelo, el requerimiento minimo es la secuencia de los exones
dos y tres del HLA de Clase | y del exén dos del HLA de Clase Il (DRB1). Estos
exones codifican los aminoacidos variables que confieren la especificidad
antigénica del HLA. Se adopt6 una nomenclatura uniforme que tiene en cuenta el
locus, la especificidad seroldgica principal y el grupo de alelos que se determina
por técnicas de tipificacion molecular (18). Figura 11. Por ejemplo, la
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secuenciacion de nucleétidos ha identificado al menos 90 secuencias de
aminoacidos del exdn dos generando nuevas variantes (alelos) del HLA-DR4. La
primera variante HLA-DR4 se denomina DRB1*04:01, que indica el locus (DR), la
proteina (cadena 1), un asterisco para denotar que le sigue el nombre de un alelo
( 'y que la tipificacion se determiné mediante técnicas moleculares), la
especificidad serolégica principal (04 para HLA-DR4), y el nimero de variacion del
alelo de la secuencia 2 (variante 01). Un sistema similar se utiliza para denominar
a los alelos Clase 1.

Guion utilizado Sufijo utilizado

para separar el para denotar

nombre del gen del cambios en la
prefijo HLA Separador expresion

Separadores de
campos

HLA-A*OZ,:T\1 o1 ,:1\01 :4\02N

j—’ Lyt Mt A hed S
Prefijo HLA Gen Campo 4: Se

utiliza para
mostrar
diferencias en

_ . . una region no
Campo 2: Proteina HLA especifica s Sdficadora

W
Campo 3: Se utiliza para mostrar una sustitucion sindénima
de ADN dentro de la region codificadora

Campo 1: Grupo del alelo

Figura 11. Nomenclatura HLA segun normas de la OMS

INMUNOLOGIA APLICADA

Laboratorio de Histocompatibilidad

El laboratorio de histocompatibilidad esta capacitado para realizar los estudios
necesarios para trasplante de 6rganos y tejidos, de acuerdo a los estandares
internacionales establecidos.
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La importancia de los mismos radica en efectuar el estudio de histocompatibilidad
de receptores, donantes vivos y fallecidos segun los requerimientos de cada tipo
de trasplante. De ésta forma dependiendo del 6rgano o célula a trasplantar los
estudios pueden ser de menor o mayor complejidad (19).

Entre los examenes requeridos para la actividad de trasplante se encuentran:

o Tipificacion HLA de donantes y receptores

e Pruebas cruzadas (cross-match) linfocitarias

« Deteccion y monitoreo de anticuerpos anti HLA (PRA)
e Mantenimiento de serotecas

En el caso de los potenciales receptores de érganos o tejidos, se estudia con
anterioridad y con sus grupos sanguineos, tipificacion HLA y cross-match contra
panel, son incluidos en una lista de espera de érganos y tejidos del INCUCAI
(Instituto Coordinador Unico de Ablacién e Implante). Figura 12

La compatibilidad ABO constituye el primer nivel de restriccion en trasplante. Los
antigenos de los grupos eritrocitarios humanos (ABO) son antigenos potentes en
los trasplantes de érganos y tejidos, debido a que los seres humanos presentan de
manera natural anticuerpos (Acs) contra los antigenos del mencionado sistema.
Su importancia radica en que estan presentes en los endotelios vasculares de
diversos organos. Si se trasplanta un érgano a un individuo ABO incompatible, los
Acs naturales llamados isoaglutininas Anti A y/o Anti B del receptor producen una
lesion tisular en el drgano trasplantado, lo que conduce al rechazo. En
consecuencia, el grupo sanguineo del receptor y el donante debe ser establecido
antes de realizar cualquier trasplante del mismo modo que se investiga antes de
cualquier transfusion sanguinea (20).

Cabe mencionar que en los programas de trasplante renal y de corazon se siguen
las reglas que regulan a la transfusion sanguinea. Sin embargo, hay evidencias de
organos soélidos trasplantados de manera exitosa con diferencias de grupo
sanguineo.
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Requerimientos de Compatibilidad

TEJIDO/ORGANO COMPATIBILIDAD REQUERIDA

Transfusiéon de GR ABO,RH

Trasplante rifién (HLA- ABO, clasel (HLA-A y B) y clasell, 6 antigenos matching o el mejor

DR) match

Otros érganos solidos ABO, (debido al tiempo de isquemia fria no se alcanza a tipificar los

alelos HLA

Trasplante de MO Clase | (HLA-A y B) y Clase Il (HLA-DR), no es necesario el match

ABO/RH, tipificacion HLA de alta resolucion

Figura 12. Cuadro que sintetiza los distintos requerimientos de compatibilidad
segun el tejido/érgano a trasplantar.

Los métodos para deteccion de antigenos y alelos HLA pueden ser, pruebas
serologicas 0 moleculares (basadas en la tipificacion del ADN). Dependiendo de
la situacién clinica, puede preferirse un método particular de deteccién o
tipificacion de antigenos y alelos HLA.
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Tipificacion de HLA

« Métodos serologicos: Microtest de Linfotoxicidad con consumo de
complemento (CDC).

e Métodos moleculares: PCR-SSP (iniciadores de secuencia especifica) y
PCR-SSO (sondas secuencia especifica).

Las técnicas moleculares de baja resolucion, brindan informacion similar a las
técnicas serologicas, las de resolucion intermedia permiten identificar grupo de
alelos y las de alta resolucion alelos y sus variantes.

Método seroldgico
Microtest de Linfotoxicidad con consumo de Complemento

La prueba de microlinfotoxicidad puede emplearse para detectar los antigenos
HLA-A, B, C, DR, y DQ. Se utilizan linfocitos obtenidos de sangre periférica
anticoagulada con Heparina. También podrian utilizarse linfocitos de origen
ganglionar o esplénico. En un principio, los sueros para tipificacion HLA provenian
principalmente de mujeres multiparas. En la actualidad, se dispone de excelentes
antisueros monoclonales (21,22).

El microtest de linfotoxicidad utiliza la técnica de Gradiente de densidad con Ficoll-
Hypaque para la separacion de linfocitos. La misma consiste en la separacion de
las distintas poblaciones celulares segun sus densidades, realizando un gradiente
de densidad de Ficoll-Hypaque (polimero de sacarosa de alto peso molecular y un
compuesto iodinado) cuya densidad final de 1.077g/ml es igual a la de las células
mononucleares. La sangre del paciente debe estar anticoagulada con Heparina
diluida al medio con medio de cultivo, se coloca en un tubo una parte de Ficoll-
Hypaque y 4 partes de sangre diluida sin romper la interfase y se centrifuga a
1800 rpm durante 20 minutos. Luego de esta centrifugacion, los eritrocitos y los
granulocitos, que tienen una mayor densidad forman un paquete globular en el
fondo del tubo. Las plaquetas permanecen en la fase plasmatica y las células
mononucleares forman un halo blanco en la interfase. Posteriormente, se recogen
las células mononucleares del anillo blanco de la interfase Ficoll-plasma y se
llevan a concentracién de trabajo para la etapa del test de citotoxicidad.

El test de la citotoxicidad permite detectar los distintos antigenos HLA de clase | y
de clase Il presentes en la membrana celular, mediante el uso de anticuerpos
especificos. Se incuban los linfocitos del paciente obtenidos en la etapa anterior
de separacién con antisueros de especificidad conocida y luego se agrega suero
de conejo como fuente de complemento, si el anticuerpo anti-HLA reconoce el
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antigeno de histocompatibilidad sobre la membrana de las células, se une y activa
la cascada del complemento, provocando lisis celular. Figura 13. De éste modo se
diferencian células vivas de células muertas con el uso de un colorante supravital
como la eosina y la observacion al microscopio. Cuando se observa una
mortalidad celular superior al 50% se considera que dicho antigenos HLA esta
presente en esas células. Figura 14.

Métodos para identificar moléculas de clase | (SEROLOGICAS)

SR ————— Reaccién positiva ——

Célula danada

Células  Anticuerpo Reaccion del Complemento y penetracion
donador  receptor ant»cuerpo fijado de colorante

p Se afaden células a un G
panel de antisueros @
e & )
I
{ Linfocito Antisuero  Reaccion Complemento Tincion de
l
\

Células
@ eosina

mononucleares)
En microplaca
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Células  Anticuerpo  El anticuerpo  No se fija La célula
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Prueba microlinfocitotoxicidad o Terasaki

Figura 13. Prueba Seroldgica o Test de Citotoxicidad, se muestra en el esquema
los pasos a seguir de la técnica serologica para tipificacion HLA, técnica de baja
resolucion.
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Interpretacion Seroldgica

Score Interpretacion
0 % -10 % mortalidad 1 Negativo
11% -20 % mortalidad 2 Negativo
21% -50 % mortalidad 3 positivo débil
51% -80% mortalidad 6 positivo
81% -100% mortalidad 8 positivo fuerte

Figura 14. Tabla con los distintos porcentajes de mortalidad celular y su correcta
interpretacion.

Para la tipificacion serologica de los antigenos HLA de clase Il, se separan los
linfocitos B a partir de mononucleares totales, la técnica a implementar utiliza
perlas inmunomagneéticas, las cuales tienen adheridas a su superficie anticuerpos
monoclonales dirigidos contra un epitope monomorfico de la cadena B de las
moléculas HLA de clase II.

Las células adheridas a las perlas son luego separadas del resto de los
mononucleares mediante el uso de un iman.

Tipificacion HLA y Resolucion

a) Baja resolucion:
e Serologia
e Biologia molecular

Especificidades HLA genéricas:
HLA clase I: A1, A2, A3,B7,B8..................... etc.

HLA clase Il: DR1, DR15, DR16, DQ2........... etc.

b) Alta resolucion:
e Biologia molecular

Variantes alélicas genéticas.

HLA clase I: A*0101, A*0102, A*0103, B*0702........... etc
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HLA clase II: DRB1*0101, DRB1*0102, DQB1*0201....etc

TIPIFICACION HLA-AB Y DR

Tipificacion serolégica

Antigeno A28 B40 DRS5 (Figura 15)

Subtipos A68 B61 DRI11

Tipificacion molecular

Baja resolucion A*68 B*40 DRB1*11(Figura 15)

Intermedia ~ A*6801/6804 B*4001/4006 DRB*1101/1104/1106 (Figura 15)

Alta resolucion A*6801 B*4006 DRB1*1104(Figura 15)

TIPIFICACION DE HLA MOLECULAR

c2 A A2 Al A c3
M ' ¥y w3 HLA SEROLOGICO
s ow [T g™ - ESTUDIO FENOTIPICO
DR2 ! DRS |
DR2 _— DQa Y 0Q2 | we” DRS
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A DIFERENCIA DE LOS METODOS SEROLOGICOS LOS METODOS
MOLECULARES PERMITEN ESTUDIAR LAS MULTIPLES
DIFERENCIAS ALELICAS DEL HLA
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Figura 15. Tipificacién HLA por métodos seroldgicos y moleculares, estudiando el
fenotipo HLA hasta la deteccion de los diferentes alelos HLA por técnicas
moleculares.

Métodos Moleculares
PCR-SSP (iniciadores de secuencia especifica)

A partir de una muestra de sangre periférica, posterior extraccion de ADN y
amplificacion por técnica de PCR, siendo las mismas PCR-SSP (primers de
secuencia especifica) y PCR-SSO (oligonucleétidos de secuencia especifica) para
determinar la tipificacion del paciente en estudio, las técnicas moleculares que se
pueden desarrollar nos dan distintos niveles de resolucion, y dependiendo del
trasplante con sus requerimientos de compatibilidad, el tiempo de isquemia fria del
organo a trasplantar, al igual que la disponibilidad de recursos y experiencia, sera
la técnica a implementar (23,24).

La técnica de PCR-SSP es un método que usa primers de secuencia especifica
gue permitira amplificar un alelo especifico o un grupo de alelos, e involucra un
disefio cuidadoso del primers, donde el extremo 3"del mismo debe coincidir sobre
el nucledtido de la secuencia polimorfica a ser analizada (alelo). En cada pocillo de
reaccion hay una mezcla de primers de secuencia especifica y un primer control
de amplificacion. Para visualizacion de los productos de amplificacion se realiza
una electroforesis en gel de agarosa al 2% con un colorante como bromuro de
etidio. Para validar la técnica siempre se debe hacer visible la banda que
corresponde al control interno. Suele aplicarse en los casos de trasplantes
renales. Figura 16. Esta metodologia es util para tipificar a un donador y a un
receptor que estan altamente emparentados (por ejemplo padre e hijo).

Ventajas:

e Técnica sencilla

e Requiere instrumental poco sofisticado (Termociclador)

e No requiere el aislamiento de células (se trabaja con sangre entera)

e Resolucién mayor que las técnicas serolégicas (Resolucion intermedia)
e Se puede interrumpir la técnica en diversos pasos

e Es adecuado para tipificaciéon de donantes cadavéricos

Desventajas

e No es adecuado para tipificacion de donantes de médula 6sea no
relacionados.
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e Presenta ambiguedades

e Cada primers amplifica unos pocos alelos del HLA, por lo que sera
necesario el empleo de un gran nimero de pares de primers

e No resulta practico para andlisis simultaneo de un gran numero de
muestras

¢ No se detecta homocigosis

e Requiere aproximadamente 100 ng de muestra
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Técnica PCR-SSP (iniciadores de secuencia especifica)

—
Primers especificoS | ——
de secuencia [— —

DNA extraido
de un sujeto

: Primer A (especifico de DR13)

= =

Primer B (especifico de DR4)

El resto de primers especificos no reconocen ninguna
secuencia (no amplifican)

<

PCR

Gel de agarosa (electroforesis)

DR4 DR13
I e

Figura 16. Esquema de la técnica PCR-SSP, se usan primers especificos de un
alelo o grupo de alelos. Los productos de la amplificacion y el control interno se
visualizan mediante una electroforesis en un gel de agarosa con un colorante.

PCR-SSO (sondas de secuencia especifica)

En la técnica de PCR-SSO, se realiza como primer paso una amplificacion
genérica para los locus Ay B (exén 2 y 3) y el locus DR (exén 2), luego de la
misma, se lleva a cabo una desnaturalizacion de ese producto y posterior
hibridizacién con las sondas de secuencia especifica, especificas para cada alelo
HLA. Figura 17. Se aplica a trasplante de médula 6sea ya que es un
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procedimiento programado con varios dias de anticipacion y esta técnica posee un
nivel de resolucion intermedia. Se puede optar por esta tecnologia cuando se van
a analizar muchos individuos simultaneamente, como en los programas de
trasplante de médula ésea, para hacer un primer tamizaje en busca de donadores
no relacionados.

Ventajas

e No requiere aislar células nucleadas ya que se utiliza sangre entera
e Técnica de alta resolucién

e Se puede interrumpir la técnica en diversos pasos

e Es posible detectar homocigosis y alelos nulos

e Permite el analisis simultdneo de un nimero grande de muestras

e Se requieren aproximadamente 20 ng de muestra

Desventajas

e Requiere de varias horas a dias (20 3)

e Interpretacion compleja (reactividad cruzada entre sondas, deteccion
de determinadas combinaciones de alelos producen patrones
similares)

e Las condiciones de lavado de las membranas pueden ser diferentes, lo
gue complica el procesamiento simultaneo de muchas muestras

e Es una técnica compleja y costosa que requiere equipamiento algo
mas sofisticado (termociclador, horno para hibridizacion, infraestructura
y habilitacion para manipular radioisétopos)

e Generacion de desechos radioactivos

e A pesar de su elevada resolucion ,siguen existiendo ambigtiedades
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Técnica PCR-SSO (sondas de secuencia especifica)
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Figura 17. Esquema donde se sintetizan las etapas en una PCR-
SSO, tras la realizacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), se utlizan sondas de oligonucleotidos
especificos de diferentes alelos del sistema HLA, detectando asi
las especificidades alélicas presentes en el ADN estudiado.
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Otra metodologia en que se llega a resolucién intermedia es mediante la técnica
SSO, utilizando plataforma Luminex, cuyos reactivos son comercializados por One
Lambda o Inmunocor a nivel mundial. Hay una variante de Luminex LABScan3D
con reactivos LABType SSO HD en donde el proveedor informa que se identifican
mas del 90 % de los pares de alelos comunes en alta resolucion sin
ambigledades debido a las presencia de mas de 300 sondas unidas a perlas.

En la técnica de alta resolucion (PCR-Secuenciacion) se realizan PCRs con
iniciadores genéricos que amplifican a todos los iniciadores de un gen,
posteriormente los productos de PCR se secuencian y los resultados de la
secuencia se comparan con base de datos de todos los alelos conocidos para
discernir de que alelos se trata. Dado que durante la amplificacion y la
secuenciacion de trabaja simultAineamente con los dos alelos del individuo, incluso
aqui pueden llegar a existir ambigledades pues la combinacién de dos alelos
pueden llegar a generar la misma secuencia que la combinacion de otros dos
alelos. Para la resolucion de estas ambigiedades pueden emplearse iniciadores
especificos que permiten discernir cual de las dos parejas de alelos es la real. No
obstante incluso con estos iniciadores pueden llegar a existir algunos remotos
casos en los que, la ambigiiedad no puede ser eliminada. Sin embargo, estas
ambigiedades suelen ser en secuencias que no llegan a afectar el producto
proteico del gen y que por lo tanto no tiene relevancia clinica (25).

Esta metodologia debe utilizarse cuando se ha elegido a un donador no
emparentado para verificar la compatibilidad con el receptor de ese trasplante, es
dificil utilizarla como método de tamizaje por la dificultad para procesar muchas
muestras simultaneamente.

En la actualidad el método mas moderno para tipificar HLA en alta resoluciéon es
NGS (Next Generation Sequencing). En el mercado hay distintas presentaciones
comerciales, siendo las mas frecuentemente usadas las que poseen plataforma
de secuenciacion lllumina My Seq y reactivo de lllumina TruSight, Miaflora de
Inmunocor o Gen Dex. Otra de las plataformas es lon Torrent, aunque la misma
presenta un namero importante de ambigiedades.

El alto grado de polimorfismos en los loci del antigeno leucocitario humano (HLA)
clase | y clase Il, hace que la tipificacion de alta resolucion sea un desafio. Sin
embargo el sistema de secuenciacion de proxima generacion (NGS) con las
plataformas mencionadas y el software adecuado, con un personal de laboratorio
bien formado, permiten un genotipado de alta resolucidbn, metodologias
impensadas hasta hace muy poco tiempo, estos métodos han revolucionado la
investigacion gendmica y genética cuyo ritmo de crecimiento en ésta area ha sido
rapido con distintas aplicaciones biomédicas.
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Deteccidon y Monitoreo de Anticuerpos Anti HLA (PRA)

Esta prueba se utiliza para detectar anticuerpos anti HLA preformados, presentes
en el suero del potencial receptor. Se estudian con la finalidad de evitar un
rechazo hiperagudo o pérdida temprana del injerto.

La produccion de anticuerpos frente a moléculas HLA requiere un estimulo
antigénico previo. Este estimulo se produce cuando el sistema inmune de un
individuo entra en contacto con células procedentes de otro individuo cuyas
moléculas HLA sean diferentes (26,27).

Las fuentes mas comunes de sensibilizacion:

e Transfusiones
e Trasplantes previos
e Embarazos y/o abortos

En general, los anticuerpos producidos en mujeres embarazadas son el resultado
de una respuesta completamente desarrollada y dirigida frente a un nuamero
limitado de antigenos extrafios (antigenos fetales heredados del padre) por lo
tanto son de alta afinidad y de especificidad limitada, que puede persistir durante
un largo periodo de tiempo. Los anticuerpos anti-HLA se producen
aproximadamente, en un 25% de embarazadas.

La determinacion de la de la especificidad anti-HLA que presentan los sueros
procedentes de pacientes trasplantados puede presentar problemas debido al
hecho de que se produce en un individuo inmunodeprimido. El érgano extrafo
presenta una multitud de antigenos diferentes, esto origina una reaccion inmediata
por parte de un sistema inmune muchas veces deprimido, lo que conlleva una
respuesta policlonal dirigida frente a diferentes antigenos con reacciéon cruzada,
produciéndose también anticuerpos anti-idiotipo, todo ello determina que los
anticuerpos que se originan a pesar de ser de tipo IgG sean de baja afinidad y
estén dirigidos frente a epitopos publicos de moléculas HLA con reaccion cruzada
(CREG), pudiendo persistir un gran periodo de tiempo.

Se precisa una evaluacion periédica del suero de los posibles receptores en busca
de estos anticuerpos formados Iluego de algun estimulo antigénico,
fundamentalmente después de una transfusion sanguinea (a los 15-30 dias de
realizadas).

C.P Pagina 44



Carrera de Especializacion en Inmunohematologia

Con este tipo de seguimiento es posible definir patrones de respuesta
inmunoldgica ante los estimulos antigénicos. Tras la realizacion de una transfusion
sanguinea hay pacientes que no muestran respuesta de sintesis de anticuerpos,
otros presentan una concentracibn maxima que posteriormente desaparece en
unas pocas semanas y en otros aparecen anticuerpos que se mantienen a pesar
de desaparecer el estimulo.

Lo descripto anteriormente permite clasificar a estos pacientes como
‘respondedores” y “no respondedores”. Es importante tener en cuenta que cuando
un paciente desarrolla anticuerpos contra un estimulo antigénico, como una
transfusion, aunque estos desaparezcan en 1 0 2 meses seguird existiendo la
memoria inmunoldgica y por tanto, el riesgo sera mas elevado que el de un
paciente que nunca haya desarrollado anticuerpos. De ahi la importancia de
determinar anticuerpos siempre tras una transfusion sanguinea.

Es necesario determinar el grado de reactividad y la especificidad de los
anticuerpos anti-HLA de los individuos incluidos en la lista de espera de trasplante
(sobre todo cardiaco y renal), ya que es un factor importante en el momento de la
seleccion y debe figurar en la lista de espera. Por tanto, los sueros de todos los
pacientes en lista de espera para trasplante renal deben ser remitidas al
laboratorio cada tres meses o0 cada vez que el paciente haya sido sometido a una
transfusion o después de que haya rechazado un injerto. Se considera
postransfusional o post-trasplante, el suero obtenido a los 15 dias del episodio
potencialmente sensibilizante (28,29).

Por otro lado, en algunos episodios de rechazo, se ha descrito la presencia de
anticuerpos que reaccionan soélo con antigenos especificos del tejido, expresados
en células endoteliales y monocitos, pero no en la membrana de linfocitos. Se ha
demostrado que son producidos contra antigenos no polimorficos y otros parecen
ser polimorficos. Estos antigenos especificos de tejido podrian ser la razén para
algunos rechazos observados en pacientes con prueba cruzada negativa. Son
mas frecuentes en pacientes retrasplantados y entre ellos tenemos: HPAL1-5,
AECA (35 y 50 kda), GSST-1, PECAM-1, selectina, anti-Gal-a-1,3Gal.

Deteccidn de anticuerpos Anti-HLA (PRA)

El monitorear periodicamente la presencia de anticuerpos anti-HLA en los sueros
de los pacientes que se encuentran en lista de espera para trasplante, es sin duda
alguna una de las funciones principales del laboratorio de Histocompatibilidad. La
informacion que se obtiene sirve para conocer el grado de aloinmunizacion
humoral y se expresa como porcentaje de reactividad (%0PRA), siendo el maximo
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100%. La deteccion de anticuerpos se ha realizado tradicionalmente basandose
en la prueba de microlinfocitoxicidad de Terasaki. Debe extraerse un suero
periddicamente (cada 3 meses) para enfrentarlo a un panel de linfocitos
representativo de la poblacion general (constituido por 30 donantes no
relacionados). De esta forma se puede determinar el nimero de donantes contra
el que reacciona el suero, lo que se denomina porcentaje de reactividad contra
panel (PRA) (30,31). Figura 18.
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técnico

Figura 18. Prueba de Microlinfotoxicidad de Terasaki. En ella se basan tanto la
tipificacion serolégica de donante y receptor como la deteccién de anticuerpos
anti-HLA en suero como la realizacion de la prueba cruzada pretrasplante.
Consiste en la incubacion de una pequefia cantidad de suero con linfocitos en los
pocillos. Si en dicho suero existen anticuerpos que reaccionan con los antigenos
de la superficie celular del linfocito, tras la adicibn de complemento de conejo se
producira la lisis celular. Esta lisis se pone de manifiesto tras la adicion de un
colorante vital (eosina) que penetra al interior de las células muertas a través de
los orificios abiertos por el sistema del complemento.
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De igual manera esta prueba permite conocer la especificidad de los anticuerpos
formados y esta informacion nos correlaciona con precision si existe o no
incompatibilidad del receptor con el potencial donante en estudio y la posibilidad
de desarrollar algun tipo de rechazo. Asimismo, es una herramienta util para la
seleccion de donantes en pacientes altamente sensibilizados. En términos
generales, mientras mayor es el porcentaje de PRA, mas sensibilizado se
encuentra el paciente y son menores las posibilidades de tener una prueba
cruzada negativa con un potencial donante (32,33).

En parrafos anteriores, se mencionaron los posibles eventos responsables o mas
comunes de sensibilizacion. Aproximadamente 33 % de los individuos expuestos a
eventos sensibilizantes producen anticuerpos anti-HLA, también otros factores
pueden estimular la produccion de anticuerpos entre los que se incluyen las
vacunas, ciertos procesos infecciosos, pacientes con enfermedades autoinmunes,
esto puede complicar la evaluacion del paciente y se traduce en respuestas falsas
positivas para determinadas pruebas. De ahi la importancia de conocer el perfil
historico de cada paciente candidato a trasplante mediante el monitoreo periodico
del suero (34,35).

Para ello, se obtienen los sueros actuales e historicos de los pacientes
seleccionados, ordenando los sueros de cada paciente por antigtiedad. Se solicita
suero actual si el receptor hubiese tenido una transfusion después de la ultima
fecha de extraccion de sangre. Si un paciente tiene anticuerpos linfocitotoxicos
mayor al 15% se debe obtener una muestra de suero dentro de las 48 horas antes
del trasplante para la prueba cruzada.

Es comun observar que los pacientes que conforman las listas de espera para
trasplante de donante cadavérico con un tiempo prolongado en las mismas,
exhiban un alto porcentaje en sus PRA, y por ende disminuye su oportunidad de
obtener un donante compatible.

Ademas del numero de donantes contra el que reacciona un suero, es hecesario
conocer la maxima dilucién a la que siguen actuando dichos anticuerpos, es decir,
su titulo. Cuando un anticuerpo se presenta a titulos altos reacciona no sélo contra
el antigeno al que va dirigido, siendo también contra otros antigenos que muestran
cierta similitud a nivel molecular (a nivel de epitopos, lo que se conoce como grupo
de reaccién cruzada). Solo cuando desciende el titulo de anticuerpos y se reducen
estas reacciones cruzadas se limita su espectro de reactividad. En esta situacion,

es posible definir las especificidades antigénicas o sea el antigeno contra el Ac va
dirigido, que deben ser evitado si se pretende realizar un trasplante.
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Dentro de las técnicas empleadas para medir y detectar estos anticuerpos
circulantes tenemos:

e Ensayo de linfotoxicidad dependiente de complemento
CDC con aumento de AHG.

e Deteccion de Anticuerpos por ELISA

e Deteccion de Anticuerpos por Citometria de Flujo
basado en la tecnologia Luminex

La técnica de linfotoxicidad estd4 siendo progresivamente reemplazada por las
técnicas de fase soélida mencionadas anteriormente, las cuales aunque son mas
caras permiten una mayor rapidez en la obtencion de resultados y sobre todo
mayor sensibilidad y una mejor caracterizacion de los anticuerpos presentes en el
suero (36).

Deteccion de Anticuerpos por Elisa

La deteccion de anticuerpos por la técnica de Elisa (analisis por inmunoabsorcion
enzimatica) utiliza antigenos HLA solubles sintetizados o purificados en el
laboratorio o bien los comerciales. Al igual que la técnica de citotoxicidad, la
mezcla de antigenos debe ser representativa de la poblacion general. El suero se
incuba con el HLA pegado a la placa. Si existen anticuerpos que reconozcan
moléculas HLA, se uniran a ellas y quedaran fijadas en la placa. En caso contrario,
todas las inmunoglobulinas se eliminaran con los lavados. En un paso posterior la
presencia de los anticuerpos fijados se determinara tras incubacion con un
anticuerpo dirigido frente a inmunoglobulina G (IgG) humana conjugada a una
enzima. En caso de que haya anticuerpos anti-HLA esa enzima producira una
reaccion colorimétrica al actuar sobre su sustrato en el dltimo paso de la técnica.
Esta reaccion se cuantifica en un espectrofotdmetro. Mediante Elisa se detectan
todos los anticuerpos anti-HLA, tanto fijadores de complemento como no fijadores.

Una vez que se ha detectado la presencia de anticuerpos anti-HLA (clase | o clase
II), la especificidad frente a la que se dirigen esos anticuerpos se puede
determinar también mediante un Elisa con placas de alta definicién o de antigenos
anicos, con la misma metodologia. A pesar de su alta sensibilidad y especificidad
las técnicas de Elisa también estan siendo desplazadas por las técnicas que se
basan en el uso de citometria de flujo basado en Luminex.
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Deteccidon de Anticuerpos por Citometria de flujo

Esta técnica detecta la presencia de anticuerpos anti-HLA mediante el uso de
anticuerpos frente a inmunoglobulinas humanas conjugadas a fluorocromos, sin
necesidad de que el complemento se fije. El empleo de fluorescencia hace a esta
técnica mucho mas sensible que la de la citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) clasica. Este método utiliza sistemas similares al Elisa
basados en microparticulas que llevan fijadas en su superficie moléculas HLA de
clase | o Il. El ejemplo méas destacado en esta técnica es que se lleva a cabo con
tecnologia Luminex.

Principios de la técnica Luminex

La tecnologia Luminex se basa en el uso de microesferas de poliestireno (perlas)
de 5,6 micrones, cada una internamente tefiida o coloreada con una combinacion
de dos fluoréforos distintos. La combinacion de diferentes intensidades de los dos
tintes permite la identificacion de cada perla por su caracteristica Unica cuando
son estimulados por un rayo laser. Esto permite analizar hasta 10 parametros
simultdneamente en un solo tubo.

La quimica de la superficie de las esferas o perlas les permite recubrirse
guimicamente con secuencias de ADN de HLA y antigenos HLA. Las esferas por
lo tanto pueden utilizarse para determinar en las muestras la presencia o ausencia
de analitos especificos. La plataforma de Luminex utiliza los principios de
citometria de flujo para alinear las esferas y pasarlas por un par de laseres. Se
utiliza un laser rojo para estimular e identificar asi esferas especificas y se utiliza
un laser verde para estimular y detectar cualquier tinte asociado a las esferas
durante el ensayo. Por cuanto la identificacion de las perlas y la florescencia
asociada capturada por las esferas se realiza en cada perla individual, en un
sistema multiplexado puede desarrollarse con, normalmente, hasta 100 esferas.

La asignacion del tipo de HLA se basa entonces en la reaccion de patrén
observado, y se compara la secuencia con diferentes patrones conocidos. El
sistema informatico asociado interpreta las sefiales y por lo tanto los anticuerpos
HLA enlazado a cada esfera, llegando a un informe detallado.

El patrén de reaccion luego se compara con un patron de reactividad predefinida
para cada lote de perlas utilizadas. Las perlas de control positivo y negativo y una
muestra de control negativo son utilizadas para control de calidad de la técnica.
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Los resultados pueden interpretarse con ayuda de un programa de computadora (
software) suministrado con los kits. Sin embargo esto debe ser hecho con la
debida consideracion del contexto clinico del paciente. Los valores limites (cut off)
de reaccion positiva recomendados por el proveedor se puede y debe ser
ajustado, aumentandolos o disminuyéndolos segun procedimientos validados en
cada laboratorio de histocompatibilidad.

Cabe destacar que existen diversos reactivos o Kits Luminex, tanto para
determinar anticuerpos contra clase | o contra clase IlI; como asi también el estudio
de las especificidades o sea contra que antigenos concretos van dirigidos dichos
anticuerpos. De este modo en un solo tubo podemos realizar estudios complejos
de forma semiautomatica.

Una ventaja de la citometria de flujo es que permite cuantificar objetivamente la
concentracion de los anticuerpos anti-HLA mediante la intensidad media de
fluorescencia (MFI). Esto seria algo similar (aunque no igual) al titulo de
anticuerpos que se obtiene haciendo diluciones en los estudios clasicos de
linfotoxicidad. Se supone que cuanto mas alto sea el MFI de un anticuerpo,
mayores posibilidades de que ese anticuerpo sea dafino para el injerto. En la
actualidad el problema que surge es que no existe un criterio comun entre los
diferentes laboratorios para definir qué nivel de anticuerpos (MFI) es relevante y
cual no lo es, de forma que cada laboratorio tiene que establecer su punto de corte
de MFI . A pesar de este inconveniente, el Luminex se ha convertido hoy en dia en
el estandar en la mayoria de los laboratorios de histocompatiilidad.

El luminex permite conocer de una forma muy detallada y precisa cuales son las
especificidades antigénicas contra las que reacciona el receptor (antigenos
prohibidos) y cuales contra las que no reacciona ( antigenos permitidos), de esta
forma define muy claramente qué donantes podrian ser compatibles con el
receptor a priori, incluso antes de hacer la prueba cruzada.

El luminex aporta una gran cantidad de informacion, por lo que se han
desarrollado programas infomaticos basados en el andlisis de los epitopes
caracteristicos de cada molécula HLA, y las caracteristicas de los anticuerpos
detectados. Asi se puede precisar el grado de compatibilidad que existe entre los
epitopes del donante, los del receptor y las especificidades de los anticuerpos
presentes en Luminex, lo cual ayuda a mejorar las busquedas de donantes sobre
todo en el caso de pacientes polisensibilizados.

Ciertamente en nuestros dias se cuenta con alta tecnologia para el monitoreo de
los anticuerpos anti HLA y la responsabilidad de los Ilaboratorios de
Histocompatibilidad es identificar en el receptor de trasplantes estos anticuerpos
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anti-HLA clinicamente relevantes dirigidos contra el potencial donante en estudio.
Para lograr su identificacion es conveniente establecer las siguientes estrategias
para evaluar la sensibilizacion de los pacientes candidatos a trasplante.

e Identificar primero si el paciente presenta 0 no
aloanticuerpos anti-HLA y si estan dirigidos contra
antigenos HLA de clase |, de clase Il 0 ambos

e Caracterizar la especificidad de los anticuerpos anti-
HLA de clase | y de clase Il

e Monitorear periddicamente la produccion de
anticuerpos anti-HLA tanto en pacientes no
sensibilizados como en aquellos que ya los presentan
para conocer su perfil de anticuerpos y titulos de los
mismos.

Estos lineamientos nos permiten tener una mejor interpretacion de las pruebas
cruzadas linfocitarias y definir el tipo de antigenos HLA a los que el paciente a
trasplantar puede ser expuesto. Se debe hacer mencion y recordar que ni aun el
mas potente inmunosupresor es efectivo en contra de la respuesta de memoria del
sistema inmune, el cual incrementa los niveles de anticuerpos anti-HLA si se le
reexpone a esos antigenos HLA presentes en el injerto.

Pacientes trasplantados con bajos porcentajes de PRA menor a 30% presentan
mejores sobrevidas de los injertos comparandolos con los pacientes de PRA’s
altos, de igual manera pacientes candidatos a retrasplante con presencia de
anticuerpos anti-HLA debido al primer trasplante exhiben curvas con disminucién
en la sobrevida del injerto.

El papel de la compatibilidad HLA es confuso en algunos tipos de trasplantes y
claramente evidente en otros. Ademas, el estudio de las moléculas HLA en
trasplante de drganos es complicado debido a la multiplicidad de factores y
mecanismos inmunoldgicos y no inmunoldgicos que puedan intervenir en estos
procesos.

Prueba cruzada o cross match

La prueba cruzada consiste en el analisis de la sensibilizacion humoral especifica
del receptor contra el donante. Esta técnica, basada también en la prueba de
microlinfotoxicidad de Terasaki e instaurada a mediados de la década de 1960, es
obligatoria antes de la realizaciéon del trasplante. Con ella se consiguio reducir la
frecuencia de rechazo hiperagudo hasta valores muy bajos (37,38).
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Prueba Cruzada Clasica por citotoxicidad

Esta prueba consiste en la incubacién de suero del receptor con linfocitos del
donante, si se produce lisis celular tras la incubaciéon con complemento de conejo
se interpreta que existen anticuerpos en el suero del receptor especificos contra el
donante y un riesgo elevado de rechazo hiperagudo. Esta condicion se considera
una contraindicacion absoluta para la realizacion del trasplante. Habitualmente la
prueba se lleva a cabo con el suero que histéricamente haya mostrado una mayor
reactividad y con el méas reciente, congelados previamente. Cabe la posibilidad de
gue exista reactividad en sueros recogidos un tiempo atras, sin que pueda
detectarse en sueros mas recientes. Esta situacion, que se suele definir como
prueba cruzada histérica positiva y actual negativa tiene una especial significacion
y su interpretacion es discutida, aunque en general puede aceptarse la realizacion
del trasplante cuando la prueba cruzada con el suero actual es negativa y se
detecta reactividad en sueros antiguos de mas de un afio.

En ocasiones pueden existir anticuerpos no linfocitotoxicos (que no producen una
prueba cruzada positiva) que sean nocivos para el injerto. Esto puede ser debido a
la existencia de anticuerpos anti-HLA no reconocidos o a la de diferentes
anticuerpos no dirigidos contra el sistema antigénico endotelio-monocitico. Entre
estos anticuerpos han adquirido importancia los anticuerpos anti-MICA. MICA
codifica en la misma region del cromosoma 6 humano que HLA (como se
menciono en la descripcion de la organizacion génica y estructura del sistema
HLA), también es polimorfico por lo que funciona como un aloantigeno, capaz de
generar una alorespuesta humoral. Sin embargo, sé6lo se expresa en células
endoteliales, especialmente tras activacion, por o que no se pueden detectar en
una prueba cruzada convencional. Los anticuerpos anti-MICA también pueden
detectarse por tecnologia de citometria de flujo y Luminex, aunque su verdadera
relevancia no esta claramente establecida.

Prueba Cruzada por Citometria de Flujo

Es un método de inmunoflorescencia indirecta, independiente de complemento,
leido en Citometro de Flujo con rayo laser. Por su alta sensibilidad es indicado en
pacientes de mayor riesgo de rechazo humoral o pérdida temprana de injerto,
permitiendo junto a otros analisis estimar el riesgo de trasplante para un paciente
determinado. Es usado tanto en el periodo petrasplante como post-trasplante.
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Cuando se sospeche la existencia de anticuerpos anti-HLA a pesar de una prueba
cruzada negativa, es posible aumentar la sensibilidad de la técnica aumentando el
periodo de incubacion o bien afiadiendo anticuerpos antinmunoglobulina humana
(para detectar aquellos anticuerpos incapaces de activar el complemento). Sin
embargo el método mas sensible es la realizacion de de la prueba cruzada por
citometria de flujo, capaz de detectar anticuerpos en titulos muy bajos y
anticuerpos que no activen el complemento como ya se menciond.

Aunque no estd claro si los anticuerpos detectados con este método son
realmente nocivos, parecen relacionarse con rechazos mas frecuentes y mas
graves, asi como menor supervivencia a medio plazo, sobre todo en aquellos
pacientes que perdieron un primer trasplante de forma precoz y en pacientes
sensibilizados previamente al trasplante. En estos pacientes de alto riesgo es
aconsejable la realizacion de la prueba cruzada por uno de estos métodos, por sus
notables ventajas en sensibilidad, especificidad, rapidez de procesamiento y es
mas objetiva su lectura ya que la realiza un equipo.

Prueba cruzada virtual

Cuando se hace un analisis detallado de los anticuerpos presentes en un suero
con las técnicas de fase solida se puede predecir si ese suero va a reaccionar
contra las células de un determinado donante, una vez conocidos los antigenos
HLA del mismo. Si el donante posee o tiene alguno de los antigenos prohibidos
definidos en el receptor, la prueba cruzada sera previsiblemente positiva y esto es
lo que se llama Prueba Cruzada Virtual. El resultado de la misma permite ganar
tiempo y poder tomar la decision de si un érgano es valido para un receptor que se
encuentra en otra ciudad o pais, sin tener que enviar linfocitos del donante o hacer
la prueba cruzada clasica por citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC)(39,40).

Como ya se hizo mencion las técnicas en fase sélida son de gran sensibilidad por
lo que es frecuente encontrar en la practica casos con una prueba cruzada virtual
positiva en los que luego la prueba cruzada por citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) arroje un resultado negativo. En estos casos es dificil tomar
la decision de trasplantar o no. Si la prueba cruzada por CDC es negativa es casi
imposible que se produzca rechazo hiperagudo, pero si la prueba cruzada virtual
es positiva es probable que acabe produciéndose un rechazo agudo o crénico
mediado por anticuerpos por lo que hay que valorar el riesgo en cada paciente, en
funcién de las caracteristicas de los anticuerpos responsables de esa prueba
cruzada virtual positiva (41,42).
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A continuacion se mencionan y describen en forma breve diferentes reactivos que
existen actualmente en el mercado. En este importante ambito dentro de la
histocompatibilidad, One Lambda lider mundial en tipificacion HLA ofrece una
coleccion de reactivos para ayudar a identificar anticuerpos que pueden causar
rechazo del injerto. La seleccibn de ensayos varia en formato, sensibilidad y
especificidad. Todos los productos estan disefiados para facilitar su uso, la
eficiencia del laboratorio y automatizacion optimizada.

One Lambda ha sacado al mercado mundial la linea de deteccion de anticuerpos
anti-HLA y anti-MICA mediante la tecnologia de Luminex (xMAP).

Sus principales ambitos de aplicacién se encuentran en la monitorizacion de los
pacientes pretrasplantados y postransplantados de 6rganos sélidos.

Como principales beneficios o ventajas se pueden mencionar:

- Mayor sensibilidad

- Mayor especificidad

-Deteccion de anticuerpos HLA no fijadores de complemento

-Sin interferencias por autoanticuerpos

-Deteccion de anticuerpos de clase | y Il por separado

-Diferencia las reacciones debidas a anticuerpos IgG de las debidas a IgM
-Ahorro de tiempo del personal

-Homogeneidad del panel antigénico a lo largo del tiempo

-Mayor productividad, hasta 100 analitos por pocillo. Ahorra costos y tiempo.
-Antigenos HLA purificados

Al trabajar con antigenos purificados no se producen reacciones falsas positivas
debidas a anticuerpos no HLA.

Cuando se dispone de un software de andlisis como se ha mencionado
anteriormente, como asi también de personal entrenado en la interpretacion
correcta de la informacién que arroja el software, el laboratorio puede llevar a cabo
un exhaustivo estudio de las muestras. Del mismo modo permite observar a lo
largo del tiempo la evolucion de los anticuerpos en el enfermo, controlando la
eficacia de la terapia suministrada.
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Es de destacar que esta tecnologia se ajusta tanto a laboratorios con nimero de
muestras pequefio como grande debido a la posibilidad de poder indistintamente
de muestra a muestra, mediante la utilizacion de tubos, como 96 muestras
simultaneamente.

Otros reactivos o Kits de One Lambda disponibles en el mercado para laboratorios
de histocompatibilidad

LABScreenMixed: Determina la existencia o no de anticuerpos anti-HLA y MICA
en la muestra.

Es un sistema rapido de indentificar las muestras positivas. Detecta
simultdneamente anticuerpos Clase | y Il y MICA.

Esta compuesto por 21 grupo de antigenos.
-Control positivo

-Control negativo

-Clase I: 12 grupos

-Clase II: 5 grupos

-MICA: 2 grupos

Al mismo tiempo debido al elevado niumero de antigenos que se utilizan se puede
hacer un seguimiento del paciente a lo largo del tiempo

LABScreenMulti: Se compone de antigenos HLA clase I, clase Il y anticuerpos
HNA: 1A, 1B, 1C, 3. Diversos estudios han mostrado la implicacion de anticuerpos
anti—HLA y anti-HNA en casos clinicos de TRALI (lesiéon pulmonar aguda
producida por transfusion).

LABScreen Single Antigen: Cada antigeno HLA se fija individualmente en un
grupo de perlas, sin compartir los perlas con otros. Esto es muy interesante en
pacientes hiperinmunizados donde, con los métodos tradicionales, es dificlil
localizar antigenos frente a los cuales no se tengan anticuerpos, y por tanto,
reduciendo la posibilidad de un trasplante.

Con tal reactivo se pueden detectar anticuerpos anti-Clase | y anti-Clase I,
también hay g mencionar que una de las ultimas incorporaciones que se le al
LABScreen Single Antigen son un grupo extra de antigenos tanto de Clase | como
de Clase Il, los mismos tiene una representacion mas frecuente en algunas
poblaciones étnicas. De esta manera se puede ampliar y obtener un perfil mas
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completo de anticuerpos del paciente en estudio. Actualmente también se dispone
de un reactivo especifico LSMICA001 Single Antigen para la identificacion de
anticuerpos anti MICA.

LABScreen especifico: Identifica los anticuerpos presentes en la muestra. En un
Gnico tubo se encuentran todos los grupos de perlas, con los antigenos
representados conforme a su frecuencia presente en la poblacion.

Dependiendo de si se quiere detectar anticuerpos Clase | y/o Clase Il existen dos
diferentes productos o reactivos. Se pueden utilizar de manera separada o
conjunta en el mismo proceso.

QUANTIPLEX : En los laboratorios de histocompatibilidad existe interés en medir
la concentracion de anticuerpos anti-HLA en pacientes trasplantados, para su
seguimiento.

Recientemente existen estudios que relacionan el nivel de anticuerpos con el
rechazo al injerto.

FlowPRA: Disefiado para su uso en la deteccion de citometria de flujo. Permite
detectar anticuerpos en suero humano, asignando un porcentaje de PRA y la
especificidad de anticuerpos para HLA clase | y clase Il.

Quantiplex de la marca One Lambda estandariza las sefiales de fluorescencia de
Luminex. Elimina las posibles variaciones que el equipo puede tener en las
lecturas en momentos diferentes. Esto permite que una muestra procesada en
repetidas ocasiones arroje un valor de intensidad media de fluorescencia (MFI)
idéntica, lo que permite hacer un seguimiento de la evolucion en la fuerza de un
determinado anticuerpo anti-HLA en un paciente postrasplantado a lo largo del
tiempo. A mayor MFI mayor nivel de anticuerpos y a su vez mayor posibilidad o
probabilidad de rechazo.

Adsort Out: One Lambda disefia este producto con la finalidad de reducir sefiales
de fondo llamadas “background” que en determinadas muestras se produce por
uniones inespecificas de componentes presentes en el suero humano a las perlas
gue se utilizan en el andlisis por citometria de flujo.

Puede utilizarse cuando a la muestra se le va a estudiar los anticuerpos mediante
cualquiera de los productos mencionados anteriomente como LABScreen de One
Lamba.
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Conclusiones

Las pruebas de histocompatibilidad proporcionan los datos necesarios para
evaluar el riesgo inmunolégico del paciente que sera sometido al procedimiento de
trasplante. El tipo de pruebas o técnica que se requieran dependera de las
necesidades especificas de cada programa, como son el tipo de trasplante, tiempo
de espera del mismo, episodios aloinmunizantes previos, recursos del laboratorio
de histocompatibilidad como también la formacién o capacitacion del personal del
mismo.

El método mas usado y antiguo para la tipificacion de HLA es la prueba de
microlinfotoxicidad desarrollada por el Dr. Terasaki. Si bien la técnica mencionada
sirvio histéricamente por mas de 30 afos a los laboratorios de histocompatibilidad
y logré estandarizarse en todo el mundo, actualmente y debido al alto
polimorfismo que presenta el sistema HLA con numerosas variantes alélicas la
tipificacion basada a nivel del DNA ha permitido mejorar la asignaciéon del fenotipo
HLA del paciente en estudio, eliminando errores que presenta la tipificacion HLA
por serologia, facilitando una mayor identificacion del grado de compatibilidad
entre el receptor y su potencial donante traduciéndose en mejores resultados
clinicos.

El tipo de método para tipificacion a nivel molecular (SSP, SSO, Luminex, NXT)
dependera del grado de resolucion, baja media o alta que cada programa de
trasplante requiera al igual que la disponibilidad de recursos y experiencia como
ya se menciono.

Ha quedado perfectamente demostrado el efecto benéfico que se alcanza cuando
el genotipo HLA entre el receptor y el donante es idéntico, esto se traduce en un
aumento en la sobrevida del trasplante, disminucion de los episodios de rechazo
como asi también una notable reduccion en la cantidad de farmacos
inmunosupresores administrados.

En el caso de individuos genéticamente no relacionados como el donante
cadavérico no es posible identificar haplotipos y se habla de nimero de antigenos
o alelos que comparten, es decir, si se realiza la identificacion de los tres pares de
alelos del HLA A, B, DR y la identidad entre receptor-donante es de cero
disparidades o seis antigenos iguales estamos frente a una alta compatibilidad, y
si el caso es de seis disparidades o seis antigenos diferentes la compatibilidad es
nula.
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En términos generales, a mayor compatibilidad es mejor también la sobrevida
esperada del trasplante, aunque para niveles intermedios de compatibilidad esta
diferencia es menos importante probablemente con los tratamientos
inmunosupresores modernos.

Por medio de lineas de investigacion desarrolladas en todo el mundo, se espera
poder conocer con mas claridad y detalles, los diferentes y complejos mecanismos
involucrados en un procedimiento de trasplante, antigenos HLA no clasicos, las
moléculas de histocompatibilidad menores en trasplante, estudiar la presencia de
anticuerpos HLA post-trasplante, el papel que desempefian los anticuerpos no
HLA y también el estudio de otros sistemas de histocompatibilidad menores en
trasplante como los que se encuentran en el de médula ésea ( HA-1, HPA1-5).
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Glosario

aa: aminoacido

ABO: sistema de grupos sanguineos ABO

Acs: anticuerpos

ADN: acido desoxirribonucleico

Ag: antigeno

ALG: globulina antilinfocitaria

ARN: &cido ribonucleico

C4A: variante de la molécula C4 del complemento
C4B: variante de la molécula C4 del complemento
CDC: citotoxicidad dependiente de complemento
CMH: complejo mayor de histocompatibilidad
CPA: células presentadoras de antigenos

EICH: enfermedad injerto contra huésped

ELISA: andlisis por enzimoinmunoensayo

CREG: Reaccion cruzada

HLA: sistema de antigenos leucocitarios humanos
HLA I: antigeno leucocitario humano clase |

HLA I1I: antigeno leucocitario humano clasell

HSP: (heat shock proteins) proteinas de shock térmico
IgG: inmunoglobulina G

IL-2: interleucina 2

INCUCAI: Instituto Nacional Central Unico de Ablacion e Implante

LB: linfocito B
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LT: linfocito T

LT CD4: subpoblacion linfocito cooperador

LT CD8: subpoblacion linfocito citotdéxico

MICA: antigeno polimérfico codificado en el cromosoma 6

MICB: antigenos polimorfico codificado en el cromosoma 6

MFI: intensidad media de fluorescencia

NGS: (Next Generation Sequencing) secuenciacién de proxima generacion
OMS: organizacion mundial de la salud

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PCR-SSO: reacciéon en cadena de la polimerasa-oligonucleétido de secuencia
especifica

PCR-SSP: reaccion en cadena de la polimersa-primers de secuencia especifica
%PRA: porcentaje de anticuerpos reactivos

RH: factor RH

TCR: receptor de la célula o linfocito T

TNF: factor de necrosis tumoral

TRALLI: lesion pulmonar aguda producida por transfusion
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