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INTRODUCCION

El trasplante de rifidn en pacientes con fallo renal irreversible (e.g. insuficiencia renal crénica)
es reconocido como el mayor avance de la medicina moderna, proporcionando una mayor sobrevida
con respecto al tratamiento de didlisis, y mejorando la calidad de la misma. Hace 50 anos se
consideraba una opcién de tratamiento experimental y muy limitada. Hoy, sin embargo, forma parte
de la practica clinica habitual en mds de 80 paises, y constituye un procedimiento de rutina que
transforma vidas en la mayor parte de los mismos (Garcia-Garcia et.al.,, 2012). Este trasplante fue
consolidado gracias a los avances en el conocimiento de los mecanismos que intervienen en el
alorreconocimiento y en los elementos efectores de la respuesta inmunitaria, asi como de los
mecanismos de inmunorregulacién. En este contexto, el complejo mayor de histocompatibilidad y la
respuesta humoral han adquirido gran relevancia (Lopez-Hoyos et.al., 2021).

En la actualidad, la mayor barrera a superar en la medicina del trasplante lo constituye la
incompatibilidad donante — receptor, derivada del grado de disparidad genética entre ambos con
respecto a las moléculas de histocompatibilidad. Las secuelas inmunoldgicas de un trasplante, que
resulta incompatible, pueden conducir a una disminucién en la supervivencia del injerto en trasplante
de dérganos sélidos y al desarrollo de enfermedad de injerto contra huésped en trasplante de médula
Osea, pudiendo llevar incluso a la muerte del paciente. Ademas, pueden ocurrir fenédmenos de
sensibilizacion mediante la formacién de aloanticuerpos que pueden ser lesivos para el érgano
implantado y/o un eventual futuro trasplante (Muro et.al., 2008).

Por lo expuesto, el estudio inmunolégico de la pareja donante-receptor pretende cuantificary
minimizar la probabilidad de pérdida del injerto a corto y largo plazo. El riesgo de pérdida del injerto
puede pronosticarse pretrasplante y postrasplante mediante el uso de diversas determinaciones
inmunoldgicas. Las pruebas cruzadas (Crossmatch) constituyen el estudio inmediato previo al
trasplante. Estas pruebas son, la prueba cruzada linfocitaria por citotoxicidad dependiente del

complemento (CM-CDC) y la prueba cruzada linfocitaria por citometria de flujo (FCCM) (Ercilla y



Martorell, 2010). En ambos casos, el suero del paciente (receptor) debe enfrentarse con las células del
potencial donante, para detectar la presencia de anticuerpos preformados contra los antigenos del
donante.

El presente trabajo fue realizado en el contexto de las Practicas Electivas correspondientes al
Plan de Estudio de la carrera de Bioquimica. El objetivo del mismo fue la comparacion de las
metodologias empleadas en las pruebas cruzadas de la pareja donante receptor en el trasplante renal,
por citotoxicidad dependiente del complemento y por citometria de flujo, y sus usos en el manejo
clinico del paciente.

MARCO CONCEPTUAL

Sistema antigeno leucocitario humano (HLA)

El reconocimiento de los antigenos, después de transformados y presentados sobre las
moléculas de histocompatibilidad constituye uno de los bastiones principales del sistema inmunitario
para la defensa del organismo frente a cualquier agresion externa. El sistema de histocompatibilidad,
por tanto, juega un papel muy importante en el desarrollo y funcién del sistema inmunitario, gracias a
su capacidad de presentar antigenos a los linfocitos T y B encargados de la defensa. El sistema mas
conocido es el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) o sistema antigeno leucocitario
humano (HLA) en el hombre. El sistema HLA consta de 4 millones de pares de bases, localizados en la
porcién distal de la banda 6p21.3, en el brazo corto del cromosoma 6, habiéndose identificado
aproximadamente unos 400 genes en el mismo. Las moléculas HLA son altamente polimérficas y se
expresan como heterodimeros en la superficie celular. Sus aspectos funcionales estan en relaciéon a su
capacidad para el procesamiento y la presentacion antigénica, interviniendo en el proceso
inmunoldgico de reconocimiento de lo propio y en el desarrollo de una respuesta inmune especifica
hacia los antigenos no propios. Por tanto, la aloreactividad solamente representa un aspecto de la
funcién de las moléculas HLA, el cual es clinicamente muy relevante en el trasplante (Muro et. al.,

2008).



Organizacion génica del sistema HLA

El sistema HLA se divide en tres regiones conocidas como clase |, clase Il y clase Il (Figura 1).
La clase I, mas cercana al telémero, contiene los loci HLA-A, -B y -C que agrupan genes que codifican la
cadena pesada de las moléculas HLA de clase |, conocidos como HLA clasicos (MHCla), para
diferenciarlos de los demas genes de clase |, denominados no clasicos (MHCIb). Entre estos, existen
los genes HLA-E, -F, -G, HFE o MIC que codifican moléculas cuyas funciones se han comenzado a
conocer. Avanzando hacia el centrémero, se encuentra la region de clase Ill que originariamente se
creia circunscrita a los genes del complemento C4, C2 y Bf, pero actualmente, se sabe que ademas
incluye 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 la familia de las proteinas de choque térmico
(HSP). La region de clase Il estd situada en una posicién mas centromérica e incluye los genes HLA-DR,

HLA-DQy HLA-DP. (Muro et. al., 2008; Rajalingam et. al., 2015)
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Figura 1: Representacion esquematica de las regiones del sistema HLA en el cromosoma 6 humano. El centrémero (circulo
negro) y los principales genes HLA se indican en orden. El nimero de proteinas distintas (alelos) codificadas por cada gen

HLA se indica debajo de cada locus. Fuente: Rajalingam et. al., 2015.

Estructura de las moléculas HLA de clase | y de clase Il

La molécula HLA de clase I, como se observa en la figura 2, es un heterodimero de membrana
gue esta constituido por una cadena pesada, a, la cual se une de manera no covalente a una cadena
ligera denominada R2-microglobulina (82m). La cadena pesada a es una glicoproteina de membrana
codificada por un gen HLA-A, -B o -C. Su regidn extracelular posee unos 300 aminoacidos (aa), la

porcién hidrofdbica transmembrana 25 aa, que es muy parecida a la de otras proteinas expresadas en



membrana, y la regidn citoplasmica unos 30 aa. Los tres dominios extracelulares se extienden desde
la regién a3, adyacente a la membrana, a las regiones mas distales a2 y al. La mayor cantidad de
polimorfismo en la secuencia de estas moléculas se localiza en unas regiones hipervariables dentro de
los dominios aly a2. El dominio a3 tiene un plegamiento del tipo de dominio de las inmunoglobulinas
(Igs), es menos polimérfico que los anteriores, y en su estructura se encuentra el sitio de unién a la
molécula CD8 del linfocito T. La 2m es una proteina no polimdrfica de 100 aa que presenta una
estructura de dominio de Igs y se codifica fuera del complejo HLA, en un gen ubicado en el cromosoma
15. Esta molécula no posee una regidn transmembrana, se une no covalentemente al dominio a3 de
la cadena pesada. Su principal funcién es la de estabilizar todo el conjunto para que las moléculas de
clase | adquieran la estructura terciaria adecuada. (Muro et. al., 2008; Cruz-Tapias et. al., 2013; Molina
et. al., 2018).

La molécula HLA de clase Il esta compuesta por dos cadenas de glicoproteinas transmembrana,
o (codificada por DRA, DQA1 o DPA1) y B (codificada por DRB, DQB1 o DPB1) (Figura 2). Cada una de
ellas consta de una regién citopldasmica de 12 a 15 aa, una transmembrana de 20 a 25 aa, y una
extracitoplasmdtica formada por dos dominios de unos 90-100 aa. Los dominios préximos a la
membrana de cada cadena, a2 y 2, poseen una estructura del tipo de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, mientras que los dominios distales, al y 81, forman la estructura de unién al
péptido. La estructura tridimensional de las moléculas HLA de clase Il es similar a la estructura de las
moléculas de clase I. Las posiciones mas polimdrficas de las moléculas se encuentran en las regiones
terminales de los dominios extracelulares. (Muro et. al., 2008; Cruz-Tapias et. al., 2013; Molina et. al.,
2018).

La principal diferencia entre estas moléculas es que los extremos del surco de union de
péptidos estan mds abiertos en las moléculas HLA de clase Il que en las moléculas de HLA de clase .
Como resultado, el HLA de clase | puede acomodar solo péptidos cortos (9 aa de largo
aproximadamente) y los extremos del péptido estan sustancialmente enterrados dentro de la

molécula de clase I. Por el contrario, el surco de clase |l tiene extremos abiertos y puede alojar péptidos



mas largos (12 a 20 aa). Ademas, los péptidos que ligan las moléculas HLA de clase Il son principalmente
de origen exdgeno, mientras que, los de la clase | son de origen endégeno (Cruz-Tapias et. al., 2013;

Rajalingam et. al., 2015).
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Figura 2: (A). Estructura de la molécula HLA de clase I. (B). Estructura de la molécula HLA de clase Il. Abreviaciones: TM:

Transmembrana; CYT: Citosdlico. Fuente: Cruz-Tapias et. al., 2013.

Expresion de las moléculas HLA de clase l y Il en los tejidos

Las moléculas HLA de clase | se expresan en la mayoria de las células somdticas en el hombre
Yy, presentan niveles variables de tejido a tejido. La expresion de estas moléculas es influenciada por
muchos factores, como citoquinas y linfoquinas. En comparacion con las moléculas de clase |, el rango
de tejidos que expresan moléculas HLA de clase Il es mds limitado. Constitutivamente, estan presentes
en la superficie celular de linfocitos B, monocitos, macréfagos y células dendriticas, conocidas como
células presentadoras de antigeno (CPA). Ademas, las moléculas HLA de clase Il se encuentran también
en determinados endotelios vasculares, ciertos epitelios ductales (senos, tracto gastrointestinal) y
glomérulo del rindn. Como en las moléculas HLA de clase |, también se han observado diferencias
cuantitativas de expresion para las distintas moléculas HLA de clase II. Por ejemplo, las moléculas HLA-
DR estan presentes en mayor cantidad que HLA-DQy -DP (Muro et. al., 2008; Rajalingam et. al., 2015).

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

expresion palpable de HLA de clase Il en situaciones de rechazo inmunoldgico.




Funcion de las moléculas HLA de clase l y Il

La funcidon normal de estas moléculas consiste en presentar antigenos a las células del sistema
inmune y son esenciales para la respuesta inmune adaptativa mediada por células T. Los aloantigenos
son procesados por las CPA del sistema inmune y presentados como péptidos unidos a sus moléculas
HLA de clase | o de clase Il en la superficie celular, estos seran reconocidos por el receptor de células T
(TCR) durante la presentacion antigénica (Cruz-Tapias et. al., 2013).

Cuando el TCR reconoce los péptidos asociados con las moléculas HLA en una CPA, varias
proteinas de superficie de las células T y moléculas de sefializacion intracelular se movilizan
rapidamente al sitio de contacto, entre ellas los correceptores CD4 o CD8, moléculas coestimuladoras
como B7, y otras accesorias como ICAM que son importantes para fortalecer la interaccion entre las
dos células (Cruz-Tapias et. al., 2013).

En el desarrollo de esta respuesta las poblaciones de linfocitos T son especificas tanto para el
antigeno como para las diferentes clases de HLA. Esta especificidad otorga la base para agrupar a los
linfocitos T en dos subpoblaciones, los CD8+ que reconocen antigenos presentados con las moléculas
HLA de clase |, y los CD4+ que reconocen antigenos presentados con moléculas HLA de clase Il (de-Leo-
Cervantes, 2005). Las CD8+ tienen una funcidn citotdxica que les permite atacar directamente células
infectadas con virus y/o células cancerosas mientras que, las CD4+ tienen una gama mas amplia de
funciones efectoras mediante la produccién especifica de citocinas. Estas ultimas se conocen como
células T colaboradoras (T Helper) y se han distinguido varios tipos, entre ellas las TH1, TH2 y TH17
(Cruz-Tapias et. al., 2013).

La presentacion antigénica mediante estas moléculas HLA puede darse principalmente por dos
vias (Figura 3).

En la via enddgena, los antigenos extrafios presentados por las moléculas HLA de clase |
generalmente derivan de infecciones intracelulares, proteinas sintetizadas en el citosol que resultan
defectuosas o aquellas maduras que ya deben ser eliminadas. El ensamblaje de las moléculas HLA de

clase | con los péptidos antigénicos requiere la coordinacién de multiples procesos para crear primero



los péptidos los cuales son ubiquitinizados para ser degradados por un proteosoma, luego
transportarlos y cargarlos en la hendidura de las moléculas HLA de clase | en el reticulo endoplasmico
(RE). Intervienen aqui los transportadores asociados a la presentacion de antigenos (TAP), una
glicoproteina asociada a TAP Illamada Tapasina, que facilita el ensamblado del péptido en el RE y
moléculas chaperonas. Cuando se ensambla de manera estable, el complejo HLA clase |-péptido se
transporta a la superficie celular a través del aparato de Golgi para ser reconocidos por el TCR
especifico en la célula T CD8+ (Figura 3A) (Cruz-Tapias et. al., 2013).

En la via exdgena, los antigenos extrafios presentados por las moléculas HLA de clase Il
generalmente derivan de patégenos extracelulares, las CPA los reconocen e internalizan, mediante
receptores especializados, formando fagolisosomas donde los mismos son degradados para dar los
péptidos que se asocian a las moléculas HLA de clase Il. Las cadenas HLA clase Il a y B se ensamblan en
el RE con una proteina no polimérfica lamada cadena invariante (li), la cual estabiliza la estructura de
la molécula HLA de clase Il mientras previene la unidon a otros péptidos dentro del RE, luego es
degradada dejando solo un remanente llamado péptido invariante asociado a clase Il (CLIP), el cual
luego es reemplazado por el péptido derivado del material endocitado. Intervienen aqui enzimas
proteoliticas como las catepsinas, molécula HLA-DM que elimina el CLIP y HLA-DO que modula la accién
de HLA-DM. Los complejos HLA ll-péptido se expresan en la membrana plasmatica, donde pueden ser

reconocidos por las células T CD4+ (Figura 3B) (Cruz-Tapias et. al., 2013).
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Figura 3: Vias de presentacion antigénica. A) Via Biosintética o Enddgena B) Via Endocitica o Exdgena. Fuente: Cruz-Tapias

et. al., 2013

Asimismo, las CPA pueden presentar antigenos exégenos también a los linfocitos T CD8+
mediante una presentacién cruzada, existen vias intracelulares que describen esta presentacion de
antigenos fagocitados, como ser la via citosdlica y la via vacuolar (Cruz-Tapias et. al., 2013).
Anticuerpos anti HLA de clase l y clase Il

El receptor potencial de un alotrasplante puede presentar anticuerpos contra las células del
mismo. La produccién de estos frente a moléculas HLA requiere de 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 son diferentes. Esta aloinmunizacion anti-HLA se
puede producir durante el embarazo, por transfusiones sanguineas, o debido a trasplantes previos
(Muro et.al., 2008; Lépez et. al., 2015; Akgul et. al., 2017; Pandey et. al., 2022)

En general, los anticuerpos producidos en mujeres embarazadas son el resultado de una
respuesta inmune completamente desarrollada y dirigida frente a un ndmero limitado de antigenos
extrafios (antigenos fetales heredados del padre) por lo tanto son de alta afinidad y de especificidad
limitada, que pueden persistir durante un largo periodo de tiempo (Muro et.al., 2008).

En pacientes transfundidos, la dosis de antigeno recibida en una Unica transfusién es
relativamente pequefia, pero si el tratamiento se repite periédicamente las dosis antigénicas pueden
ser adecuadas para desencadenar una respuesta inmune con anticuerpos de naturaleza policlonal, los
cuales podrian tener una duracién limitada en el tiempo (Muro et.al., 2008).

En los pacientes trasplantados, el érgano extrafio presenta una multitud de antigenos
diferentes lo cual desencadena una amplia produccién de anticuerpos por parte del sistema inmune,
en relacion a los anticuerpos anti HLA se desarrollan los de clase | y Il, y estos pueden persistir un gran

periodo de tiempo. (Muro et.al., 2008; Lopez et. al., 2015; Akgul et. al., 2017; Pandey et. al., 2022).
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Los anticuerpos anti HLA de clase | y clase Il son los que clinicamente adquieren mayor
relevancia en la sobrevida de un injerto, siendo capaces de provocar un rechazo y en ocasiones la

pérdida del érgano.

Importancia del sistema HLA en el trasplante renal

El polimorfismo caracteristico del sistema HLA conduce a diferentes especificidades de union
de péptidos y podria contribuir a variaciones en la respuesta inmunitaria entre individuos, jugando un
papel importante en los trasplantes de drganos y la susceptibilidad a ciertas enfermedades. El riesgo
de rechazo de aloinjertos puede estar mediado por causas multifactoriales, incluidas inmunoldgicas y
no inmunoldgicas. Entre las primeras estan, la incompatibilidad HLA, la subdptima inmunosupresion,
anticuerpos citotéxicos elevados y el retrasplante. Debido a su implicancia en los rechazos, los
antigenos HLA se conocen cldsicamente como antigenos de trasplante (Muro et.al., 2008).

Los rechazos de aloinjertos ocurren cuando la respuesta inmunitaria del receptor contra el
tejido extrafio se induce por los antigenos presentes en el injerto (aloantigenos) que estan ausentes
en el receptor. Esta activacidn es tanto mds intensa cuanto mayor es la incompatibilidad de la pareja
donante/receptor (Lopez-Hoyos et. al., 2021). Los aloantigenos mas relevantes son las moléculas HLA
de clase | y Il, el receptor los reconoce como no propias causando una activacidon de las células
linfocitarias que desarrollardn una respuesta inmune coordinada, entre la adaptativa y lainnata, contra
el injerto.

El alorreconocimiento puede producirse mediante 3 vias, directa, indirecta y semidirecta
(Figura 4) (Siu et. al., 2018; Etxebarria et. al., 2022):

e Alorreconocimiento directo: Los macrdfagos y células dendriticas del donante pueden salir
desde el rindn implantado para dirigirse a los érganos linfoides secundarios del receptor y
activar las células T. Ocurre mediante el reconocimiento de las moléculas HLA de las CPA del
donante por parte de los linfocitos T del receptor. Se considera que esta via es de corta

duracidn debido a la corta vida util de las CPA del donante, produce una alorespuesta mas
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potente que la activacidn convencional de células Ty se considera que es la via predominante
en el proceso de rechazo celular agudo (Figura 4a).

e Alorreconocimiento indirecto: Las CPA del receptor captan y procesan las moléculas HLA del
donante para luego presentarlos a los linfocitos T a través de sus propias moléculas HLA. Esta
via se considera duradera y predominante en el rechazo crénico. Las células TCD4+ activadas
por esta via pueden activar a las células B alorreactivas (Figura 4b).

e Alorreconocimiento semidirecto: Las células T reconocen a las moléculas HLA intactas del
donante, similar al reconocimiento directo, pero presentadas por sus propias CPA que han
adquirido estas moléculas del donante a través de varias vias, como contactos célula-célula o

exosomas (Figura 4c).
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Figura 4: Vias de alorreconocimiento. a) via directa; b) via indirecta; c) via semidirecta. Fuente: Etxebarria et. al., 2022.

Asimismo, los rechazos de aloinjertos pueden clasificarse clinicamente en hiperagudos, agudos
o crénicos (Ruchi y Saed, 2023). Las diferencias en la duraciéon de las alorrespuestas de las células T

probablemente influyen en su capacidad para mediar en cada rechazo.
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Rechazo hiperagudo: Se presenta generalmente en las primeras horas después del trasplante. Estd
relacionado con anticuerpos circulantes preexistentes en la sangre del receptor, debido a una
sensibilizacién previa, contra el antigeno del donante, generalmente del grupo sanguineo ABO o
antigenos HLA. Estos anticuerpos atacan y destruyen el drgano trasplantado tan pronto como se
revasculariza el aloinjerto o unas pocas horas después, desencadenan una trombosis intravascular
rapida con necrosis de la pared vascular, siendo necesario la trasplantectomia urgente. Actualmente,
este rechazo no se presenta, debido a la realizacién de las pruebas cruzadas realizadas antes del
trasplante.

Rechazo agudo: Ocurre en los primeros dias, generalmente dentro de las tres semanas posteriores al
trasplante. Se produce una lesion vascular y parenquimatosa pudiendo ser mediada por anticuerpos
(rechazo agudo humoral) o por células T (rechazo agudo celular). El primero estd relacionado con un
alorreconocimiento que conduce al dafio del aloinjerto a través de la activacion del complemento, asi
como otros mecanismos que reclutan células asesinas naturales (NK), polimorfonucleares, plaquetas
y macrofagos. Generalmente demuestra evidencia de aloanticuerpos circulantes especificos contra el
donante y de lesiones renales mediadas por anticuerpos, como inflamacién de glomérulos
(glomerulitis) o capilares peritubulares (capilaritis peritubular). Mientras que, el rechazo agudo celular
se produce cuando los linfocitos del receptor se activan mediante alorreconocimiento, lo que conduce
a la activacién e infiltracién de las células T de los tubulos, el intersticio y, en ocasiones, la intima
arterial dafando el rifndn trasplantado. Este rechazo tiene una alta respuesta al tratamiento, siendo de
mucho peor prondstico el rechazo agudo humoral.

Rechazo crénico: Suele desarrollarse luego de mas de tres meses después del trasplante. Estd
relacionado con factores tanto inmunes como no inmunes. El principal factor de riesgo es el
incumplimiento de la medicacién inmunosupresora. Puede ser mediado por anticuerpos o mediado
por células T, el primero es el mds comun y se relaciona principalmente con la presencia de anticuerpos

anti-HLA especificos del donante (DSA), mientras que el segundo es poco comun. Se caracteriza por
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presentar fibrosis, arteriosclerosis acelerada y alteraciones vasculares con pérdida de la funciéon del
injerto después de un periodo prolongado.

Si se realiza un trasplante en un paciente que presenta anticuerpos anti-HLA preformados
contra el donante traeria como consecuencia un rechazo del injerto, asimismo, se ha observado una
correlacién beneficiosa entre una mejor compatibilidad HLA con la supervivencia a largo plazo del
injerto. La identificacidon correcta de la especificidad de anticuerpos presentes en el suero del receptor
y la realizacién de la prueba cruzada pretrasplante entre la pareja donante-receptor es clave (Muro
et.al., 2008).

Crossmatch en la pareja donante-receptor

Antes de proceder a realizar un trasplante renal debe valorarse la compatibilidad antigénica
entre el receptor y el donante, con la finalidad de optimizar la supervivencia del injerto y minimizar las
posibles reacciones inmunoldgicas contra el érgano implantado. (de-Leo-Cervantes, 2005).

Para ello, existen diversas determinaciones inmunolégicas que se realizan pretrasplante como
ser, tipificacion HLA del receptor y probable donante, determinacién de anticuerpos anti HLA por fase
sélida en el receptor (ELISA, citometria, luminex) y pruebas cruzadas entre donante-receptor por
citotoxicidad dependiente del complemento y/o por citometria de flujo. El resultado de estas
determinaciones permite no sdlo evitar los trasplantes de alto riesgo sino también ofrecer el tipo de
tratamiento inmunosupresor adecuado a cada nivel de riesgo (Ercilla y Martorell, 2010).

La CM-CDC esta basada en la técnica de citotoxicidad dependiente del complemento, donde
se hace reaccionar el suero del receptor con los linfocitos del donante en presencia de complemento.
La positividad de la reaccion se visualiza con ayuda de un colorante vital, que penetra a través de la
membrana celular si ha sido permeabilizada por el complemento (Ercilla y Martorell, 2010). De esta
manera es posible determinar la presencia de anticuerpos en el suero del receptor, contra las
moléculas HLA del donante, dado que estos se unen vy, con el posterior agregado del complemento, se
produce la lesién celular permitiendo que el colorante penetre en el interior, visualizando las células

vivas de un color y las no viables de otro (Dyers y Middleton, 1993; Zachary et.al., 1995).



14

Se puede realizar a partir de linfocitos totales o de subpoblaciones celulares. Si se separan las
subpoblaciones de linfocitos T y B es posible diferenciar los anticuerpos anti HLA de clase | de los de
clase Il (Ercillay Martorell, 2010). Ademas, se puede realizar un tratamiento con Ditiotreitol (DTT), que
destruye las IgM, para diferenciar los anticuerpos linfocitotéxicos de tipo IgM, generalmente
autoanticuerpos, de los de tipo IgG (Rose et.al., 1992; Zachary et.al., 1995).

Enla FCCM la unidn de los anticuerpos del suero del receptor a los antigenos de membrana de
los linfocitos del donante se identifica con una antiinmunoglobulina humana, generalmente un Fab2-
anti-lgG, marcada con un fluorocromo detectable por citometria de flujo. Para identificar los subtipos
de linfocitos con los que reacciona el suero, se utilizan anticuerpos monoclonales marcados con un
fluorocromo distinto al de la anti-IgG. Habitualmente se utiliza anti-CD3 para identificar los linfocitos

Ty anti-CD19 o anti-CD20 para los linfocitos B (Ercilla y Martorell, 2010).
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OBIJETIVOS

Objetivo general

Comparar las metodologias empleadas en el estudio de anticuerpos anti HLA en la pareja

donante receptor e Interpretar el valor clinico de cada una de ellas en el trasplante renal.

Objetivos especificos

Adquirir manejo en las técnicas utilizadas para separacion de linfocitos a partir de sangre
periférica utilizando gradiente de Ficoll Hypaque.

Realizar prueba cruzada donante receptor por citotoxicidad mediada por complemento.
Adquirir experiencia en el uso de microscopia de fluorescencia invertida.

Realizar la prueba cruzada donante receptor por Citometria de Flujo.

Adquirir conocimientos acerca del uso de la Citometria de Flujo.

Evaluar la diferencia de sensibilidad entre las dos técnicas empleadas en las pruebas cruzadas
linfocitarias donante receptor.

Identificar las limitaciones y fortalezas de cada técnica analizada, para su uso en el manejo
clinico del paciente

Adquirir conocimientos tedricos acerca de las metodologias aplicadas en las pruebas cruzadas
de histocompatibilidad en el trasplante de 6rganos sélidos.

Conocer aspectos no tradicionales del perfil profesional que presentan una importante
demanda: drea de Histocompatibilidad- Trasplante renal.

Brindar a la alumna que esta finalizando el Ciclo de Formacidon Profesional, un espacio
curricular que le permita profundizar su capacitacidon en el campo disciplinar bioquimico del

analisis clinico y la investigacion.
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MATERIALES Y METODOS

Durante la presente practica se realizaron ensayos de pruebas cruzadas linfocitarias entre
donante vivo-receptor de la provincia del Chaco. Se efectuaron mediante dos técnicas, por
citotoxicidad dependiente del complemento y por citometria de flujo. Ambas aprobadas mediante
resolucién por el Instituto Nacional Central Unico Coordinador de Ablacién e Implante (INCUCAI) como
metodologias de Crossmatch a utilizar durante los operativos de distribucion renal (RES 63/2018). Se
trabajo con sueros del paciente puros y diluidos (al % en el CM-CDC y al 1/50 en FCCM).

En primera instancia, se realizd la separacidn de linfocitos mediante técnica de centrifugacion
por gradiente de densidad con Ficoll Hypaque (figura 5). Posteriormente, se separaron las poblaciones
linfocitarias (T y B) mediante el empleo de perlas inmunomagnéticas (figura 6). Seguidamente, se llevo
a cabo los ensayos de Crossmatch, mediante citotoxicidad dependiente del complemento, empleando
Fluoroquench (FQ) y Diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) como colorantes (Figura 7) (Rose et.al.,
1992; Dyers y Middleton, 1993; Zachary et.al., 1995) y, por citometria de flujo, previo empleo de
solucion de pronasa (Figuras 9 y 8 respectivamente) (Lazda, 1994; Scornik et.al., 1994; Scornik, 1995;
Talbot et.al., 1995; Thompson, 1995).

Ademas, se llevd a cabo un andlisis retrospectivo de los resultados obtenidos mediante ambas
técnicas en las pruebas cruzadas realizadas durante el periodo comprendido entre enero de 2018 y
noviembre de 2022 en el Laboratorio de GENETICA MOLECULAR E HISTOCOMPATIBILIDAD del Hospital
Dr. Julio C. Perrando, Resistencia, Chaco. Se analizaron un total de 106 resultados, de los cuales, 30
correspondieron a pruebas cruzadas realizadas con donante vivo, mientras que 76 fueron llevadas a
cabo en operativos con donantes cadavéricos.

Técnicas operatorias
1- SEPARACION DE LINFOCITOS A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA UTILIZANDO FICOLL-
HYPAQUE:

Muestra:



% Sangre entera anticoagulada con heparina
Equipamiento:

% Pipetas pasteur

< Micropipetas automaticas

¢ Tubos Falcon 15 ml

< Centrifuga
< Placa de Terasaki
< Microscopio de fluorescencia de luz invertida

Reactivos:

«» Buffer fosfato salino (PBS 1x)

« Buffer fosfato salino - Suero fetal bovino (PBS 1x SFB) (10%)
< Ficoll-Hypaque

?g | E— FEEE = tfr\\/ar aP;;mxf —) T =) E:[-l.‘

Homogeneizar

2 tubos de sangre = Homogeneizar y Agregar 2ml Agregar suavemente, por

heparinizada fraccionar en 5 de Ficoll a 6 las paredes, 8ml de la

(10ml) tubos de 5ml tubos cénicos dilucién al tubo cénico
de 15ml. con Ficoll. Formar dos

fases, sin mezclarse.

VER QUE SE HAYA

‘q Adicionar a cada ‘ :
f, — wbo 1ml  de F FORMADO EL CULOT
- — v ) pasiyoSFB10%. wo= mmmm) | YQUEELLIQUIDONO

Mezclar con ESTE TURBIO
Centrifugar Tomar la interfase pipeta pasteur Realizar 3 lavados:
30 a de linfocitos (anillo Centrifugar 10" a
1800rpm blanco) y transferir 2300rpm a  25°C.
25°C a 3 tubos de Khan. Eliminar el
sobrenadante,
adicionar 1ml de
- PBS1x-SFB10%.
‘ -i
Nombrar los Colocar 1ul de Observar al mo con
tubos: T, B cada tubo en un luz blanca para
(mayor culot) pocillo de la placa ajustar el n° de células
y Cito. de terasaki (aprox. 3000c/ml)

Figura 5: Secuencia de pasos para la separacion de linfocitos a partir de sangre periférica utilizando Ficoll-Hypaque. Fuente: Elaboracién

propia.
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SEPARACION DE LINFOCITOS TY B CON PERLAS MAGNETICAS:
Muestra:
% Suspensidn de linfocitos del potencial donante obtenidos mediante técnica 1
Equipamiento:
% Pipetas pasteur
< Micropipetas automaticas
% Tubos de Kahn
< Rotador orbital
% Magneto
% Placa de Terasaki
< Microscopio de fluorescencia de luz invertida
Reactivos:
«» Buffer fosfato salino (PBS 1x)
< Buffer fosfato salino - Suero fetal bovino (PBS 1x SFB) (10% y 20%)
< Dynabeads anti CD3

< Dynabeads anti CD19.
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(1) Sin sacar del

kl I magneto, eliminar
— ] B | sobrenadante de
B cada tubo con
pipeta pasteur, sin
Prepararw2 jf”bos de Colocar en tocar las perlas en el
Khan y afiadir: magneto 1’ tubo.
2ul de las perlas aTamb
magnéticas anti-
CD1% en tubo 1y de
anti-CD3 en tubo 2.
Afadir 1ml de PBS1x
a cada tubo
qu
) l w ) Repetir (1)
B
Lavar 2 veces: Colocar en
Sacar del magneto magneto 2
y afiadir 1ml de aT°amb

PBS-SFB20% a
cada tubo

—)

Sacar los tubos del
magneto y agregar a
cada uno 1ml de
suspension de células
mononucleares
obtenidas
anteriormente

Reconstituir en
PBS-SFB 10%
cada tubo

Incubar en

rotador orbital

20" en bafio de
hielo

Ajustar cc con mo
y placa de
Terasaki (aprox.
3000 c/ml

Colocar en
magneto 2" a
T*amb.
Repetir (1)

Figura 6: Secuencia de pasos para la separacién de linfocitos T y B utilizando perlas magnéticas. Fuente: Elaboracion propia.
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CROSSMATCH POR CITOTOXICIDAD DEPENDIENTE DEL COMPLEMENTO:

Muestras:

Suero del receptor

Linfocitos T y B del donante obtenidos previamente mediante técnicas 1y 2

Equipamiento:

Placa de Terasaki

Pipetas Hamilton de 1ul y de 5ul
Micropipetas automaticas

Microscopio de fluorescencia de luz invertida
Reactivos:

Vaselina

Complemento de conejo

Fluoroquench (FQ)

Diacetato de carboxifluoresceina (CFDA)

Bromuro de etidio




% Suero control negativo (CN)

2

% Suero control positivo (CP)

< Ditiotreitol (DTT)

20
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FQ

CFDA

QBN g

Cubrir los pacillos de |a placa
de terasaki con vaseling

Sembrar la misma

disposicidn de sueras para

LTy LB {var esquema de b
placa an anaxo)

l

s

Colocar 1ul de suero del receptor
puro yal 1/3 en cada podillo, y los
testizos negativo v oositivo.

CFDA

l

Incubar 30" a 25°C en oscuridad

|
)

|

Afadir

pacillo

Incubar 60" a 25°C en ascuridad

% Afadir 1ul

Células cel 1] en. cada

danante (LT pacillo FQ

visiin | “
Afadic  2ul  de
Fluoroguench  a
cada pacilla W‘
Dejar  repaosar
15" & 25°C en @
ascuridad

'

PN

Afadir 1yl de
Bromura de etidio
a cada ooecillo

Ny

(R

1
$)
!

Yx

complemento de conejo
{reconstituido con 1mide
agua destilada) @ cada

Afadir  1ul de
Bromuro de etidio
a cada pocilio

Dejar  reposar
15" a 25°C en
ascuridad

Observar en mo
de fluorescencia
invertida

Al resto de (1)
adicionar  1ml
de PBS1x-SBF v
homogeneizar

l' Colocar en
magneta 1° a

i T amb.

i Eliminar el
sobrenadante

‘ con  pipeta
pasteur

/  ARadic  250ul

de CFDA
Homogeneizar
15" a 37°C
Afadir 1ul ‘
en  cada i [ ]
pacillo _ i
Resuspender Afadir 1ml de
en S0ul de PBSIXSBF y Devar al
PBS1x SBF magneta 1, eliminar
el sobrenadante
Sul de
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Figura 7: Secuencia de pasos para realizar la CM-CDC utilizando Fluoroquench (FQ) y Diacetato de carboxifluoresceina (CFDA).

Fuente: Elaboracion propia.

Visualizacién de células vivas (color verde) y muertas (color rojo) mediante el

microscopio de fluorescencia de luz invertida (Imagen 1) en la CM-CDC.

Imagen 1: Visualizacidn de células vivas (en color verde) y muertas (en color rojo) mediante el uso del microscopio de

fluorescencia de luz invertida.

Score segun porcentaje de células muertas visualizadas:
® Score 2:<20%
® Score 4: 20-50%
® Score 6: 50-80%
® Score 8:>80%
El score 2 se considera negativo.
CROSSMATCH POR CITOMETRIA DE FLUJO:

Muestras:

« Suero del receptor

R
L4

Linfocitos del probable donante obtenidos previamente mediante técnica 1

Equipamiento:

R
L4

Micropipetas automaticas

R
28

Tubos para citometria de flujo

R
28

Tubos eppendorf
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R
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2
o

2
o

Tubos Falcon 15ml

Estufa (37°C)

Microcentrifuga

Centrifuga

Heladera

Citdmetro (como minimo de 4 colores)
Reactivos:

Pronasa (0,5 mg/ml)

Anti-IgG FITC

Anti-CD3 PE

Anti-CD19 APC

Anti-CD45 PerCP

PBS (a temperatura ambiente y a 4°C)
Suero control negativo (CN)

Suero control positivo (CP)
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Afadir 4ml
de PBS .

Linfocitos del donante (tubo
Cito} obtenidos de la

separacion con Ficoll
Hypague
Cargar 4 tubos

eppendorf con 1ml de |
la suspension celular

Centrifugar 1° ' 1l de

-~
-

d
/" Preparar wna slm de

pronasa en PBS de
0,5mg/ml v alicuotaria de a
1ml en tubos eppendorf.
Conservarlos -20°C

] . Descongelar 4
oo

tubos de pronasa

YEEY 05meg/mi)

Aoregar a cada pellet
pronasa

a B000rpmi. Sty descongelada.
RS Homogeneizar bien
Eliminar bien Elx
sobrenadante

@

Llevar a estufa
a 37°C por 12'

o

Centrifugar 1°
a B000rpm.

(R e

Realizar 3 lavados
con 1ml de PBS
centrifugando 17

a 8500rpm
F
e
Resuspender en
| | |  oS00u de PBS
. cada tubo

Dejar sedimentar 1" v recoger
BOOul de la suspension de los 4
tubos en un tubo Falcdn de 15ml.
Homogeneizar

Figura 8: Secuencia de pasos para realiza

r el tratamiento de las células del posible donante con solucién de pronasa (0,5

mg/ml). Fuente: Elaboracién propia.
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Cargar  cada Mgregar & cada tubo:

tubo con 300}” 30ul  del  control
de la suspension

b
-y,

negativo a “CN™
/ celular  tratada / 30ul de control positivo
Con pronasa 3 "

30ul de suerc del
VER QUE SE HAYA paciente a “SP"

— t:- mmmm) | FORMADO UN | 30ul del suero del
—

ANILLO  EN  EL sskssess  paciente diluido 1/50

e
L)

EE IR T

Rotular 4 tubes de Centrifugar 5" a FONDO DELTUBO E;: S;?:ﬂl negativo 2
citometria  como 4500rpm
CN, CP, 5Py 5P 1/50 descartando bien el L0OS MOMOCLOMALES
sobrenadante NO DEBEN ESTAR
£ | MUCHO TIEMPO FUERA
# DE LA HELADERA Y EN
/ CONTACTO CON LA LUZ
- Ak wh W wh
Vartexear e incubar Hacer 2 lavados Eliminar el Vartexear e incubar
300 a T"amb con 1ml FBS sobrenadante y afiadir 30 en heladera y
centrifugando 2° a cada tubo: oscuridad
a 4500rpm (5) 10ml cle anti 1gG FITC
3ul de anti CD1% APC
5ul de anti CD3 PE l

Bul de anti CDA5 PerCF Lavar con 1ml de PBS 1X frio

de igual modo gue en (5).
Resuspender en 300ul con
PBS 1X frio

Adguirir

Figura 9: Secuencia de pasos para realizar la FCCM. Fuente: Elaboracién propia.

Lo valores de referencia para MCS (median channel shift) utilizados, teniendo en cuenta la

bibliografia, fueron:

Positivo Borderline Negativo
Linfocitos B >120 120-100 <100
Linfocitos T >60 60-40 <40
RESULTADOS

Ensayos de crossmatch donante-receptor

Luego de la realizaciéon de los ensayos de crossmatch se elabord la tabla comparativa 1 con las
caracteristicas observadas de cada técnica empleada, como ser anticuerpos detectados, método
utilizado, muestras iniciales empleadas y sus correspondientes tratamientos previos, técnicas de
separacion de poblaciones celulares, tiempo de procesamiento requerido, equipamiento especifico

empleado, entre otras.




26

CM-CDC FCCM

¢QUE DETECTA? Aloanticuerpos 1gG e IgM | Aloanticuerpos de tipo IgG
fijadores del Complemento en | fijadores y no fijadores del

el suero del receptor, contra | Complemento, en el suero del

antigenos HLA presentes en las | receptor, contra antigenos

células del posible donante HLA presentes en las células

del posible donante

METODO EMPLEADO Capacidad citotéxica | Marcadores de
dependiente del | inmunoglobulina G asociado

Complemento

con fluorocromos. (Anti-lgG
FITC)

MUESTRAS INICIALES

-Sangre entera heparinizada del posible donante

-Suero del receptor (puro y diluido)

TECNICA DE SEPARACION DE
CELULAS MONONUCLEARES
DE SANGRE PERIFERICA

Centrifugacién por gradiente de densidad con Ficoll Hypaque

TRATAMIENTO PREVIO DE LAS
MUESTRAS INICIALES

-Suero del receptor: 56°C; 10 minutos

Se emplean sueros con y sin
tratamiento con Ditiotreitol
(DTT)

Tratamiento del suero con
solucién de Pronasa
(0,5mg/ml)

TECNICA DE SEPARACION DE
LAS POBLACIONES
LINFOCITARIAS

Separacion fisica, previo a la
determinacion, mediante
de

inmunomagnéticas

empleo microesferas

(Dynabeads anti anti

CD19)

CD3;

Marcaciéon simultdnea a la
determinacion, mediante
empleo de Acs monoclonales
especificos (Anti-CD3; Anti-

CD19; Anti-CD45)

INTERPRETACION DE
RESULTADOS

Empleo de colorantes vitales
(FQ y CFDA); visualizacidon en
microscopio con conteo de
células viables; sistema de

score estandarizado

Valores expresados en

corrimiento de canales MCS
control

respecto d un

negativo.

TIEMPO DE PROCESAMIENTO

6h

5h
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EQUIPAMIENTO ESPECIFICO -Magneto -Tubos para citometria de

flujo
-Pipetas Hamilton

-Citometro de flujo
-Placa de Terasaki

-Microscopio de fluorescencia
de luz invertida

Tabla 1: Tabla comparativa con las caracteristicas de ambas técnicas empleadas en los ensayos de crossmatch. Fuente:

elaboracién propia.

Andlisis retrospectivo

A partir del andlisis retrospectivo realizado se elaboraron las tablas 2 y 3.

En la tabla 2 se muestran los valores obtenidos segun la técnica empleada. Del total de datos
analizados, por CM-CDC se obtuvo un 16% de resultados positivos para linfocitos Ty B, un 76% negativo
para ambas poblaciones linfocitarias, un 8% positivo solo para linfocitos B y ningtn valor border line
(BL). Resulta importante destacar que, entre los resultados informados negativos para ambos linfocitos
por CM-CDC, se presentd un caso positivo sin tratamiento con DTT, pero negativo con el mismo.

Mientras que por FCCM, un 36% resultd positivo para linfocitos T y B, un 53% negativo para
ambos, un 3% positivo solo para linfocitos B, un 5% de resultados BL para linfocitos T (MCS=40-60) y
un 3% para linfocitos B (MCS=100-120).

No se obtuvieron datos positivos solo para linfocitos T por ninguna de las técnicas realizadas.

RESULTADOS TECNICA EMPLEADA

Citotoxicidad dependiente Citometria de flujo
del complemento

TyB+ 17 38
TyB- 80 56
Solo B+ 9 3

BLpara T 0 6
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BL para B 0 3

N 106 106

Tabla 2: Resultados de las pruebas cruzadas realizadas, CM-CDC y FCCM, durante el periodo comprendido entre enero de 2018 y

noviembre de 2022 en el Laboratorio de GENETICA MOLECULAR E HISTOCOMPATIBILIDAD del Hospital Dr. Julio C. Perrando, Resistencia,

Chaco. Fuente. elaboracién propia.

En la tabla 3 se muestran los datos teniendo en cuenta la relacién entre los resultados

obtenidos mediante ambas técnicas.

RESULTADOS POR CM-CDC N
TyB+ TyB- s/B+
RESULTADOS POR TyB+ 16 17 5 38
FCCM

TyB- 0 56 0 56

s/B+ 0 2 1 3

BLT 0 4 2 6

BLB 1 1 1 3
N 17 80 9 106

Tabla 3: Resultados de las pruebas cruzadas realizadas por CDC y su relacién con los resultados obtenidos por FCCM, durante el periodo
comprendido entre enero de 2018 y noviembre de 2022 en el Laboratorio de GENETICA MOLECULAR E HISTOCOMPATIBILIDAD del Hos pital
Dr. Julio C. Perrando, Resistencia, Chaco. Fuente: elaboracion propia.

Se observa que, del total de resultados positivos para ambas poblaciones linfocitarias
mediante CM-CDC, un 94% también resultd positivo para Ty B por FCCM, en tanto que, del total de

resultados negativos para ambos linfocitos por CM-CDC, un 70% resulté negativo para ambos por

FCCM y un 21% fue positivo para ambos linfocitos.
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Por otro lado, del total de resultados positivos para ambas poblaciones linfocitarias mediante
FCCM, un 42% también resulté positivo para ambas por CM-CDC y un 45% fue negativo. Con respecto
alos resultados negativos para ambas células por FCCM, el 100% también resultd negativo para ambos
linfocitos mediante CM-CDC.

DISCUSIONES
Ensayos de crossmatch donante-receptor

A partir de los ensayos de pruebas cruzadas realizados se pudo determinar similitudes y
diferencias entre ambas técnicas.

En cuanto a las similitudes observadas, tanto en la CM-CDC como en la FCCM se detectaron
aloanticuerpos correspondientes a linfocitos Ty linfocitos B en el suero del receptor contra antigenos
HLA presentes en las células del posible donante. Se emplearon las mismas muestras iniciales y, en el
caso del donante fue necesario realizar una separacion de las células mononucleares mediante una
técnica en comun, centrifugacién utilizando Ficoll Hypaque, mientras que, para el suero del receptor
se procedid a una incubacién a 56°C con el objetivo de inactivar su complemento.

En relacién a las diferencias entre ambas se observd que, el método empleado para la
determinacién de los aloanticuerpos resulté diferente, en la CM-CDC se empled la capacidad citotéxica
dependiente del complemento, por este motivo los anticuerpos anti-HLA detectados fueron aquellos
que pueden fijar el complemento, mientras que, en la FCCM se utilizaron marcadores de
inmunoglobulina G (IgG) asociados a fluorocromos. Por ello, en el caso de la FCCM, fue posible
determinar incluso aquellos aloanticuerpos que no activan al complemento.

Para la separaciéon de poblaciones linfocitarias, en la CM-CDC se realizé una separacion fisica
previa de estas células mediante el empleo de microesferas inmunomagnéticas, mientras que en la
FCCM fue posible la evaluacién simultdnea de estas poblaciones linfocitarias mediante el uso de
anticuerpos monoclonales especificos. Esto no solo implicé un tiempo de procesamiento mayor en la
CM-CDC sino también el riesgo de error asociado al operador y a la técnica, la cual incluyé muchos

pasos de lavados durante el proceso de separacion.
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Otro punto importante a considerar es que, en la FCCM se realizé un tratamiento previo de las
células del donante con solucién de pronasa, el objetivo de esto fue eliminar los receptores Fc (FcR)
presentes en la superficie celular de los linfocitos B y evitar, de esa manera, la unién inespecifica de las
inmunoglobulinas a la superficie de estas células. Esto permitié eliminar el posible error de falsos
positivos para linfocitos B. Es un paso de trascendental importancia y cuidados, ya que un exceso de
concentracion de pronasa, tiempo de incubacion, y/o temperatura puede conducir a falsos positivos
para linfocitos T y/o a afeccidon de las células utilizadas. (Lewski et. al., 2018; Arrunategui et. al., 2022).

Asi mismo, en la CM-CDC se emplearon sueros del receptor con y sin Ditiotreitol, este reactivo
permite dividir la IgM pentamérica en mondémeros, haciéndola incapaz de activar el complemento. De
esta manera fue posible detectar, mediante esta técnica, tanto Acs IgM como IgG (Ercilla y Martorell,
2010; Arrunategui et. al., 2022). En relacion a esto, la FCCM no detecta anticuerpos IgM, debido a que
se emplean anticuerpos anti-lgG-humana marcados. Los Acs IgM podrian ser detectados en el caso de
emplear anticuerpos anti IgM, sin embargo, los mismos no tienen relevancia en los procesos de
rechazo por lo que no se realiza en la practica (Ercilla y Martorell, 2010).

Con relacién a otras especificaciones se puede mencionar que, ambas técnicas requirieron
personal debidamente capacitado y el empleo de equipos complejos, costosos, como ser el
microscopio de fluorescencia de luz invertida (por CM-CDC) y el citémetro de flujo (por FCCM). Si bien
ambas conllevaron mucho tiempo de procesamiento, la FCCM resulté ser mas répida.

Por otra parte, la interpretacidn de los resultados en la CM-CDC resulté mas subjetiva debido
a que, si bien se interpretd utilizando un sistema de clasificacién estandarizado, el mismo se basé en
el porcentaje de células no viables visualizadas por el operador, mediante el empleo del microscopio
de fluorescencia de luz invertida. Mientras que, en la FCCM los resultados se determinaron por el
corrimiento de canales de fluorescencia entre la muestra y un control negativo. De esta manera, la
FCCM redujo la subjetividad de la CM-CDC, ademas, permitié obtener valores semicuantitativos de la
cantidad de anticuerpos presentes (evaluando el valor de MCS) y poder recuperar los datos para un

analisis posterior (Ercilla y Martorell, 2010; Lépez-Hoyos et. al., 2021; Putheti et. al., 2022).
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Analisis retrospectivo

Las caracteristicas mencionadas anteriormente, resultan importantes en la interpretacién del
analisis retrospectivo realizado en el presente trabajo.

En relacién a ello, en las pruebas cruzadas realizadas durante el periodo de estudio, se
presentaron resultados positivos para ambas poblaciones linfocitarias (i.e. linfocitos B y linfocitos T)
mediante las dos técnicas. Esto se debe a la presencia de acs anti HLA de clase | o de clase | y II, dado
gue ambas permiten determinar estos anticuerpos, sin embargo, el porcentaje de resultados positivos
fue mayor por FCCM. Esto se debe a que la misma es mas sensible que la CM-CDC, como se menciond,
esta Ultima no puede detectar los anticuerpos especificos contra el donante que no activan el
complemento o que se encuentran en concentraciones inferiores al umbral necesario para su
activacion (Ercilla y Martorell, 2010; Liwski et. al., 2018; Lépez-Hoyos et. al., 2021; Arrunategui et. al.,
2022; Putheti et. al., 2022).

En cuanto a resultados positivos solo para linfocitos B, los mismos pudieron ser detectados por
ambas técnicas. Esta situacion puede deberse a las siguientes circunstancias (Ercilla y Martorell, 2010):

a) Presencia de anticuerpos anti-HLA de clase II.

b) Presencia de anticuerpos anti-HLA de clase | de bajo titulo detectables sdlo en linfocitos B
debido a que éstos expresan mayor cantidad.

c) Presencia de anticuerpos anti-HLA de clase Il y anticuerpos anti-HLA de clase | en baja
concentracion.

Al analizar la tabla 3 se observa que, del total de estos resultados positivos para linfocitos B
por CM-CDC la mayoria resultd positiva para ambas células por FCCM, habiendo solamente un caso en
el cual coincidieron en dar positivo solo para B, es decir que los casos mayoritarios podrian deberse a
las situaciones planteadas en “b” y/o en “c”, mientras que el resultado coincidente se deberia a la
presencia de anticuerpos anti-HLA de clase Il elevados. Por otro lado, los resultados solo B positivos

por FCCM fueron mayormente negativos para ambas células por CM-CDC, esto implica que se trataria
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de anticuerpos anti-HLA de clase IlI, siendo solo detectados por FCCM debido a que este presenta
mayor sensibilidad.

Resulta importante afadir que, una causa de falsos positivos para linfocitos B en ambas
técnicas podria ser el tratamiento con monoclonales humanizados, por ejemplo, el Rituximab, el cual
es un anticuerpo anti CD20, por lo cual todo resultado debe ser interpretado cuidadosamente, con la
informacién completa de los datos clinicos y de tratamientos de cada paciente.

Por FCCM se obtuvieron valores en el rango borderline, a diferencia de por CM-CDC, en cuya
técnica no se prevee dicha interpretacién. Asi mismo, teniendo en cuenta la relaciéon entre los
resultados obtenidos mediante las dos técnicas (tabla 3), se observé una mayor coincidencia de los
qgue fueron negativos para ambas poblaciones linfocitarias, esta observacidon resulta esperable y podria
explicarse también considerando la sensibilidad de ambas, dado que por CM-CDC se presenta menor
sensibilidad, los resultados borderline obtenidos por FCCM no suelen detectarse por CM-CDC.

En relacidn al resultado por CM-CDC positivo sin tratamiento con DTT pero negativo con este,
el mismo se informd como negativo, debido a que se trataria de Acs anti HLA de tipo IgM, lo cual en
principio no contraindica el trasplante. Este hecho se constaté dado que el resultado por FCCM fue
negativo lo cual se justifica teniendo en cuenta que esta técnica detecta solo IgG.

Valor clinico de los resultados del crossmatch

Hemos discutido sobre las caracteristicas de ambas técnicas y sus diferencias en cuanto a la
sensibilidad y especificidad. Por estos motivos, para la evaluacién de un paciente en lista de espera de
un trasplante renal, resulta importante determinar la técnica a utilizar y su interpretacion clinica. En la
practica, ambas técnicas son complementarias, utilizdndose cada una de ellas para pronosticar eventos
distintos y con diferentes valores prondsticos, la evaluacion conjunta, considerando también la historia
de alosensibilizacién del receptor, es lo que permite determinar el riesgo real del trasplante. (Ercillay
Martorell, 2010).

En Argentina, la coordinacidn, normatizacion y fiscalizacién de las actividades de donacidn y

trasplante de drganos, tejidos y células es llevada a cabo por el Instituto Nacional Central Unico



33

Coordinador de Ablacion e Implante (INCUCAI), el cual establece los lineamientos para estandarizar la

metodologia de crossmatch a utilizar durante un proceso de trasplante renal. Este organismo

especifica la técnica a utilizar, segun los antecedentes clinicos del receptor, siendo:

° Pacientes sin antecedentes de sensibilizacion y con panel por fase sélida (PRA) negativo:
realizar crossmatch por citotoxicidad dependiente del complemento

° Pacientes con antecedentes de sensibilizacién y PRA <50%: realizar crossmatch por
citotoxicidad dependiente del complemento y, de acuerdo a indicacion médica, efectuar en
forma simultanea FCCM.

° Pacientes con PRA por fase sdlida >50%: realizar crossmatch por citotoxicidad dependiente del
complemento en paralelo con FCCM, con el objetivo de minimizar los tiempos.

° En todos los pacientes pediatricos: realizar crossmatch por ambas técnicas en simultaneo, con
el objetivo de minimizar los tiempos.

En relacién al valor clinico de estas determinaciones, la CM-CDC pronostica un alto riesgo de
rechazo hiperagudo y se considera una contraindicacion para el trasplante. Mientras que, la FCCM
permite determinar el riesgo de pérdida del injerto al afio, especialmente en los retrasplantes, y
descartar resultados positivos de la CM-CDC que no contraindican el trasplante (Ercilla y Martorell,
2010; Pomeranz y Trimarchi, 2014).

En la tabla 4 se presenta el valor prondstico del trasplante seglin los posibles resultados

obtenidos en las pruebas cruzadas (Pomeranz y Trimarchi, 2014).

RESULTADOS DEL CROSSMATCH VALOR PRONOSTICO
CM-CDC FCCM
Positivo Positivo 80% Riesgo rechazo hiperagudo,
48h
Positivo Negativo Probables autoanticuerpos
Confirmar
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Negativo Positivo N Riesgo pérdida injerto, 1 afio
Primer trasplante: I 12%

Retrasplante: 1 30%

Negativo Negativo Buen pronéstico.

Tabla 4: Resultados posibles de las pruebas cruzadas pre trasplante y su valor pronéstico en el trasplante renal. Fuente: Reformulado de:
Aspectos clinicos del Trasplante Renal. Pomeranz y Trimarchi, 2014.

Asi, una CM-CDC con linfocitos T y B positiva contraindica el trasplante, dado que tiene un
valor predictivo positivo (VPP) sobre la pérdida del injerto en las primeras 48h del 80%. (de-Leo-
Cervantes, 2005; Ercilla y Martorell, 2010; Pomeranz y Trimarchi, 2014). Sin embargo, el trasplante
puede no estar contraindicado si existen evidencias de que esta positividad se debe a autoanticuerpos
anti-lgM, dado que los mismos no implican necesariamente riesgo de rechazo hiperagudo y se asocian
a un mejor pronéstico de sobrevida del injerto (de-Leo-Cervantes, 2005; Pomeranz y Trimarchi, 2014).

Para poder determinar si se tratan de anticuerpos anti IgM es necesario que, la CM-CDC del
suero tratado con DTT haya resultado negativo; no haya evidencia de un evento sensibilizante en los
ultimos 15 dias; por FCCM haya resultado negativa. Pueden ayudar a confirmar una autorreactividad,
evidencias de una enfermedad autoinmune como Lupus eritematoso sistémico, Artritis reumatoidea,
Cirrosis biliar primaria, entre otros, o la realizacidn previa o simultdnea de un crossmatch autdlogo
positivo por citotoxicidad, que se negativice después del tratamiento del suero con DTT (Ercilla y
Martorell, 2010).

Por otro lado, una CM-CDC que resulte B positivo y T negativo no contraindica el trasplante en
los primeros trasplantes, pero indica un peor prondstico en los retrasplantes (Pomeranz y Trimarchi,
2014). En tanto que, ante una FCCM positiva solo para linfocitos B, la decisidn de trasplantar debe ser
individualizada valorando toda la informacién del paciente en su conjunto, dado que los anticuerpos
IgG anti-HLA-Il formados debido a un injerto previo se han relacionado con episodios de rechazo y son

considerados un factor de mal prondstico relativo para los retrasplantes (Ercilla y Martorell, 2010).
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De esta manera, si la CM-CDC resulta positiva se aplicard el criterio correspondiente a esta
técnica. Si por CM-CDC es negativa y por FCCM positiva, la probabilidad de supervivencia del injerto al
ano disminuye, segun se trate de un primer trasplante o de un retrasplante.

Otro valor clinico importante del resultado de estas pruebas en los trasplantes renales, esta
relacionado al tratamiento para la desensibilizacion de los receptores. A partir de los resultados de las
determinaciones inmunoldgicas realizadas pre trasplante, entre ellas las pruebas de crossmatch, es
posible determinar los pacientes candidatos a la desensibilizacién y aquellos en quienes este
tratamiento tiene posibilidades de éxito. Para ello, se debe valorar en conjunto toda la informacién
disponible como ser, historia de los niveles de sensibilizacion y de los elementos sensibilizantes,
naturaleza de la poblaciéon linfocitaria positiva, el valor de MCS por FCCM, entre otros (Ercilla y
Martorell, 2010).

Asi mismo, estas técnicas poseen un valor clinico importante en la monitorizacion
inmunoldgica postrasplante renal. El deterioro del funcionamiento renal es frecuentemente la primera
evidencia de rechazoy, ante un episodio de rechazo agudo, resulta importante determinar si este tiene
0 no un componente humoral, dado que estos requieren tratamientos especificos tales como
recambios plasmaticos, intervenciones sobre los linfocitos productores de inmunoglobulinas, etc. Para
el diagndstico de un rechazo renal mediado por anticuerpos, es necesario realizar la determinacién de
anticuerpos donantes especificos circulantes. Debido a que el injerto retiene parte de los
aloanticuerpos formados, se reduce el nivel de los mismos en circulacion, por lo tanto, es
recomendable emplear las técnicas mas sensibles para su deteccion, siendo la FCCM la prueba mas
indicada. Ademas, para confirmar el éxito de estos tratamientos se debe informar la eliminacidn de los
anticuerpos donantes especificos circulantes, para lo cual se requiere nuevamente de su
determinacién por FCCM o por fase sélida (Ercilla y Martorell, 2010; Pomeranz y Trimarchi, 2014).

CONCLUSIONES
En el desarrollo de este trabajo se llevd a cabo la comparacién de las metodologias empleadas

en las pruebas cruzadas de la pareja donante-receptor en el trasplante renal (por citotoxicidad
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dependiente del complemento (CM-CDC) y por citometria de flujo (FCCM)). El crossmatch por
citometria de flujo resulté mas sensible, mas especifica, mas rdpida y mds sencilla, mientras que, el
crossmatch por citotoxicidad dependiente del complemento fue menos costoso, pero mas subjetivo al
momento de la interpretacién de los resultados, ademas el mismo resulta mas laborioso cuando se
realiza a partir de muestras de donantes cadavéricos debido al gran nimero de posibles receptores
gue se evaluan.

Actualmente, siguiendo las normativas establecidas por el INCUCAI, se emplean ambas
técnicas de manera complementaria, debido a que cada una pronostica un evento distinto pero
importante en el trasplante renal, como ser alto riesgo de rechazo hiperagudo, determinado por una
prueba positiva por CM-CDC, la cual contraindica el trasplante y, un aumento del riesgo de pérdida del
injerto al afio pronosticada por una prueba positiva para FCCM. Actualmente el INCUCAI ha
implementado el programa de Hipersensibilizados, haciendo un VCM a los pacientes en lista de espera,
con el cual se bajan directamente, de la lista de distribucidn, a los pacientes que tienen anticuerpos
donantes especificos contra ese donante y, se da prioridad al grupo de hipersensibilizados que no
poseen anticuerpos pre-formados contra ese donante por sobre el resto de los pacientes de la lista. Es
mandatorio para este grupo de pacientes realizar solo la FCCM, mientras que, para los demads se
continuaria empleando ambas técnicas de crossmatch.

Asimismo, es importante comprender que el proceso de seleccion de un donante
inmunoldgicamente compatible con un receptor es progresivo y la decisién final de llevar a cabo el
trasplante renal implica realizar estas pruebas junto con otros estudios, siendo el equipo médico quién

debera interpretar y evaluar los mismos en su conjunto.
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ANEXO

Fotografia 1: Esquema de la disposicion de siembra de las muestras en la placa de Terasaki para la realizacion del
crossmatch por citotoxicidad dependiente del complemento. Abreviaciones: s/dtt: Sin DTT; ¢/dtt: Con DTT; C:
Complemento; Ci: Complemento inactivado; P: Suero puro; %: Suero diluido al tercio; CN: Control negativo; CP: Control

positivo.

\) ReAANCTIA /
SARTRIR I I

= =\ N\
»

) NN\ =

Fotografia 2: Se observan las placas de Terasaki utilizadas en el crossmatch por citotoxicidad dependiente del
complemente. A: Al iniciar el ensayo, con los sueros sembrados. B: Al finalizar el ensayo. Abreviaciones: CFDA: Diacetato de

carboxifluoresceina; FQ: Fluoroquench.
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Fotografia 3: Se observa el microscopio de fluorescencia de luz invertida utilizado en el crossmatch por citotoxicidad
dependiente del complemento. El mismo pertenece al Laboratorio de GENETICA MOLECULAR E HISTOCOMPATIBILIDAD del

Hospital Dr. Julio C. Perrando, Resistencia, Chaco.

Fotografia 4: Se observa el citémetro utilizado en el crossmatch por citometria de flujo. El mismo pertenece al Laboratorio

de Inmunologia del Hospital Dr. Julio C. Perrando, Resistencia, Chaco.



Fotografia 5: Se observan algunos de los equipamientos utilizados en el crossmatch por citotoxicidad dependiente del

complemento. A: Placas de Terasaki; B: Magneto; C: Pipeta Hamilton de 1ul.
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