Revista Médica de Panama - Digitalizado por Infomedic International - Index www.revistasmedicas.org - Derechos reservados.

e
o

Articulo original

Frecuencia de anticuerpos HLA y MICA en pacientes en lista de espera de trasplante
renal fallecido, su relacion con factores de sensibilizacion y su posible efecto en el
rechazo del injerto renal, en Panama.

Frequency of HLA antibodies and MICA in patients on the waiting list for kidney died
transplant, their relationship to factors awareness and their possible effect on renal graft

rejection in Panama.

*VVernaza —Kwiers Alejandro APMC, *Gutierrez Yina, *Moscoso Juan, *Ortiz Luis, *Blake Elena,
**Cuero Cesar, *** Viggiano Carlos, **Manzanares José.

*Laboratorio de Trasplante C.H.M. C.S.S. **Organizacion Panamefia de Trasplante. ***Servicio de Nefrologia.

Palabras claves:

Anticuerpos HLA, factores de
sensibilizacion, anticuerpos MICA,
histocompatibilidad.

Keywords:

HLA antibodies, factors
awareness, MICA antibodies,
histocompatibility.

Correspondencia a:
Lic. Alejandro Vernaza

Correo electrdnico:
al_ve_rnaza@hotmail.com

Resumen

Estudios previos indican que anticuerpos anti-HLA y anti-MICA estan envueltos en la
patogénesis del rechazo humoral renal y su presencia puede ser detectada en la etapa
pre y post trasplante. La presencia de estos anticuerpos anti donante pre-trasplante o de
novo post-trasplante, proveen una medida del valor prondstico de riesgo de causa de
pérdida del injerto por rechazo humoral. Es ampliamente conocido el efecto de los
anticuerpos anti- HLA Clase | (HLA-A, -B, -C) y Il (HLA-DR, DQ, DP) como causa de
rechazo humoral. Se ha establecido igualmente el efecto de los anticuerpos MICA. Los
antigenos MICA son genes relacionados con la cadena HLA-B Clase | del Sistema HLA,
se expresan en células endoteliales, dendriticas, epiteliales y fibroblastos, pero no en
linfocitos. Al no estar expresados en linfocitos, es necesario utilizar método de fase sélida
por luminometria para determinar estos anticuerpos anti-MICA circulantes y asociarlos a
causa de rechazo humoral mediado por anticuerpos. En este trabajo incorporamos en
nuestro protocolo de rutina, adicionalmente a la determinacion pre-trasplante renal de
anticuerpos anti-HLA, los anticuerpos contra antigenos MICA en receptores renales y a
los pacientes trasplantados con disfuncién primaria del injerto, a los que se ha solicitado
presencia de anticuerpos anti-HLA post-trasplante.

Abstract

Previous studies indicate that anti-HLA and anti-MICA antibodies are involved in the
pathogenesis of humoral kidney rejection and their presence can be detected in the pre
and post transplant stage. The presence of these antibodies donor pre-transplant or post-
transplant de novo provides a measure of prognostic risk of graft loss caused by humoral
rejection. It is widely known the effect of anti-HLA Class | antibodies (HLA-A, -B, -C) and Il
(HLA-DR, DQ, DP) to cause humoral rejection. It has also established the effect of MICA
antibodies. MICA antigens are associated with HLA-B Class | HLA System chain genes
are expressed in endothelial, dendritic cells, epithelial cells and fibroblasts, but not
lymphocytes. Not being expressed in these cells, you need to use solid-phase method
luminometry to determine these anti-MICA antibodies circulating and associate due to
humoral antibody-mediated rejection. In this work we incorporate in our routine protocol,
in addition to renal pre-transplant anti-HLA antibodies, antibodies against MICA antigens
in kidney recipients and patients transplanted with primary graft failure determination,
which has been requested presence of anti-HLA antibodies post-transplantation.
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INTRODUCCION

El Trasplante Renal es el tratamiento de eleccion para la
mayoria de los pacientes con insuficiencia renal terminal
(IRT), y esta terapia de reemplazo se inicia en Panama a
partir de 1990 con la modalidad de donante vivo; y en
1998 con la modalidad de donante fallecido [1]. A no-
viembre de 2015 se han efectuado un total de 675 tras-
plantes renales, 243 (36%) con modalidad donante vivo y
432 (64%) con donante fallecido. De estos trasplantes se
registra un 10 % de pérdida de funcién renal del injerto al
afio debido a rechazo agudo o crénico [2].

El Protocolo de Histocompatibilidad del Programa de
Trasplante Renal modalidad fallecido incluye que a todos
los pacientes activos en la lista de espera, se les efectie
busqueda de anticuerpos anti- HLA Clase |, Il, y recien-
temente hemos incorporado la busqueda de anticuerpos
anti-MICA [3]. La presencia de anticuerpos circulantes
contra los leucocitos humanos (HLA) es una contraindi-
cacion para el trasplante, ya que se asocia con incre-
mento del deterioro de la funcién renal y con disminucion
de la sobrevida del aloinjerto [5], aun cuando los recepto-
res y el donante posean buena compatibilidad HLA [4, 5,
6,7, 8].

Estudios recientes mencionan la existencia de anticuer-
pos no HLA relacionados con trasplante y que se refieren
a genes MICA, que son una nueva familia de genes re-
cientemente descritas, altamente polimoérficos y localiza-
dos dentro de la region de los genes de la Clase | del
Sistema HLA en el cromosoma seis [9, 10, 11]. En caso
de presencia de anticuerpos preformados pre-trasplante,
se identifican los anticuerpos anti-HLA y anti-MICA y lue-
go en el caso de presencia de anti-HLA previo al tras-
plante, se efectia la prueba cruzada especifica de
receptor contra donante [3].

Al presente no efectuamos prueba cruzada anti-MICA
donante especifica por ausencia de metodologia, y en
este caso efectuamos tamizaje para determinar presen-
cia de anticuerpo pre-trasplante y de novo post trasplante
e incorporaremos la determinacion de antigeno MICA en
receptor y donante. Anticuerpos monoclonales contra
antigenos MICA del donante se ha encontrado que reac-
ciona en biopsias renales en pacientes con rechazo agu-
do y en receptores de trasplante que desarrollan
anticuerpos. Similares hallazgos se han reportado en es-
tudios relacionados utilizando absorcién y anticuerpos
monoclonales de raton [12, 13, 14].

Las moléculas MHC no clasicas MICA muestran homo-
logia con HLA de Clase I, pero no juegan un papel en la
presentacion antigénica. El hecho de que MICA se ex-
prese en la superficie de las células endoteliales, sugiere
que esta molécula puede jugar un papel como posible
diana humoral y celular en relacién con la respuesta in-
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mune generada durante el rechazo. La expresion de MI-
CA es inducida en situaciones de estrés, en procesos in-
fecciosos y durante transformacion tumoral.

Estudios preliminares han valorado la existencia de anti-
cuerpos anti-MICA en relacién con el rechazo. Se ha de-
mostrado que durante el curso de trasplante renal se
producen anticuerpos anti-MICA, aunque se desconoce
el significado clinico de los mismos. Pacientes que
habian recibido un trasplante renal/pancreético y habian
desarrollado rechazo agudo o cronico, presentaban un
incremento de la expresion de MICA en el érgano tras-
plantado y anticuerpos anti-MICA en el suero. Sin embar-
go, no es facil establecer si MICA juega un papel en el
rechazo de érganos debido a la presencia simultanea de
anticuerpos anti-HLA durante el periodo pos-trasplante.,
de alli la necesidad de identificarlos simultdneamente.
Los genes que conforman la familia MIC incluyen MICA,
MICB, MICC, MICD, MICE, MICF y MICG, donde sélo
hay transcritos de mRNA que codifican para proteinas
MICA y MICB. Los cinco genes restantes de la familia
MIC son pseudogenes por las mutaciones puntuales y
delecciones presentes en los mismos, asi que no origi-
nan proteinas [1].

Inicialmente se identificaron mediante secuenciacion del
DNA de lineas celulares homocigoéticas, 16 variantes alé-
licas para el gen MICA, pero actualmente el nimero de
variantes alélicas se ha incrementado considerablemente
hasta llegar a 54 [17]. Los antigenos MICA son glicopro-
teinas de superficie con funciones relacionadas a la in-
munidad innata y se expresan en las células endo-
teliales, células dendriticas, fibroblastos, células epitelia-
les y muchos tumores, pero no en los linfocitos de sangre
periférica [18, 19]. Como ocurre con los antigenos HLA,
la exposicién a los MICA alogénicos durante el trasplante
puede inducir la formacion de anticuerpos [20]. Es bien
conocido que los anticuerpos contra los antigenos HLA
especialmente que reconocen antigenos del donante
pueden dafar severamente el injerto renal. . El trasplante
efectuado en presencia de una prueba cruzada positiva
puede resultar en rechazo vascular agudo o crénico [21,
22].

El presente trabajo tiene como objetivos:

-Determinar la frecuencia de anticuerpos anti-HLA
Clase I, Il y MICA en pacientes en lista de espera
post trasplante renal con donante fallecido.

-Determinar el efecto de trasplante previo como
factor de sensibilizacion en los pacientes en lista
de espera.

-ldentificar los anticuerpos anti-MICA mas fre-
cuentes en pacientes sensibilizados en lista de
espera.

-Evaluar la presencia de anticuerpos anti-HLA vy
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anti-MICA de novo y establecer si los mismos son
causa de disfuncion aguda del injerto renal.

-Introducir en nuestro protocolo de rutina pre-tras-
plante la determinacion de anticuerpos anti-MICA
mediante método de fase solida utilizando lumino-
metria y desarrollar un método para determinar la
especificidad de anticuerpo MICA anti-donante
especifico.

MATERIALES Y METODOS

Es un estudio retrospectivo transversal que incluy6 ini-
cialmente 55 pacientes sensibilizados de una poblacion
de 200 en lista de espera para injerto renal fallecido y
posteriormente se estudié un total de 139 pacientes en
lista de espera que fueron evaluados por frecuencia de
anticuerpos anti-HLA Clase I, 1l y anti — MICA . Los sue-
ros utilizados fueron obtenidos de la seroteca del Labo-
ratorio de Trasplante, conservados a —86°C. Adicio-
nalmente se estudiaron 20 sueros de pacientes trasplan-
tados en el periodo 2014 — 2015 con disfuncion aguda
del injerto, a los cuales se les solicitd prueba cruzada es-
pecifica anti-HLA receptor contra donante y adicional-
mente se incorpord la presencia de anticuerpos anti-
MICA de novo.

Para la identificacion de anticuerpos anti HLA Clase |, Il
pre-trasplante, se efectud tamizaje del suero del paciente
y fueron seleccionados para trasplante los receptores
con grado de compatibilidad y con prueba cruzada HLA
negativa donante especifica. En caso de sospecha de
rechazo inmunolégico post-trasplante los pacientes que
resultaron con prueba cruzada positiva para antigeno
HLA especifico contra su donante, se le identifico el anti-
geno sensibilizante. En el caso de la identificacion de an-
ticuerpos anti-MICA pre-trasplante y de novo post-
trasplante, se utilizé procedimiento de tamizaje pre-tras-
plante para determinar la presencia de estos anticuerpos.

Tamizaje de anticuerpos HLA clase | clase Il

Se utilizé el método LIFECODES LifeScreen Deluxe de
la casa comercial IMMUCOR GAMMA. EIl Procedimiento
utiliza microesferas Luminex especificas conjugadas a
las glicoproteinas de HLA clase | (HLA-A, -B, -C) y Il
(HLA-DR, -DQ, -DP) purificadas por afinidad. Se deja in-
cubar una alicuota de las microesferas con un pequefio
volumen del suero a estudiar. Seguidamente, se lavan
las microesferas sensibilizadas para eliminar los anti-
cuerpos que no se hayan fijado. Se afiade luego un anti-
cuerpo anti IgG humano conjugado con ficoeritrina.
Despues de otra incubacion, se diluye la muestra en es-
tudio y se analiza en el aparato Luminex. Se compara la
intensidad de la sefial emitida por cada microesfera con
la del control negativo, para determinar si aquella es po-
sitiva 0 negativa para el aloanticuerpo unido a ella.

Identificacion de anticuerpos especificos anti HLA clase |
VAR

Se utilizé el método LIFECODES class | Il ID de la casa
comercial IMMUCOR GAMMA. El procedimiento se com-
pone de microesferas Luminex las cuales estan sensibili-
zadas con glicoproteinas HLA de diferentes individuos,
gue han sido disefiadas para detectar anticuerpos IgG de
clase | Il presente en suero humano. Una alicuota de las
microesferas es incubada con un pequefio volumen de
suero de los individuos a los cuales se les ha comproba-
do presencia de anticuerpos con la técnica de tamizaje
clase | o Clase Il segun sea el caso.

Identificacién de anticuerpos MICA.

Se utiliza la técnica LIFECODES LSA™-MIC IMMUCOR
GAMMA, El procedimiento se compone de microesferas
Luminex las cuales estan sensibilizadas con proteinas
MICA recombinantes que incluyen todo el polimorfismo
de la region.

RESULTADOS

Frecuencia de anticuerpos anti-HLA y anti-MICA en
pacientes sensibilizados en lista de espera.

Para determinar la frecuencia de anticuerpos anti-HLA
Clase I, 1l se estudiaron un total de 200 pacientes en lista
de espera. De esta cohorte 55 (28%) pacientes estaban
sensibilizados con anticuerpos anti-HLA y 25 (45%) die-
ron positivo por mdltiples anticuerpos Clase | y Il, un 38%
(21 pacientes) fueron positivo por Clase |y 9 (16%) fue-
ron positivo para clase II.

Frecuencia de anticuerpos MICA en pacientes sensi-
bilizados de la lista de espera.

Al estudiar la presencia de anticuerpos anti-MICA en los
55 pacientes HLA sensibilizados, se encontré que 11
(20%) fueron positivos por anti-MICA y 44 (80%) fueron
negativos. Los anticuerpos anti-MICA mas frecuentes en
los once pacientes positivos para anticuerpos MICA fue-
ron MICA*041 (5/11=46%), (3/11=27%)*001, *004, *005,
*007, *008, *009, *018*, *029;( 2/11 =18 %) *006, *037,
*042, * 051 ; y (1/11 =9 ) fueron *002, *012, *015, *016,
*030, *036, *043, *050. En la poblacion sensibilizada por
anticuerpos anti-MICA hay ausencia de anticuerpos anti-
*011, *017, *019, *024, *028, *033, *046. (Grafica No.1)

Frecuencia de anticuerpos anti-HLA en lista de espe-
ra total.

En el estudio de sensibilizacién de un total de 139 pa-
cientes de la lista de espera, 81(58.2%) resultaron positi-
vos para anticuerpos anti-HLA clase | y/o clase Il y
58(41.8%) resultaron negativos por presencia de anti-
cuerpos anti-HLA. De los 81 pacientes con anticuerpos,
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37(46.1%) resultaron positivos para ambos anticuerpos
HLA clase | y clase Il; 33(40.7%) resultaron positivos pa-
ra anti HLA clase | y negativos para clase II. Y 11 (13.5%)
pacientes resultaron negativos para clase | y positivo pa-
ra clase Il.

Frecuencia de anticuerpos anti-mica y anti-HLA en
lista de espera total.

De los 139 pacientes de la lista de espera estudiados: 18
(12.9%) resultaron positivos para anticuerpos anti-MICA
y 121(87.0%) resultaron negativos. De los 18 pacientes
que presentaron anticuerpos anti-MICA, 8 (44.4%) tenian
presencia de anticuerpos anti-HLA clase | y clase I, 2
(11.1%) presentaron anticuerpos MICA y anti-HLA clase |
positivo y anti-HLA clase Il negativo; 2 (11.1%) pacientes
presentaron anticuerpos anti MICA y anti HLA Clase Il
positivo , y 6 pacientes (33.3%) presentaron presencia de
anticuerpos anti-MICA y ausencia de anticuerpos anti-
HLA clase | y clase .

Determinacion de anticuerpos anti -HLA y mica en
pacientes trasplantados con disfuncién primaria del
injerto.

De un total de 20 pacientes 8(40%) resultaron positivos
para anticuerpos anti-HLA pre- trasplante. Un paciente
(12%) result6 positivo para anticuerpos donantes especi-
ficos HLA (Ver tabla 1).

DISCUSION

Al estudiar la frecuencia de anticuerpos anti-HLA y anti
MICA en pacientes sensibilizados en lista de espera por
modalidad de injerto renal con donante fallecido, se ob-
serva que una gran proporcion de los mismos estan sen-
sibilizados contra anticuerpos anti-HLA y anti-MICA con
presencia de multiples anticuerpos Clase |y Il y anti-MI-
CA'y con mayor frecuencia de anti-Clase I.

La presencia de una gran proporcion de pacientes sensi-
bilizados en lista de espera exige que se identifiquen los
antigenos no deseables en los donantes fallecidos, a fin
de evitar rechazo hiperagudo y agudo del injerto renal.
En ambos tipos de anticuerpos es necesario efectuar ta-
mizaje o determinacion de presencia de anticuerpos y la
identificacion de la especificidad de los mismos.Los estu-
dios evidencian que un gran ndmero de los antigenos
MICA inducen la formacion de anticuerpos por eventos
sensibilizadores en el periodo pre-trasplante y que es
necesario no solamente identificar la especificidad anti-
MICA, sino también los antigenos MICA del receptor y el
donante.

En la segunda etapa del estudio establecemos que de la
totalidad de pacientes en lista de espera, una alta pro-
porcién estan sensibilizados, lo cual disminuye la posibi-

Tabla 1. Determinacion de anticuerpos anti -HLA y MICA en pacientes transplantados con difucion primaria del

injerto.
Anticuerpos Anti-HLA Pre-  Anticuerpos donantes  Tamizaje anti MICA post- MICA post-transplante de
Resultados B
transplante espec'ificos transplante novo
Positivo 8(40%) 1(12%) 5 (25%) 2 (40%)
Negativo 12(60%) 7(88%) 15 (75%) Negativos
Total 20 8 20

Tabla 2. Distribucion de anticuerpos MICA.

DISTRIBUCION DE ANTICUERPOS MICA
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lidad de ser trasplantados y que la proporcion es mucho
mayor de lo esperado en una poblacién total de lista de
espera.

Nuestros resultados sugieren que el factor de riesgo de
la alosensibilizacion HLA y MICA no es idéntico ni depen-
diente el uno del otro y que ambos anticuerpos estan
presentes en casos de disfuncion primaria del injerto re-
nal.

CONCLUSIONES

1. Los estudios evidencian que una alta frecuencia de
pacientes panamefios en lista de espera desarrollan anti-
cuerpos anti-HLA y anti MICA previo al trasplante, lo cual
disminuye su posibilidad de encontrar donante con prue-
ba cruzada negativa.

2. La incompatibilidad de antigenos HLA y MICA receptor
y donante, es el factor de sensibilizacion méas importante
y se constituye en el mayor factor de riesgo en los pa-
cientes trasplantados que han perdido el injerto renal.

3. Existe diferencia de frecuencia de anticuerpos MICA
en la poblacién de receptores de la lista de espera.

4. La presencia de anticuerpos anti —HLA y anti- MICA de
Novo es la causa principal de rechazo del injerto renal.

5. La introduccion de la técnica de identificacion de anti-
geno MICA en el receptor y donante pre-trasplante y el
uso de tamizaje para la identificacion de la presencia de
anticuerpos anti —-MICA post-trasplante, permite incorpo-
rar un método sustituto de la prueba cruzada de anti-
cuerpos anti MICA donante especifico.
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