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“Lo importante no es lo que hicieron de nosotros,
sino lo que nosotros hacemos con eso que hicieron de nosotros”

Jean Paul Sartre
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RESUMEN

El transplante de rifién es un procedimiento quirirgico que se utiliza cuando

existe pérdida total de la funcion renal.

El primer transplante renal realizado en México fue en el afio de 1963, a partir de

un donador vivo, en el Hospital General del Centro Médico Nacional.

Debido a que existe un incremento en la morbi-mortalidad por enfermedades
cronico degenerativas, tales como la diabetes mellitus, la glomerulonefritis vy la
hipertension arterial, las cuales son las principales causas de insuficiencia renal cronica,
llevan a la necesidad del transplante renal. Es importante conocer todos los aspectos
basicos que son indispensables para asegurar su éxito y aumentar la supervivencia del

injerto a largo plazo.

En este trabajo se describen las bases de los mecanismos inmunologicos, la
estructura de las moléculas clase I y I del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC), los genes que las codifican, la manera como se heredan, y los antigenos
conocidos hasta la fecha. Ademas se mencionan las indicaciones y contraindicaciones,
los acontecimientos en el preoperatorio, transoperatorio y en el postoperatorio
inmediato, tanto en el receptor como en el donador (vivo o cadavérico) en los cuales se
incluyen aspectos legales, éticos, psicologicos y sociales; asi como también se exponen
los distintos métodos de inmunosupresion administrados durante la etapa preoperatoria
y en el momento quirirgico del transplante. Por ultimo, se describe la técnica de
linfocitotoxicidad propuesta por Terasaki y McClelland en 1964, utilizada para la
tipificacion de moléculas de HLA clase I y II, asi como en la prueba cruzada donador-
receptor; las cuales, junto con la determinacion del grupo sanguineo ABO, proporcionan
la informacion suficiente para establecer la compatibilidad antigénica entre el donador
y el receptor de un transplante renal, contribuyendo con esto a mejorar la sobrevida del

aloinjerto.
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[. ANTECEDENTES

HISTORIA DE LA INMUNOLOGIA

La inmunologia se inicié como una rama de la microbiologia; se desarrollé a partir de

los estudios de las enfermedades infecciosas y las respuestas del organismo hacia ellas.

Dos siglos mas tarde, Edward Jenner extendi6 el concepto de contagio al estudio de la
inmunidad producida en el receptor. Esto fue el inicié de la inmunologia. En 1798, Jenner
describio y realizo la variolizacion, desarrollandose la primer vacuna contra la viruela. Entre
1879 y 1881, Pasteur desarroll6 las primeras tres vacunas atenuadas (después de la viruela

vacuna); ¢stas fueron para el cdlera aviar, carbunco y rabia.

En 1883, Metchnikoff observé la fagocitosis de esporas de hongo por leucocitos, y
lanzo la idea de que la inmunidad era debida a los leucocitos sanguineos. En 1894, Bordet
descubrio el complemento. La teoria de la cadena lateral fue propuesta por Ehrlich en 1898;
de acuerdo a esta teoria, las células poseian en su superficie una amplia variedad de cadenas
laterales (llamadas receptores para el antigeno) que se usaban para atraer nutrientes hacia la
célula. Cuando las sustancias toxicas bloqueaban una de estas cadenas laterales a través de
una afinidad accidental, la célula respondia produciendo grandes cantidades de esa cadena
lateral en particular, algunas de las cuales salian hacia la sangre y funcionaban como los
anticuerpos circulantes.”'

En 1900, Karl Landsteiner descubri6 los grupos sanguineos y sus aglutininas
correspondientes; y en 1931 sugirié que éstos podrian intervenir en la aceptacion o el rechazo
de otros tejidos transplantados.™

En 1903, Sir Almoth Wrigth reporté que los anticuerpos podian ayudar en el proceso
de la fagocitosis. Wrigth denomind “opsoninas™ a estos anticuerpos. Gradualmente se llego a
la conclusion de que los anticuerpos podrian tener efectos nocivos asi como benéficos, y
podian producir hipersensibilidad. El término anafilaxis fue utilizado por Richet y Portier en
1902, para referirse al estado de choque inducido por una segunda inyeccion de antigeno.

En 1936, Peter Gorer descubri6 los antigenos de histocompatibilidad en ratones, los

cuales denominé H-2.
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En 1939, Tiselius y Kabat demostraron que los anticuerpos son gammaglobulinas, y
en 1940, Pauling propuso la teoria de plegado variable para la formacién de anticuerpos. En
1942, Coons demostré la presencia de antigenos y anticuerpos dentro de las células mediante
la técnica de inmunofluorescencia; y Chase y Lansteiner reportaron que la hipersensibilidad

tardia podia transferirse por células, pero no por suero.

En 1945, Medawar demostr6 que el rechazo de un injerto es de naturaleza

inmunolégica: y Owen descubrié quimeras sanguineas en reses gemelas.

En 1948, Fagracus demostré que los anticuerpos se fabricaban en células plasmaticas.
En 1949, Burnet y Fenner publicaron su teoria enzimatica adaptativa, para la formacion de
anticuerpos. Ellos también propusieron el concepto de “marcador de lo propio” que fue la

primera explicacion formal de tolerancia a lo propio.

En 1952, Jean Daussett descubrié el complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) en el humano.

En 1955, Jerne propuso su teoria de seleccion natural para la formacién de
anticuerpos. La teoria de seleccion natural establecida por Burnet en 1957, ha sido llamada

teoria de la seleccion clonal.

Entre 1960 y 1970 se realizaron avances en la identificacion, separacion y estructura
de componentes del complemento, interleucinas y receptores celulares, aplicando la
tecnologia de los primeros anticuerpos monoclonales. En 1964, Terasaki y McClelland
implementaron la técnica de linfocitotoxicidad para la tipificacion de antigenos de HLA clase
[ 'y II. En 1966, Claman, Chaperon y Triplett, descubrieron la presencia de cooperacion entre
célulasBy T.

En 1968, McDevit y Tyan demostraron que los genes de la respuesta inmunitaria
estaban unidos a los genes del MHC. Seis afios mas tarde, Doherty y Zinkernagel reportaron
que el reconocimiento de los antigenos por la célula T, estaba restringido por las moléculas
del MHC. En 1978, Tonegawa y col. demostraron el rearreglo de los genes de
inmunoglobulina. La identificacion de los genes para el receptor de la célula T, por Davis y
col., se realizé en 1984. Durante esa época, también se elucidaron los pasos requeridos para
el procesamiento y presentacion del antigeno, y las reacciones quimicas necesarias para la
activacion de los linfocitos por dicho antigeno.

(3]
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En el cuadro 1.1 se resume la historia de la inmunologia.n

Cuadro 1.1. Historia de la inmunologia
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HISTORIA DEL TRANSPLANTE DE RINON

En 1936, Voronoy, un cirujano ruso reportd el primer aloinjerto renal clinico de
donador cadavérico; habia incompatibilidad de grupos sanguineos y el paciente murié con

minima funcién renal.

El primer transplante exitoso de rifion efectuado entre gemelos homocigotos fue en el
afio de 1954, por Merril en el Peter Bent Brigham de Boston, Mass. EUA." Poco después se
demostré que era posible hacerlo entre hermanos no idénticos con s6lo modificar la reaccion

. . . . .y . . 7
inmunitaria del receptor, empleando radiacién ionizante.

En la década de los 60°s, el concepto de muerte cerebral y la donacién de 6rganos con
fines terapéuticos fue aceptado por las autoridades médicas, legales, éticas, etc. de EUA y
otros paises, lo cual abri6 las puertas para el desarrollo de este campo. "

La era de los transplantes en México se inici6 el 23 de octubre de 1963 en el Hospital
General del Centro Médico Nacional, en el cual se conjuntaron los siguientes médicos: Ortiz
Quezada, Exaire Mouret y Quijano Narezo, quienes formaron el primer Comité de
Transplante y realizaron el primer transplante de rifion obtenido de donador vivo, resultando
exitoso a pesar del uso de 6-mercaptopurina como inmunosupresor. En 1964 se llevo a cabo
en la misma institucion el segundo transplante renal, con la diferencia de un donador
cadavérico, inicidndose asi los primeros problemas legales que se hicieron mas agudos en
1970.

En 1967 se crearon nuevos grupos de transplantes: en el Instituto Nacional de
Cardiologia, el afio siguiente en el Instituto Nacional de la Nutricién “Dr. Salvador Zubiran”,
en el Hospital Infantil de México, posteriormente en el Hospital Central Militar, en el DIF, en
el Hospital 20 de Noviembre y en el interior del pais.

La presencia de rechazo por la falta de inmunosupresores freno en la época de los 70’s
los transplantes, pero posterior a la aparicion de la ciclosporina A nuevamente toman auge

. ” 13
diferentes areas.
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En 1984 entro en vigencia la Ley General de Salud que en su titulo XIV dejé asentado

el concepto de muerte cerebral y las bases para la realizacion de transplantes. "’

En 1985 se fundo el Registro Nacional de Transplantes, cuya funcion ha sido legislar y
promover los transplantes de organos en México.” A partir de enero del mismo afio se
constituyd oficialmente el programa Nacional de Transplantes, cuya sede se acord6 seria el

Instituto Nacional de la Nutricion “Dr. Salvador Zubiran™.

En 1989 la Secretaria de Salud firmo convenios con la Procuraduria del Distrito
Federal y el DDF, lo que promovié e impulsé el transplante de érganos a través del Ministerio
Publico, ya que es éste el que autoriza por escrito la disposicion de los mismos, en los
cadavéres que nadie reclame, previa practica de la necropsia de ley y que no sea necesario

para dictamenes legales periciales.

Los transplantes de rifion se hacen en forma cotidiana en hospitales de 3er. nivel." En
la Republica Mexicana existen actualmente mas de 70 centros de transplante renal. El marco
juridico que regula la practica de transplantes en México lo integran: La Ley General de
Salud: El Reglamento en Materia de Control Sanitario de la Disposicion de Organos y Tejidos
de seres humanos y la Norma Técnica No. 323 para la Disposicién de Organos y Tejidos de

B I4
seres humanos con fines terapéuticos.

El transplante ha tenido un pasado dificil, un presente distinguido y debera tener un
futuro mejor. Habra que cambiar el concepto hacia una nueva moral “bioldgica”, de mantener
el debido respeto a los muertos considerandolos multidonadores de 6rganos que necesitan los

. 10
VIVOS.




Inmunogenética, evaluacion y manejo previo al transplante renal

II. GENERALIDADES

EL SISTEMA INMUNE

La inmunologia es la ciencia que estudia los mecanismos de mantenimiento de la
integridad y personalidad biolégica del individuo. Este mantenimiento es el objetivo de un
complejo sistema genético, organico y fisiologico (el sistema inmune), a través de la respuesta

inmune y con diversas consecuencias fisiologicas y ain patolégicas.

El concepto de inmunidad incluye el estado resultante y el proceso de la respuesta
inmune, asi como el conjunto de factores especificos e inespecificos que intervienen en ella.

LLa respuesta inmune se pone en marcha de forma indiscriminada frente a cualquier
sustancia extrafia, llamada inmunoégeno (respuesta inmune inespecifica) o determinadas
sustancias, denominadas antigenos, que son especificamente reconocidas como extrafias por
las células linfoides (respuesta inmune especifica). L.a capacidad de la respuesta especifica
estd sometida a una compleja regulacion genética, mediada por el MHC.

Una caracteristica de la respuesta especifica destaca la capacidad de distincion entre lo
propio y lo extrafio, que el organismo aprende durante la vida fetal, eliminando las clonas
celulares capaces de reconocer lo propio (folerancia natural). En circunstancias patologicas
puede fallar este reconocimiento, y el sistema inmune considera como extrafios a
constituyentes propios (autoinmunidad).

Por otra parte, la respuesta inmune representa una especificidad, esta cualidad permite
diferenciar entre los distintos determinantes antigénicos o epitopos, reconocidos por el
. # . . . P 22

sistema, que, ademds guarda la memoria del primer contacto con un determinado antigeno.

El sistema inmune debe ser capaz de relacionarse con patogenos intracelulares tales
como virus, algunas bacterias y parasitos protozoarios, ademas de patégenos extracelulares y
sus toxinas, incluyendo a muchas bacterias, parasitos multicelulares y virus libres. En general,

los linfocitos T son los responsables del reconocimiento de antigenos, mientras que los
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anticuerpos (producidos por linfocitos B), en asociacién con células fagociticas y el sistema

, ¥ 20
del complemento, tratan con patogenos celulares y antigenos.

Las células involucradas en la respuesta inmune se organizan en 6rganos Yy tejidos
para realizar sus funciones. Estas estructuras se conocen como sistema linfoide, el cual esta
integrado por la médula 6sea, el timo, el bazo, los ganglios linfaticos, las amigdalas y las
adenoides, asi como el tejido linfoide asociado al intestino (GALT), el tejido linfoide asociado
a mucosas (MALT) y el tejido linfoide asociado con la piel (SALT). El timo produce células
T, v la médula dsea células B. Los organos y tejidos linfoides secundarios contienen células T
y B maduras y otras células accesorias. La médula ésea es un 6rgano linfoide secundario en
los adultos. Los ganglios linfaticos se distribuyen por todo el cuerpo y habitualmente se
encuentran en las uniones de los vasos linfaticos. El grupo de ganglios linfaticos, incluyendo
el tejido linfoide amigdalar y adenoide, del area del cuello y la faringe, se conocen como
anillo de tejido linfoide de Waldeyer. Las células linfoides del bazo responden a los antigenos
transportados por la sangre. Las Placas de Peyer son unas masas no encapsuladas de tejido
linfoide que se hallan presentes en el intestino delgado.”

FUNCIONES DEL SISTEMA INMUNE

Defensa: Resistencia a la infeccion por microorganismos.
Homeostasia: Supresion de componentes propios gastados y deteriorados.
Vigilancia: Percepcion y destruccion de células mutantes.”

INMUNIDAD INNATA Y ADAPTATIVA

Las dos divisiones funcionales del sistema inmune son: el sistema innato
(inespecifico) y el adaptativo (especifico), actuando conjuntamente, siendo la inmunidad
innata la primer linea de defensa, la cual esta presente desde el nacimiento. Si estas defensas
no funcionan, el sistema adaptativo es activado y produce una respuesta especifica contra cada
agente infeccioso, lo cual normalmente elimina la infeccion. Las dos caracteristicas clave de
la respuesta adaptativa son: especificidad y memoria. Ambos sistemas inmunes innato y
adaptativo consisten en una variedad de células y factores solubles los cuales estan
distribuidos en todo el cuerpo humano. Ambas células y factores solubles pueden activarse
tanto en la inmunidad innata, como en la inmunidad adaptativa (cuadro 2.1)."' La inmunidad

innata también es llamada inmunidad natural y la inmunidad adaptativa también es conocida
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como inmunidad adquirida. La inmunidad natural o innata consiste de barreras fisicas tales

como la piel y mucosas, ciertas enzimas y células fagociticas. La inmunidad adquirida o

adaptativa se basa en la respuesta de los linfocitos T y B.

Cuadro 2.1. Comparacion entre la inmunidad innata y adaptativa

Inmunidad innata

Inmunidad adaptativa

(inespecifica) (especifica)
Barreras fisicas Piel y mucosas Ninguna
Factores solubles Enzimas (p. ¢j. lisozima), Anticuerpos

Células

Discriminacion de

lo propio y lo ajeno

Especificidad

Memoria

complemento, proteinas,

de fase aguda (p. ej. CRP),
interferones alfa y beta.
Macrofago, PMN, eosinofilo,
células NK.

Si

No

No

Linfocitos T y B

Si

Si

Si

CLASIFICACION DE LA INMUNIDAD ADAPTATIVA
La inmunidad adquirida o adaptativa se activa unicamente por el contacto con el

antigeno. Este tipo inmunidad tiene dos subclases:
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Pasiva: Esta inmunidad puede resultar de transferir suero (anticuerpos), toxinas o
productos obtenidos de células sensibilizadas (inmunidad adquirida pasiva artificial);” o
bien, a través de la placenta, calostro o leche materna (inmunidad adquirida pasiva

25 . .p Y "
natural). El comienzo de su accion es inmediato.

Activa: La adquisicion de la inmunidad adquirida activa depende de la participacion
de los tejidos y células inmunocompetentes después del encuentro con un antigeno o un
inmunégeno. La duracion de la inmunidad activa es relativamente larga. Este tipo de
inmunidad resulta por infeccién (inmunidad adquirida activa natural).”” o mediante el

empleo de vacunas (inmunidad adquirida activa artificial).”

FUNCIONES DEL SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO

Las funciones del sistema inmune adaptativo son: el reconocimiento de antigenos o
inmundgenos, y la ejecucion de una apropiada respuesta inmune para su eliminacién. La gran
variedad de patogenos tienen diferentes formas de ciclos de vida, pero el sistema inmune
puede responder a todos estos cambios. Existen dos tipos principales de respuestas inmunes:
la respuesta inmune contra patégenos intracelulares, y la respuesta inmune contra
microorganismos extracelulares. El sistema inmune ha desarrollado dos maneras para
reconocer antigenos: la produccion de anticuerpos por linfocitos B, los cuales reconocen a los
antigenos extracelulares; y linfocitos T, los cuales reconocen antigenos intracelulares
presentados sobre la superficie de células distribuidas en todo el cuerpo. Los actores
principales de la inmunidad adaptativa son las células presentadoras de antigenos (APC), los
linfocitos B y los linfocitos T, los cuales producen sustancias solubles denominadas
interleucinas o citocinas.” Los anticuerpos generalmente reconocen antigenos intactos,
mientras que los linfocitos T reconocen solo antigenos fragmentados, los cuales son
presentados en asociacion con moléculas del MHC. Esta division corresponde a la separacion
de la inmunologia humoral de la celular.’

CINETICA DE LA RESPUESTA INMUNE

El primer encuentro de un individuo con un inmunégeno se denomina evento de
imprimaciéon y produce una respuesta de produccion de anticuerpos relativamente débil y de
vida corta, denominada respuesta inmunitaria primaria. Este tipo de respuesta se divide en
varias fases. La fase de induccién o latente, que es el tiempo transcurrido entre el contacto
con el inmunégeno y la biosintesis de anticuerpos que, en promedio, dura una semana en

humanos. Durante este periodo, ocurre la activaciéon de los linfocitos T y B. La fase
9
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exponencial marca un rapido incremento en la cantidad de anticuerpos que son producidos.
Cuando el ritmo de sintesis y de catabolia son los mismos, la concentracion sérica de
anticuerpo permanece constante (fase de equilibrio). Finalmente, el nivel de anticuerpo
declina de forma gradual (fase de declinacién) al terminar la sintesis de nuevos anticuerpos.
La respuesta primaria se caracteriza por el predominio de anticuerpo de clase IgM, el

anticuerpo de clase IgG aparece mas tarde.

Después de la segunda exposicion al mismo inmundgeno semanas, meses o incluso
afios, hay una respuesta cualitativamente igual pero cuantitativamente diferente a la respuesta
primaria. En la respuesta secundaria o anamnésica, esta acortado el periodo de latencia, y
los niveles de anticuerpo alcanzan rapidamente un nivel de equilibrio mas alto, y permanecen
detectables en el suero durante periodos mucho mas largos. Las células T y B de memoria,
generadas durante la respuesta primaria, son responsables de una cinética mas rapida, de
mayor intensidad y duracion de las respuestas secundarias. Fundamento del modo de accion
de las vacunas. (Fig. 2.2)""

Nﬂ Respuesia
- secundaria
v
e
+ Respuesta
a primaria
e
. Estado de
:‘ equilibrio
: Fase Fase de
L exponencial declinacién
u
f Fase de

latencia
v v —

Contacto subsecuente

. con el inmundgenao
Primer contacto .

con el inmunégeno i
—_— Tiempo

Fig. 2.2. Respuestas inmunes primaria y secundaria.

TOLERANCIA INMUNOLOGICA

La tolerancia inmunolégica es el bloqueo en la respuesta inmune inducido por el
antigeno durante el desarrollo, proliferacion o diferenciacion de las clonas de linfocitos
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linfocitos y culmina con la eliminacion de las células o con su incapacidad para responder.

Los mecanismos basicos para crear tolerancia inmunolégica son similares a los
mecanismos para generar inmunidad; de tal manera que la respuesta tolerante tiene las mismas
caracteristicas de la respuesta inmune, como son especificidad, diversidad, memoria,

. .y . . + 3
induccion, regulacion autonoma y transferencia.

ELEMENTOS DEL SISTEMA INMUNE

Sistema CD. Los leucocitos son distinguidos de acuerdo a grupos de moléculas que expresan
en su superficie. La mayoria de moléculas han sido clasificadas dentro del “sistema CD”, el
cual define mas de 130 moléculas de superficie celular diferenciables por anticuerpos
monoclonales. Estas moléculas pueden ser de linaje especifico o estar compartidas entre los
diferentes tipos de células. Algunas aparecen s6lo en un estado particular del desarrollo
celular, y otras solo sobre células activadas. En el cuadro 2.3* aparecen los marcadores mas

comunes en las células del sistema inmune.

Cuadro 2.3. Principales marcadores CD

Célula Marcador Funcion —‘
Células T CD2 Adhesion y activacion no especifica
TH CD3 Parte del receptor de la célula T

para el antigeno (TCR)

La mayoria CD4  Receptor de las moléculas clase 11

TcC La mayoria CD8  Receptor de las moléculas clase |
del MHC.

Células B CD19, CD20 Receptor de diferenciacion de
marcadores para el antigeno.

Fagocitos CDo64 Receptor de anticuerpo (FcgR1)

mononucleares CDI11b Receptor de complemento (CR3)

Células T activadas CD25 Receptor de interleucina-2 (IL-2R)

Células B y macrofagos CD71 Receptor de transferrina.




Inmunogenética, evaluacién y manejo previo al transplante renal

Células T. Son las responsables del reconocimiento de antigenos presentados por otras
células.”’ Hay dos tipos principales de células T. Los linfocitos CD8* reconocen fragmentos
antigénicos asociados con moléculas de clase I del MHC, mientras que los linfocitos CD4+
reconocen antigenos asociados con moléclulas de clase II del MHC. Estos dos subtipos de
linfocitos T tienen funciones distintas.8 La mayoria de las células citotéxicas (Tc) son CD8™,
y reconocen células infectadas por virus. Las células cooperadoras (TH) son CD4T y
reconocen antigenos que han sido tomados por APCs, las cuales expresan fragmentos de
antigeno sobre su superficie celular. Las células T cooperadoras interactiian directamente con
otras células liberando citocinas para el control del desarrollo de la respuesta inmune. Hay dos
principales subtipos de células T cooperadoras: 1) células TH1 activadas por macrofagos, las
cuales causan destruccion del material que éstos han tomado; y 2) células TH2, las cuales

ayudan a las células B a producir anticuerpos.

Citocinas. Son proteinas solubles liberadas por células (activadas primeramente por
células T). las cuales actlian como sefiales entre las células del sistema inmune y ademas
pueden actuar sobre otras células del cuerpo. Existen cuatro principales grupos de citocinas:
1) las interleucinas (IL-1 a IL-12); 2) los interferones (IFN-o, IFN-f e IFN-y); 3) los factores
estimuladores de colonias (CSFs); y 4) los factores de necrosis tumoral (TNF-a y TNF-B,
ademas de las denominadas linfotoxinas).

Células B/Células formadoras de anticuerpos (AFCs)/Células plasmaticas. Son un grupo
de linfocitos que producen anticuerpos. Las células B se diferencian hacia células formadoras
de anticuerpos, las cuales son reconocidas histologicamente como células plasmaticas. Cada
clona de células B presenta un anticuerpo de superficie diferente para el reconocimiento de
antigeno, y finalmente secretara anticuerpos de esa especificidad.

Fagocitos mononucleares/Monocitos/Macréfagos. Las células de este linaje son de larga
vida, y estan distribuidas en todo el cuerpo. Estas células expresan receptores para anticuerpos
y son activadas por los componentes del complemento, los cuales son reconocidos como
inmunocomplejos por dichas células.

Anticuerpos/Inmunoglobulinas (Igs). Son producidos por células B y se wunen
especificamente a determinantes antigénicos (epitopos) en antigenos. Hay cinco principales
clases de anticuerpos: 1) IgG: 2) IgA: 3) IgM; 4)IgD; e 5) IgE. El IgG es el principal
anticuerpo sérico; éste neutraliza directamente algunos antigenos y facilita la rapidez de

12
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IgA es el principal anticuerpo secretado.

Células presentadoras de antigeno (APCs). Es un grupo de células funcionalmente
definidas, las cuales pueden presentar antigenos a células T CD4*. En este grupo se incluyen
células dendriticas, células B y macrofagos; existen otros tipos de células que pueden actuar

como c€lulas presentadoras de antigeno durante enfermedades.

Sistema del complemento. Es un grupo de moléculas séricas y receptores de superficie
celulares involucrados en el control de la inflamacion. Sus principales funciones son:
1) opsonizacion del complejo antigeno-anticuerpo, para ser endocitado por los fagocitos;
2) lisis de la membrana plasmética de las células y de algunos patogenos sensibilizados por
anticuerpos; 3) atraccion de macr6fagos y neutrofilos a los sitios de inflamacion;
4) activacion de mastocitos y basofilos para liberar mediadores que controlan el flujo
sanguineo, la permeabilidad capilar y la acumulacion de leucocitos.

Células asesinas naturales (NK)/ Células nulas/Linfocitos granulares largos (LGLs). Son
linfocitos que carecen del fenotipo de las células T o B, pero con alguna actividad antitumoral

T ¢ 20
o antiviral no especifica.

FUNCION DE LOS ANTICUERPOS

Los anticuerpos son moléculas bifuncionales. Una parte (la porcion Fab) es
responsable de la unién especifica a un antigeno particular, mientras que la porcién
cristalizable (la porcion Fc) esta capacitada para interactuar con diferentes células del sistema
inmune o el sistema del complemento. Los anticuerpos reconocen los antigenos intactos, los
cuales pueden estar libres en solucion (por ejemplo la téxina de la difteria), asociados con
microorganismos (por ejemplo antigenos encontrados en la membrana de una bacteria) o
pueden ser moléculas las cuales son expresadas intactas sobre la superficie de células
infectadas (por ejemplo la hemaglutinina de la influenza). En todos los casos los anticuerpos
se unen a antigenos paticulares, y son parte importante de la defensa inmune. Los fagocitos
mononucleares y los neutréfilos expresan receptores Fc (FcR), los cuales permiten fagocitar el
complejo antigeno-anticuerpo para su destruccion intracelular. Los anticuerpos pueden
ademas sensibilizar células o parasitos grandes debido al ataque de células citotoxicas, que
expresan receptores Fc. A este fendmeno se le llama citotoxicidad mediada por anticuerpos
(ADCC). Los eosinofilos y los linfocitos granulares grandes (LGLs) pueden ser blancos para

estos mecanismos.
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Una finalidad importante del rol de los anticuerpos es el control del desarrollo de la
reaccion inflamatoria. Los anticuerpos IgE se unen a mastocitos y a basofilos, por via de sus
receptores Fc, sensibilizando a estas células; de esta manera cuando estas células
encuentranun antigeno especifico, desencadenan la liberacion de mediadores inflamatorios.
Ademas, los complejos inmunes de anticuerpos formados activan el sistema del complemento,
lo cual genera mediadores pro-inflamatorios. Estas funciones se muestran en la figura 2.4.*
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Fig. 2.4. Las diversas formas que los anticuerpos pueden actuar.
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FUNCIONES DE LAS CELULAS T

La funcién primaria de los linfocitos CD8* es reconocer y matar células infectadas por
virus. Durante el ensamblaje de los virus, los polipéptidos virales son asociados con
moléculas de clase I del MHC. Estos complejos antigeno-MHC son transportados a la
superficie de la célula para el reconocimiento por linfocitos CD8*- Esto es seguido por la

muerte mediada por células (linfocitos T) de una célula blanco infectada.

Los linfocitos CD4* tienen una variedad de funciones en el control de la respuesta
inmune, pero ellos también reconocen antigenos fragmentados asociados con moléculas del
MHC. Los antigenos que son endocitados por APCs se asocian con moléculas de clase II del
MHC y son expresadas en la superficie de la APC para ser reconocidos por los linfocitos
CD4*. Si estos linfocitos reconocen el complejo antigeno-MHC sobre un macréfago, éste
puede liberar citocinas, activando a los macréofagos a destruir a los patégenos intracelulares. Si
el linfocito T reconoce el complejo antigeno-MHC sobre un linfocito B, los linfocitos T
liberan citocinas, activando asi a los linfocitos B a dividirse y diferenciarse. De esta manera,
los linfocitos T ayudan a los linfocitos B a producir anticuerpos. Los linfocitos CD4+
reconocen el complejo antigeno-MHC en otras células del cuerpo, ademas de interactuar con
ellas y activarlas por la liberacion de citocinas. La funcién de los linfocitos CD41 esté en el

control y en el desarrollo de la respuesta inmune.

Destruccion Activacion

Célula
blanco @ .

Clase I1
del MHC

antigeno Macréfago

CcD8

Clase 11
del MHC

Receptar CD4

de célula T

Fig 2.5. Las variadas funciones de los linfocitos T son: la destruccion de células blanco a
través de las moléculas de clase I del MHC, activacion de APCs (macrdfagos) y ayudar a la
produccion de anticuerpos por los linfocitos B a través de las moléculas de clase Il del MHC.
Las moléculas de clase [ y II del MHC son esenciales en la presentacion del antigeno
a los linfocitos T. Las moléculas del MHC varian estructuralmente entre los distintos
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individuos, esta diferencia hace mayor o menor la eficiencia de la presentacién de cada
antigeno. El haplotipo del MHC determina la susceptibilidad a enfermedades donde la
respuesta inmune estd involucrada. Las funciones de los linfocitos T estan resumidos en la
figura 2.5.°

FUNCION DE NEUTROFILOS,
EOSINOFILOS Y MACROFAGOS

La funcién primaria de este grupo de células es destruir antigenos y patégenos. Los
neutrofilos (PMNs) y los macrofagos fagocitan antigenos por la destruccion intracelular en
sus fagolisosomas. La destruccion de los patogenos endocitados es através de los
intermediarios reactivos dependientes de oxigeno y de sus productos secretados dentro de los
fagolisosomas, asi como también por otros inhibidores del metabolismo bacteriano. Las
enzimas contribuyen a la degradacién de los complejos inmunes, microorganismos y otros
antigenos fagocitados (fig. 2.6)." Los eosindfilos son fagocitos débiles, pero son importantes
debido su funcién de eliminacion de grandes patdgenos (algunos pardsitos intestinales) por
medio de la liberacion de sus granulos.

Fagocitosis
% i; Fagocitosis

Destruccion antigénica

. +/o procesamiento
% Presentacion de
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A

Destruccion

intracelular
Macrofago
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Y
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Reconocimiento

Fig. 2.6. Los neutrofilos y los macréfagos fagocitan y destruyen antigenos intracelulares. Los
macrofagos y otras células del mismo linaje pueden presentar antigenos. La destruccion
celular realizada por los eosinofilos es guiada por la interaccion del anticuerpo unido al
receptor Fc del eosinéfilo y es efectuada extracelularmente.
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Todas estas células pueden reconocer antigenos por medio de la union de anticuerpos a
los receptores Fc que poseen estas células, o por moléculas del complemento unidas a los
receptores celulares para activar C3. Los macréfagos y otros fagocitos mononucleares sélo
actuan como APCs, colectando el antigeno en su periferia, recirculando en tejidos linfoides
secundarios y presentando fragmentos del antigeno asociados con moléculas de clase II del
MHC a linfocitos CD4*. Ademas, estas células presentan el antigeno en los sitios donde se
lleva a cabo la respuesta inmune, donde las APCs especializadas (por ejemplo, células
dentriticas) son menos abundantes. Los macrofagos liberan una variedad de citocinas, algunas
de las cuales son activadoras de células, mientras que otras son mediadoras del dafio

citotoxico en células blanco.

FUNCIONES DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El complemento es uno de los principales mediadores de las reacciones inflamatorias,
las cuales pueden ser activadas tanto por la via de anticuerpos por inmunocomplejos (via
clasica), o por la via alterna en presencia de ciertas superficies microbianas. De esta manera
estan mediadas ambas inmunidades: innata y .eu;iaptativa.EI Varios de sus componentes son

. . u . « g 21
proteinas de fase aguda, debido a que aumenta su concentracion durante la infeccion.

La reaccion central de la cascada del complemento es el desdoblamiento de C3 a la
forma C3a y C3b. Esto puede dar inicio tanto a la via clasica, como a la via alterna, y es el

comienzo del camino litico.

El C3b se deposita covalentemente sobre particulas, opsonizandolas, para
posteriormente ser fagocitadas por macréfagos y neutréfilos. La uniéon del C3b y del C3b
inactivado (iC3b) a receptores en LGLs, se lleva a cabo, particularmente cuando hay unién
cruzada a receptores Fc, iniciadores de la activacion celular. Esto se traduce a un incremento
de la actividad microbicida citolitica, acompafiado por un estallido respiratorio, en la
expresion de nuevos receptores de superficie y en el aumento de la secreciéon de enzimas
lisosomales. Los eritrocitos pueden ademas tomar complejos inmunes por la via de union del
C3b, y transportarlos a el bazo e higado para transferirlos a células fagociticas, y ser
destruidos.

Las funciones del complemento se resumen en la fig. 2.7.%

Los pequefios fragmentos C3a y C5a liberados durante la activacién del complemento
son llamados anafilotoxinas. Estos, son importantes mediadores inflamatorios, ambos pueden

causar degranulacion de mastocitos, con liberacion de histamina, PAF y otros mediadores, los
17
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cuales causan contraccion del musculo liso en la pared vascular. Ademas, el CSa es
quimiotactico para macréfagos y neutrofilos, y, por esta accion se incrementa la

permeabilidad capilar.
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Fig. 2.7. Funciones de la cascada del complemento: actividad citotoxica, liberacion de
mediadores inflamatorios, quimiotaxis, opsonizacion de microorganismos, transporte de
inmunocomplejos y lisis celular.

Célula fagocitica Eritrocitos

Los componentes de la via litica (C5b-C9) forman poros debido a los complejos de
ataque a la membrana (MACs). Este hecho es relevante por causar dafio a algunas bacterias.
Ademas, los MACs pueden destruir células rojas, o células tisulares del huésped en

enfermedades autoinmunes.

PRESENTACION Y PROCESAMIENTO DEL ANTIGENO

Las respuestas a la mayoria de los antigenos, con la excepcion de los antigenos
T-independientes, requieren del procesamiento del antigeno por las APCs. La razon de esto
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es que las células T que son las principales reguladoras de la respuesta inmune, reconocen los
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antigenos solo cuando estan unidos a moléculas del MHC. Los primeros pasos de la respuesta
inmune, después de la entrada del antigeno, incluyen la captura y el procesamiento de éste por
la APC, y la presentacion en forma procesada de dicho antigeno acompaiiada de las moléculas
del MHC de clase II en las células TH.

Las APCs fagocitan el antigeno, que es modificado en vacuolas endociticas. El
antigeno puede sufrir desnaturalizacion y desdoblamiento hasta protedlisis. Si un agente sufre
protedlisis, los fragmentos del antigeno original (epitopos) se asocian de manera no covalente
con las moléculas de clase II y este complejo es transportado hacia la superficie celular donde
se hace accesible a la célula T. Sélo un niimero limitado de los fragmentos peptidicos de un
antigeno proteico es capaz de asociarse a las moléculas de clase Il para formar un complejo

antigénico.(Fig. 2.8).”

Epitopo
antigémco

A

Antigeno

Endosoma

Lisosoma

Macrofago
Célula presentadora de antigeno (APC)

Fig. 2.8. Captacion y procesamiento de un antigeno por una APC. La fragmentacion del
antigeno tiene lugar en el compartimento acidico (producido por la fusion del endosoma con
el lisosoma), y el epitopo antigénico se asocia con moléculas de clase II del MHC. Este

complejo se lleva a la superficie celular donde es accesible a los linfocitos CD4+ .

Las células B también pueden presentar antigeno a las células T. Estas células
capturan antigenos especificos a través de sus inmunoglobulinas receptoras. Las células B
solas son relativamente malas activadoras al presentar antigenos a las células T virgenes o en

reposo, quiza debido a que tales células T requieran factores activadores, tales como
19
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interleucinas, que las células B no proveen. Sin embargo, las células B sélo requieren una
milésima de antigeno para activar células T de memoria. Debido a que las células B
especificas para un antigeno particular son raras en un individuo no inmunizado, y las células
T virgenes no responden bien al antigeno presentado por las células B, se piensa que los
macrofagos quiza tengan una funcién predominante como APCs en la respuesta inmune
inicial o primaria, mientras que las células B pueden dominar en la memoria o en la respuesta

secundaria.”
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SISTEMA ABO

El grupo sanguineo ABO es un conjunto de moléculas alélicamente variables
expresadas sobre la superficie de los eritrocitos. Estas moléculas son carbohidratos que tienen
la capacidad de inducir anticuerpos especificos cuando se trasfunden en individuos que
carecen de estas variantes. Estos anticuerpos pueden hemolisar las células transfundidas. *

Los antigenos A y B son heredados de forma mendeliana codominante. El sistema
ABO de un individuo esta determinado por la presencia de uno (homocigoto) o 2
(heterocigoto) de los siguientes 3 alelos: A, B y H; los cuales estin localizados en el

cromosoma 9. Los genotipos y fenotipos se enlistan en la tabla 2.9.”

Tabla 2.9. Sistema ABO

Fenotipo Genotipo Antigenos eritrocitarios Anticuerpos
O 00 (H) Anti-A
Anti-B
A OA 0 AA A Anti-B
B OB o BB B Anti-A
AB AB A+B Ninguno
BIOQUIMICA

La enzima producida por el gen H une un residuo de fucosa a la galactosa terminal del
oligosacarido precursor.”* La conversiéon de este precursor origina la sustancia H, que es la
precursora inmediata de los antigenos A y B; la cual esta influenciada por los alelos H y h.”
Los individuos que poseen el gen A unen después de N-acetilgalactosamina a este residuo de
galactosa, mientras que los que tienen el gen B unen otra galactosa, produciendo los antigenos
Ay B, respectivamente. Las personas con ambos genes fabrican los dos antigenos.”

21
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El gen H determina la expresion de una enzima llamada “H-transferasa” (c2-L-
fucosiltransferasa); el gen A determina la expresion de una enzima llamada “A-transferasa”
(a3-N-acetilgalactosaminiltransferasa); y el gen B determina la expresion de la enzima “B
transferasa™ (o.3-D-galactosiltransferasa). (Cuadro 2.10).”

Cuadro 2.10. Enzimas del grupo sanguineo ABO

Gen Enzima Sustrato Producto
H a2-Lfucosiltransferasa Precursor de Sustancia H
sustancia
A a3-N-acetilgalactosaminil Sustancia H Sustancia A
transferasa
B a3-D-galactosiltransferasa Sustancia H Sustancia B

Las sustancias con actividad antigénica del grupo sanguineo ABO estdan compuestas
de aproximadamente 85% de carbohidratos y 15% de polipéptidos, con un peso molecular de
200, 000 a millones de daltons. Estas sustancias estan distribuidas ampliamente en las
secreciones y mucosas de los tractos gastrointestinal, respiratorio y genital, asi como también

en los eritrocitos.

Las transferasas A y B estan distribuidas ampliamente en plasma, secreciones, tejido
hematopoyético y otros tejidos, y estan presentes dependiendo del genotipo ABO del

individuo.

ANTIGENOS Y ANTICUERPOS DEL SISTEMA ABO

Los antigenos A y B estan localizados en la membrana del eritrocito. Cuando los
antigenos A y/o B estan ausentes en los eritrocitos, los anticuerpos anti-A y/o anti-B estan
presentes en el plasma. La mayoria de los antigenos A son del tipo A, (80%) y en menos
frecuencia existe el tipo A, (20%). En individuos de grupo A,B, la expresion del antigeno A,
es débil por la presencia del antigeno B. Si un receptor A, es tipificado incorrectamente y
recibe sangre tipo O, no produce dafio. En cambio, si dona sangre un individuo A, a un
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receptor O, se produce hemolisis de eritrocitos, debido a que los anticuerpos anti-A del
receptor destruyen a los eritrocitos A,.

Existen algunas variantes en la biosintesis de los antigenos ABH. Los individuos que
poseen un fenotipo Bombay, sus eritrocitos y secreciones no presentan antigenos A, B o H;
aunque alelos A y B estén presentes. Estos sujetos son fenotipicamente grupo O, conocido
como Oh en general; y como Oh®, Oh®, Oh*", dependiendo de su genotipo ABO. El suero de
estos idividuos contiene anti-A, anti-B y anti-H. El fenotipo Bombay esta asociado con
homocigotos para el alelo h (h/h).’

Los antigenos del sistema ABO (antigenos “fuertes” en transplantes) son importantes
en el éxito de los transplantes, y éstos no deben efectuarse en receptores con
isohemaglutininas en contra de antigenos ABO del donador. Ninguno de los antigenos
sanguineos menores, incluyendo el grupo Rh, ha demostrado intervenir en el area de los
transplantes.”

En adultos se expresan anticuerpos IgM anti-A y/o anti-B, con especificidad
complementaria a uno de sus grupos ABO. Existe un incremento en la concentracién de
anticuerpos IgG anti-A y anti-B en individuos de grupo O, la cual puede ser estimulada por la
exposicion a eritrocitos a través de transfusiones, hemorragia maternofetal o por sustancias
quimicas. Las transfusiones de eritrocitos de grupo A, a un receptor con estos anticuerpos,
raramente conducen a una reaccion hemolitica transfusional, debido a su minima actividad a
temperatura corporal. El suero de individuos grupo O contiene anticuerpos anti-A, anti-A,,
anti-B y anticuerpos llamados anti-A,B.’
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COMPLEJO PRINCIPAL
DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)

DESCUBRIMIENTO

En la década de 1940 se descubrié que las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) eran las responsables de la aceptacion o del rechazo de un
injerto. George Snell y col. analizaron el rechazo de injertos de tejidos tumorales y de piel
sana en cepas de ratones (en el caso de los genes polimorficos, los individuos que comparten
los mismos alelos se dice que son singénicos entre si y los que poseen alelos distintos son
alogénicos entre si). Observaron que los injertos de piel de un ratén en si mismo (autoinjerto
o injerto autologo) o entre individuos genéticamente idénticos, es decir singénicos (sinjerto o
injerto singénico), usualmente no era rechazada. En cambio, los injertos de piel entre
individuos genéticamente diferentes, por ejemplo de distintas cepas (aloinjerto o injerto
alogénico), si eran rechazados. De tal manera que los genes encargados del reconocimiento de
un injerto como similar a sus propios tejidos o como extrafio fueron llamados genes de
histocompatibilidad y se consideré que las diferencias entre lo propio y lo extraiio dependian
de polimorfismos genéticos entre los diferentes alelos de histocompatibilidad. Posteriormente,

Snell estudi6 el transplante de piel en cepas de ratones congénicos, es decir que son
genéticamente idénticos entre si excepto para uno o algunos genes, en este caso los
responsables del rechazo de injertos. Sus estudios indicaron que varios genes se involucran en
este fendmeno; empero una region genética era la principal responsable del rechazo. La region
fue identificada por George Gorer y la relacioné a un gen que codificaba un antigeno
sanguineo denominado antigeno II, por lo que se le llamod histocompatibilidad-2 (H-2).
Finalmente, se descubri6 en otras especies animales la existencia de genes homoélogos a los de
la region H-2 del raton y que se involucraban en el rechazo de injertos; y se les dio el nombre
de complejo principal de histocompatibilidad (MHC) para todas las especies. Los estudios de
genética de rechazo indicaron que las moléculas del MHC se expresan codominantemente, es
decir, los alelos de ambos cromosomas se expresan. Como consecuencia, el padre puede

rechazar injertos de los hijos al reconocer los alelos heredados por la madre.
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En el ser humano, las transfusiones sanguineas y el transplante de organos fueron
atiles para definir los genes determinantes del rechazo de érganos. Jean Dausset y col. notaron
que los pacientes que rechazaban 6rganos, multitransfundidos o mujeres multiparas, a menudo
producian anticuerpos contra antigenos de los leucocitos de unos individuos, pero no de otros.
Entonces se crey0 que estos aloantigenos eran productos de genes polimorficos que
distinguian tejidos propios de extrafios. Finalmente, se definieron seis loci genéticos como los
responsables de la histocompatibilidad en el humano, asi como sus productos proteicos
expresados en leucocitos, se les designd en conjunto como antigenos leucocitarios humanos
(HLA).

Los tres primeros genes se definieron seroldégicamente y se denominaron HLA-A,
HLA-B Y HLA-C (moléculas de clase I). Después se hallé por medio de reaccion mixta de
leucocitos otra region que recibid el nombre de HLA-D; el primer gen de esta region fué
determinado seroldgicamente y se le dio el nombre de HLA-DR (relacionado a la region D),
posteriormente se encontraron otros dos genes y se les llamé HLA-DP y HLA-DQ (moléculas
de clase IT). Entonces la region de HLA es el MHC del humano.

Fue hasta los afios 60’s cuando se dilucido su papel en la respuesta inmune. Usando
cepas de ratones, se observé que la capacidad o la incapacidad de producir anticuerpos ante
inmunizacion con antigenos proteicos, estaba determinada por los genes del MHC y se
heredaba a la descendencia de forma autosémica dominante. Entonces se les llamé genes de la
respuesta inmune (Ir). Posteriormente, en la década de los 70, se comprendié su relaciéon con
la produccion de anticuerpos, al descubrir que la activacion de los linfocitos TH, necesarios
para la produccion de anticuerpos contra proteinas, dependia de la interaccion de su receptor
de células T (TCR) con un péptido antigénico acoplado a las moléculas del MHC expresadas
en la superficie de las células presentadoras de antigenos (APC).

En los altimos 10 afios se ha descubierto una asociacion entre los loci genéticos para
ciertas proteinas del complemento y el MHC. Los primeros estudios fueron realizados en
ratones; luego se demostré la estrecha relacion entre los loci para el factor B de la properdina,
asi como para el segundo componente del complemento con el sistema HLA. Los loci para
(2, C4a, C4b y Bf estan cercanos al HLA-D y HLA-DR. Estas moléculas estan localizadas en

el cromosoma 6 y se denominan moléculas de clase I1I del MHC.”
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Las moléculas de clase I del MHC consisten en dos cadenas polipeptidicas, una o de
44 kDa codificada por el MHC y una p llamada f2m de 12 kDa codificada fuera del MHC en
el cromosoma 15. La cadena o del humano es una proteina transmembranal con su porcion N-
terminal extracelularmente y dividida en tres dominios al, o2 y a3, cada uno de
aproximadamente 90 aminoacidos; un fragmento hidrofébico de aproximadamente 25
aminoacidos que atraviesa la membrana y una cola citopldsmica de 25 aminoacidos hacia su
porcion C-terminal. La B2m interactiia de manera no covalente con la region extracelular de la

cadena o y carece de porcion transmembrana.

La molécula de clase I puede dividirse en cuatro regiones: la region de union al
péptido, una region semejante a las inmunoglobulinas, la porcién transmembrana y la cola

citoplasmica.

De la region de unién al péptido depende la capacidad de la molécula del MHC para
unirse a péptidos extrafios y formar un complejo molecular que pueda ser reconocido por el
TCR de la célula T, lo cual es su principal funcién. Esta region esta formada por los dominios
al y a2, entre los cuales hay un sitio de N-glucosilacion. El dominio o2 contiene un enlace
disulfuro y, por tanto, una asa de 63 aminoacidos. Los dos dominios interactuan para formar
el sitio de unién al péptido, que consiste en una hendidura, cuyo piso se compone de 8
cadenas con estructura secundaria de hojas P plegadas y cuyas paredes estan compuestas de
dos cadenas a hélice. El tamafio de la hendidura permite que se acople un péptido de 9 a 11
aminoacidos en una conformacién extendida. Debido al pequefio tamafio de la hendidura, la
proteina antigénica debe ser procesada hasta fragmentos pequefios que se acomoden en ella y
puedan ser reconocidos por el TCR. Al comparar secuencias de aminoécidos y nucledtidos de
diferentes alelos del MHC, se ha determinado que la mayoria de los residuos polimérficos
(que varian de un alelo a otro) se localizan en la hendidura de unién al péptido. Por
tanto, el polimorfismo del MHC sirve para crear variaciones en la superficie quimica de unién
al péptido; asi, distintas variedades alélicas tendran diferentes capacidades de unirse a unos u
otros péptidos. Ademas, todos los péptidos capaces de unirse a un determinado alelo poseen
caracteristicas estructurales similares y difieren a los péptidos que pueden unirse a otro alelo.
También hay residuos polimoérficos en las regiones de las moléculas del MHC que interactiian
con el TCR.

La region semejante a las inmunoglobulinas esta formada por el dominio o3 y por la
B2m. El dominio a3 estd altamente conservada entre las distintas moléculas del MHC,
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contiene un enlace disulfuro y una asa de 86 aminoacidos. La f2m es invariante y también
posee un enlace disulfuro y una estructura parecida a los dominios de las inmunoglobulinas;
interactiia de manera no covalente con el dominio &3 y con las cadenas que forman las hojas
B-plegadas de la hendidura de unién al péptido. Esta ultima interaccion es mas fuerte cuando
el péptido ocupa la hendidura, ademas la f2m estabiliza la union del péptido. La forma nativa
de la molécula de clase I del MHC expresada en la superficie celular es un heterodimero
compuesto por el péptido, la cadena o y la B2m’ (fig. 2.9).' Ademas, el dominio a3 es la
porcion de la molécula de clase I que se une al CD8*, lo que explica la restriccion de las
células T CD81 a activarse, al unirse a células que expresan moléculas del MHC de clase I.

a- helice

Hoja g- plegada que
forma el piso de la
fosa o la hendidura
captadora de antigeno

Fig. 2.9. Estructura cristalina de una molécula de clase I (vista lateral).

La region transmembrana se compone de 25 aminoacidos hidrofobicos y adquiere una
conformacion de hélice a al atravesar la bicapa lipidica.

La cola citoplasmica consiste en 30 aminodcidos y varia relativamente entre los alelos
del MHC. Todas las moléculas de clase I tienen sitios de fosforilacién para proteina cinasa
dependiente de cAMP (PKA) y para la tirosina cinasa src, asi como también un residuo de
glutamina que es susceptible a transpeptidacion por la enzima transglutaminasa’ (fig. 2.10).”
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Todas estas caracteristicas estan probablemente implicadas en el trafico intracelular de la

molécula.

Cadena «

Region
extracelular

- microglobulina

Region
extracelular

e

Membrana

Citoplasma

COOH

Fig. 2.10. Diagrama esquematico de una molécula de clase 1.

ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS DE CLASE II

Las moléculas de clase II del MHC son heterodimeros compuestos de dos cadenas
unidas de manera no covalente, una o de 32 a 34 kDa y una B de 29 a 32 kDa, cuya porcién
extracelular se divide en dominios de aproximadamente 90 aminoacidos llam;ados al, a2, Bl
y B2. La estructura de ambas es similar, con su porcion N-terminal hacia el exterior de la
célula y la C-terminal hacia el interior; sin embargo, cada cadena es codificada por un gen
particular, y con algunas excepciones, ambas cadenas son polimérficas.

La estructura tridimensional de las moléculas de clase II es similar a la descrita para
las moléculas de clase I; de tal manera que también pueden dividirse en cuatro regiones: la
region de union al péptido, los dominios semejantes a las inmunoglobulinas, la region
transmembrana y la porcion citoplasmica.

28



Inmunogenética, evaluacion y manejo previo al transplante renal

El sitio de union al péptido esta formado por los dominios a1 y B1, que interactian
para formar la hendidura que permite el acoplamiento del péptido antigénico. El piso de la
hendidura se compone de 8 cadenas en conformacion de hoja P plegada y las paredes de 2
cadenas o hélice. Sélo el dominio B1 contiene un enlace disulfuro, por lo que se forma un asa.
En contraste con las moléculas de clase 1. en las de clase Il la hendidura esta abierta en sus
extremos, lo que permite que los péptidos se extiendan mas alld de la hendidura y asi su

longitud varie entre 10 y 30 aminoacidos, con un promedio de 14.°*(Fig. 2.11)*

Hoja 3-plegada que forma
el piso de la fosa o
hendidura captadora

de antigeno

Fig. 2.11. Estructura cristalina de las moléculas de clase II (vista superior).

Los dominios o2 y 2 tienen una asa formada por un enlace disulfuro y una estructura similar
a los dominios de las inmunoglobulinas. Son monomorficos entre distintos alelos del mismo
locus, pero si varian con respecto a otro locus. La molécula CD4 se une al dominio de B2, lo
que provoca que el reconocimiento antigénico por las células T CD4* se lleve a cabo en la

superficie de células presentadoras de antigenos que expresen moléculas de clase I1 del MHC.
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Cadena o

CHO

CHO.

Regon
extracelular

Citoplasma

Fig. 2.12. Diagrama esquematico de las moléculas de clase II.

La porcion transmembrana se compone de 25 aminoacidos hidréfobicos, que terminan
en un grupo de aminoacidos basicos. La cola citoplasmica tiene longitud variable. Se conoce

poco de esta ultima region.’(Fig. 2.12)'

GENES CLASE 111

Los genes clase III se encuentran ubicados en una porcion de 120 Kb entre los genes
clase I y II dentro del MHC que se hereda como unidad genética, a la que se conoce como
“complotipo”™ (por haplotipo del complemento). Cada complotipo codifica la sintesis de los
factores del complemento C2, C4A, C4B de la via clasica y el factor B de la via alterna;
intercalados entre los genes C4A y C4B se localizan dos genes que codifican para la expresion
de la enzima 21 hidroxilasa (21-OH) la cual hidroxila el carbono 21 en la biosintesis del
cortisol. Hacia el centromero de la region clase Il se encuentran los genes TAP-1 y TAP-2,
asi como el gen de la colagena; y centroméricos a la region clase I los genes: HSP 70, el
factor de necrosis tumoral (TNF) alfa y beta.”

30




Inmunogenética, evaluaciéon y manejo previo al transplante renal

En humanos el MHC se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y abarca

aproximadamente 3500 kb. La f2m se codifica en el cromosoma 15.

Los genes de clase I1 se localizan cerca del centrémero en la secuencia DP, DQ y DR.
Existen dos o tres genes funcionales de la cadena B para algunos loci de clase II, pero
usualmente un gen funcional de la cadena a. El uso de mas de una cadena [} permite que
algunas moléculas, especialmente HLA-DR, sean expresadas en mas de dos formas alélicas en
una sola célula. Las moléculas clase II, se heredan 6 diferentes loci polimoérficos, mas de 6
heterodimeros ap pueden ser expresados en la misma célula, pues algunas moléculas de clase
I1 se forman con la cadena o combinada a una de las cadenas 3 que pertenecen al mismo locus
alélico. Heterodimeros de clase II adicionales se producen por la combinaciéon de una cadena
o de un alelo con la cadena B de otro alelo. De tal manera que un individuo puede expresar de
10 a 20 moléculas de clase II por célula (esta variacion depende de cudles alelos han sido
heredados). Esto incrementa el numero potencial de proteinas extrafias que pueden unirse y
ser presentados en asociacion con moléculas de clase II. Ademas, existen varios pseudogenes.

Incluidos en los loci de los genes de clase II se hallan varios genes cuyos productos
intervienen en el ensamblaje de las moléculas de clase 1. Dos de ellos son los genes que
codifican para los transportadores en el procesamiento antigénicos, TAP-1 y TAP-2, los
cuales forman un heterodimero que transporta péptidos del citosol hacia el reticulo
endoplasmico, donde se asocian con las moléculas de clase 1 del MHC recién sintetizadas.
Otros dos genes son los que codifican para dos proteinas, LMP-2 y LMP-7, que forman parte
del proteosoma que se encarga de degradar proteinas citosolicas desnaturalizadas y acopladas

a ubiquitina.

La region de clase IIT del MHC se encuentra teloméricamente a los genes de clase II.’
(Fig. 2.13).” En esta region se hallan genes que no comparten homologia ni funcién con las
moléculas de clase I o II, aunque muestran cierto polimorfismo.

Teloméricamente a los genes de clase III se hallan los genes de clase I, que se dividen
en los genes de clase Ia o clasicos (HLA-A, HLA-B Y HLA-C) y los genes de clase Ib o no
clasicos (HLA-E, HLA-F, HLA-G, HLA-H, HLA-J y HLA-X). Algunos de los genes de clase
Ib son pseudogenes. pero algunos codifican para proteinas no polimoérficas que se expresan en
asociacion con B2m, y cuya funcion se desconoce. Se ha descrito que uno de ellos puede
funcionar como receptor para la fraccion cristalizable (Fc) para translocar inmunoglobulinas a
través de epitelios. Algunas de ellas pueden interactuar con el TCR. Se postula que estos
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genes pueden servir como reservorio para crear nuevas moléculas de clase la polimoérficas

mediante recombinaciones y mutaciones.

El patrén de organizacion intron-exon de los genes de clases I y II son similares uno
con otro. En todos los genes del MHC el primer exon codifica para la secuencia lider que
dirige al polipéptido naciente hacia la luz de reticulo endoplasmico y después es cortado de la
proteina madura. Cada dominio extracelular, por ejemplo a1, a2 y a3 para las moléculas de
clase I, esta codificado por un tinico exon. Las regiones transmembrana y citosolica se
codifican por varios exones pequefios. Para las moléculas de clase I, cada uno de los sitios

susceptibles a fosforilacion en su cola citosélica se encuentran en exones distintos.
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Fig. 2.13. Mapa genético del MHC. Localizacion de los loci clase I, II y III del MHC sobre el

brazo corto del cromosoma 6.

EXPRESION DE LAS MOLECULAS DE CLASE I Y II

La regulacion de la expresion de las moléculas del MHC se regula por la

diferenciacion celular y por los estimulos inflamatorios ¢ inmunologicos.
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Las moléculas de clase I del MHC se expresan en practicamente todas las células
nucleadas y en las plaquetas (excepto en las neuronas, en miocitos estriados, etc). Las
moléculas de clase II del MHC se expresan en las células presentadoras de antigenos, tales
como las células dendriticas, las células de Langerhans, los macréfagos, los linfocitos B y las
células endoteliales, que estan especializadas en procesar antigenos extrafios hacia pequefios

péptidos y acoplarlos a moléculas de clase II.

La tasa de transcripcion es la principal determinante de la expresion de las moléculas
del MHC. La expresion de f2m se coordina con la expresion de la cadena o. Las citocinas
modulan la tasa de transcripcion de las moléculas de ambas clases en diversos tipos celulares;
lo cual es un mecanismo de amplificacion de la respuesta de células T, pues la mayoria de las
citocinas que aumentan la expresion de las moléculas del MHC son producidas por las células
T y son las moléculas del MHC parte de los ligandos que reconoce el TCR.

Los interferones (IFN-o, B y y). TNF y LT aumentan la expresion de las moléculas de
clase I al aumentar la transcripcion de los genes del MHC y otros que intervienen en su
sintesis como TAP-1, TAP-2, CD74 (cadena invariante, y o i)

Las moléculas de clase II se expresan constitutivamente en las células dendriticas,
ademas de ser inducibles en los macréfagos, células de Langerhans y células endoteliales con
IFN-y. En las células B, la IL-4 aumenta y el IFN-y disminuye su expresién. Las células
presentadoras de antigenos humanas expresan mayor cantidad de HLA-DR y HLA-DP que de
HLA-DQ: en cambio, las células B expresan mayor cantidad de HLA-DQ que de HLA-DP.
Incluso la accion del interferon se antagoniza con IL-10.

BIOSINTESIS DE LAS MOLECULAS CLASE I Y II

Las moléculas del MHC se traducen de las moléculas de mRNA en los ribosomas del
reticulo endoplasmico rugoso y se insertan en la membrana del mismo. El péptido sefial se
remueve del polipéptido naciente durante la traduccion. Oligosacaridos de manosa se unen a
residuos de asparagina en el reticulo endopldsmico rugoso durante la traduccién o
inmediatamente después. Posteriormente pasan a través del aparato de Golgi donde sufren
modificaciones las cadenas de oligosacdridos. Una proteina llamada calnexina actiia como una
chaperona que facilita este proceso de transporte. Finalmente, las glucoproteinas maduras se
translocan a la membrana mediante vesiculas.
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Para las moléculas de clase I, la asociacion de la cadena o con la f2m sucede en el
reticulo endoplasmico. La B2m interviene en la expresion adecuada de las moléculas de

clase I.

La interaccion del péptido con la cadena o promueve la asociacion con la f2m y el
correcto plegado y ensamblado de la molécula de clase 1. Las proteinas TAP forman un
heterodimero transmembrana que trasloca péptidos del citosol hacia la luz del reticulo

endopldsmico donde ocurre el ensamblaje de las moléculas de clase 1

En lo que se refiere a las moléculas de clase II, las cadenas aff se sintetizan
coordinadamente y se asocian en el reticulo endoplasmico rugoso con una proteina no
polimérfica llamada CD74 (cadena invariante, y o Ii), que no se codifica dentro de los loci del
MHC. La forma nativa de CD74 es un homotrimero, en el cual cada subunidad interactia con
un heterodimero af}; de tal manera que la estequiometria de las moléculas de clase II nativas
es 3a3B3y. CD74 se separa del heterodimero a3 maduro antes de que alcance la superficie
celular. CD74 funciona como chaperona y es requerida para el apropiado plegado y
ensamblaje de las moléculas de clase II. Ademas, los péptidos no pueden asociarse a las
moléculas de clase II hasta que la cadena CD74 se separe de ellas.’

POLIMORFISMO

Los genes clase I y II del MHC poseen el mas grande polimorfismo conocido en
mamiferos. Hasta la fecha se han identificado 27 estructuras variadas de HLA-A, 10 de
HLA-C, 59 de HLA-B , 26 de HLA-D, 21de HLA-DR, 9 de HLA-DQ, y 6 de HLA-DP. A
nivel del DNA este polimorfismo es atin mas elevado, por ejemplo del gene HLA-A2 existen
17 variantes (A*0201-A*0217) y del HLA-B35 en México existen 16 variantes (B*3501-
B*3516) a nivel de la secuencia de nucledtidos; esto ha inducido un cambio en la
nomenclatura. Un antigeno se identifica por la letra del locus y un nimero (p. ej., Al, B51,
Cw8, DR4, etc). Un alelo se identifica por la letra del locus, un asterisco y un numero (p. ¢j.,
A*0101, B*0501, Cw*0401, DRB1*0401, etc), asi la variante 1 del B35 se designa
HLA-B*3501 y la 16, HLA -B*3516.”

En el locus HLA-DR, el polimorfismo reside inicamente en la cadena B (la o no es
polimoérfica). Existen varias cadenas DRB funcionales (DRB1, DRB4, DRB5). La mas
polimérfica es la DRB1 y determina las especificidades DR desde el HLA-DR1 hasta el HLA-
DR 18, muchas de estas especificidades tienen subtipos, por ejemplo el HLA-DR4, asi el alelo
DRB1*0401 es Dw4, el DRB1*0402 es Dw10, el DRB1*0403 es Dw13, etc (véase tabla de
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especificidades en el apéndice). El HLA-DRB2 es un pseudogen. El gen DRB3 se expresa
s6lo en los haplotipos que tienen diferentes subtipos del antigeno supertipico DRw52. El gen
DRB4 codifica las especificidades del antigeno DRwS53 y se expresa sélo en los haplotipos
que son DR4 y DR7. El gen HLA-DRBS se encuentra sélo en los haplotipos DR2 (DRIS5 y
DR16). Los haplotipos DR1, DR8 y DR10 expresan sélo el gen DRB1.

Las cadenas o y B de los genes HLA-DP y HLA-DQ son polimérficas. En la region
DQ existen asociaciones de DQA1 con DQBI, las especificidades DQ se determinan en la
cadena DQBI1. Existen muchos otros genes clase II: DQA2, DQB2, DPAI1, DPBI1, DPA2 y
DPB2, asi como los pseudogenes DO y DN.”

Se desconoce el mecanismo que dio lugar a este extenso polimorfismo, pero existen 2
hipotesis que lo explican; la primera es la “hip6tesis de deriva aleatoria”, la cual expone que el
polimorfismo se debe a las variaciones al azar de una estructura genética basica y, que dicha
variacion tiene una cierta frecuencia dentro de una poblacion determinada. La segunda es la
“hipotesis de seleccion natural”, la cual propone que existe seleccion de los genes
polimérficos sobre los monomorficos. Probablemente ambos mecanismos participan en el
desarrollo de los polimorfismos. La trascendencia del micropolimorfismo es el que le confiere
a la especie un enorme repertorio de elementos de reconocimiento para la gran variedad de
antigenos ambientales y, por lo tanto una gran diversidad en la capacidad para activar
respuestas inmunes contra los patégenos que podrian acabar con la especie, dando asi, una
ventaja selectiva. Por ejemplo, los individuos cuyas moléculas de clase I y II no funcionan en
el contexto apropiado para interactuar en el reconocimiento de los determinantes antigénicos
por parte del receptor de las células T, desarrollan defectuosamente la respuesta inmune en
contra de ciertos microorganismos patogenos. Esta ausencia de reconocimiento de los
determinantes antigénicos de un microorganismo especifico, representa lo que se conoce en
inmunologia como “punto ciego™ dentro del repertorio de las células T. Parece ser que el
polimorfismo del MHC es una compensacion de estos puntos ciegos de las células T y los
individuos portadores de ese defecto tienen tendencia a desaparecer; la poblacién sobrevive y
se incrementa debido a que otros individuos no poseen esos puntos ciegos.

La mayoria de los alelos de HLA dentro de un mismo locus se encuentran
relacionados entre si, de tal forma que las variaciones que distinguen un alelo de otro pueden
ser muy pequefias y estar distribuida no al azar a lo largo de los genes, sino en regiones
especificas, asi por ejemplo, las diferencias alélicas se acumulan en los exones 5° proximales,
es decir, las porciones de los genes que codifican para los segmentos aminoterminales de las
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moléculas de HLA que se sitian en regiones mas lejanas a la membrana celular. Dentro de un
locus de HLA la secuencia de nucledtidos esta altamente conservada con variaciones que
determinan el polimorfismo alélico confinado a uno o dos sitios especificos de diversidad.
Este conglomerado de sitios polimérficos dentro de HLA tiene implicaciones directas en la
estructura y funcion de las moléculas de HLA.

HAPLOTIPOS

Los genes de HLA se heredan siguiendo la primera ley de Mendel, en forma
codominante, de modo que cada haplotipo (total de alelos del MHC en cada cromosoma) se
manifiesta un antigeno de cada locus y se expresan los dos. Asi, el genotipo consiste de dos
antigenos de cada locus y cada individuo es portador de 12 antigenos de HLA; seis de cada
region provenientes de un haplotipo materno y seis de uno paterno™ (fig. 2.14).” Por ejemplo,
un haplotipo de HLA de un individuo podria ser HLA-A3, B27, DR4. Los individuos
heterocigotos tienen dos haplotipos.

P11

Padre Madre
I 111 I v II I11 11 IV
a c a d [+] c b d
1 2 3 4
Hijos
v v
ab g d

Fig. 2.14. Herencia de los genes de HLA. Cada hijo hereda un cromosoma paterno y otro
materno, y los genes del MHC en ambos cromosomas son expresados en la superficie celular.
Cuatro diferentes combinaciones de haplotipos presentan los hijos del 1-4. El hijo 5 tiene un
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del padre.

Un alelo es la forma alternativa de un gen que puede ocupar el mismo locus genético
dentro de un cromosoma. Para los genes polimérficos, un individuo puede tener el mismo
alelo en el locus genético de ambos cromosomas homologos y ser considerado homocigoto, o

tener dos alelos diferentes, cada uno en un cromosoma y se dice que es heterocigoto.’

DESEQUILIBRIO GENETICO

Es el fenomeno definido como la ocurrencia de dos o mas alelos en un mismo
haplotipo, con una frecuencia mayor a lo esperado de acuerdo a las frecuencias génicas

individuales.

HAPLOTIPOS EXTENDIDOS

Existen haplotipos que muestran desequilibrio genético con una frecuencia mayor a la
esperada de acuerdo a frecuencias génicas individuales, se les conoce como “haplotipos
extendidos™. Por ejemplo, en caucasicos, el haplotipo extendido mas conocido es el HLA Al,
B8, CW7, DR3, DRw52a, DQw2.1.

La causa de los haplotipos extendidos no se conoce; entre los posibles mecanismos
responsables se incluyen: seleccion de la respuesta inmune (respuesta a ciertos agentes
infecciosos tales como virus, bacterias o parasitos) y mutaciones recientes. Los haplotipos
extendidos tienen ventajas evolutivas.

FUNCION BIOLOGICA

La principal funcién del MHC es la discriminacién entre lo propio y lo no propio.”
Los genes del MHC son los genes que controlan la respuesta inmune (Ir).

Un linfocito T reconoce sus péptidos antigénicos cuando estan acoplados a una u otra
clase. El origen del antigeno determina a qué clase de las moléculas del MHC se unira, el tipo
de linfocito T que activard y el tipo de respuesta que inducira; por ejemplo, los antigenos
enddégenos se unen a moléculas de clase I y los ex6genos a moléculas de clase II. Las células
T CD4* reconocen antigenos extraios unidos a moléculas de clase 11 del MHC propio y las
células T CD8* reconocen antigenos extrafios unidos a moléculas de clase I del MHC propio.
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El tipo de respuesta inmune también estd determinada por la presencia y expresion
especifica de un determinado alelo de los genes del MHC, pues cada forma alélica varia en su

habilidad para unirse y presentar diferentes determinantes antigénicos.

Ademas, los linfocitos T maduros no reaccionan frente a proteinas propias; pues se
someten a un proceso de aprendizaje de las moléculas del MHC y de los péptidos antigénicos
propios.’
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I1I. TRANSPLANTE DE RINON
INDICACIONES

En los pacientes que estan en la primer etapa de la insuficiencia renal cronica, se
emplea el tratamiento conservador (preservar y cuidar al paciente, mediante vigilancia
especializada) antes de que se llegue a los limites en que la alteracion de la homeostasis
interna (ejercida por el rifién enfermo), ya no puede mantener la vida del sujeto urémico y sea
necesario continuar con la etapa de tratamientos substitutivos (didlisis) o de reemplazo
(transplante) de la funcion renal.”

Los candidatos a recibir un transplante renal son pacientes con insuficiencia renal
crénica terminal.” Este incrementa la esperanza y mejora la calidad de vida."” El trasplante
cuando es exitoso, ofrece un mayor grado de rehabilitacién del paciente urémico comparado
con la hemodialisis o la dialisis peritoneal. El transplante renal ha demostrado ser superior
que la dialisis cronica con respecto al periodo de vida, costos médicos y sobre todo, para salud
del paciente™

Se han establecido una serie de factores que se consideran importantes en la seleccion
de estos enfermos: a) edad; b) mala respuesta al manejo médico conservador; ¢) ausencia de
factores reversibles: d) normalidad en el tracto urinario bajo; e) ausencia de complicaciones
extrarrenales mayores (enfermedad sistémica, malignidad, enfermedad cerebral o coronaria);
f) ausencia de infeccién activa; g) ausencia de desnutricion grave; h) ausencia de

i g % : = = g g 29
pancitopenia; i) factores socioeconémicos y psiquiatricos.

La enfermedad mas comun que conduce al tratamiento del transplante renal es la
glomerulonefritis, seguida por la pielonefritis crénica.”’ En el cuadro 3.1* se concentran la
mayoria de las enfermedades que cursan con insuficiencia renal terminal y han sido
susceptibles de tratamiento mediante el transplante renal.”
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Cuadro 3.1. Indicaciones para el transplante renal

L. Glomerulonefritis primaria:
Proliferativa focal

Proliferativa difusa

Proliferativa intracapilar y extracapilar
Membranoproliferativa de tipos [ y II
Esclerosis focal y segmentaria
Membranosa

IgA o enfermedad de Berger

II. Enfermedades sistémicas con
glomerulonefritis:

Lupus eritematoso sistémico

Purpura anafilactoide

Poliarteritis nodosa

Esclerodermia

Granulomatosis de Wegener

Sindrome de Goodpasture

Il Nefritis tubulointersticiales.
Pielonefritis cronica

Analgésicos

Metales pesados (plomo, oro, cadmio)
Otros

IV. Padecimientos vasculares:
Nefrosclerosis

Obstruccion de arteria renal
Trombosis de vena renal

V. Padecimientos metabdélicos:
Diabetes mellitus

Gota

Nefrocalcinosis

VI Insuficiencia renal aguda
irreversible:

Necrosis tubular aguda
Necrosis cortical

VII. Uropatia obstructiva

VIII. Disproteinemias:
Amiloidosis
Crioglobulinemia por IgG-IgM

IX. Congénitas y hereditarias:
Enfermedad poliquistica
Nefronoptisis o enfermedad quistica
medular

Displasias renales

Sindrome nefroético infantil
Sindrome de Alport

Cistinosis

Oxalosis

X. Nefrectomia por:
Traumatismo
Cancer renal
Esclerosis tuberosa
Rifion en herradura

X1 Misceldneas:
Nefritis por radiacion
Sindrome hemolitico-urémico
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CONTRAINDICACIONES

CONTRAINDICACIONES EN EL RECEPTOR

Los problemas que presenta el paciente en los cuales el transplante renal no es un

tratamiento admisible se muestran en el cuadro 3.2"

Con objeto de volver la maxima vida al injerto, los sujetos deben tener una esperanza
de vida mayor que la vida media promedio del 6rgano transplantado, con lo que se deben de
excluir a aquellos con lesiones neopléasicas de enfermedades cronicas que acortan la vida.
Ademas, la inmunosupresion puede acelerar el crecimiento tumoral y disminuir la esperanza

de vida.

Cuadro 3.2. Criterios de exclusion para el transplante renal
Contraindicaciones absolutas Contraindicaciones relativas
Lesion metastasica Obesidad o desnutricioén
Transtornos metabolicos en evolucion Infeccién de vias urinarias
(enfermedad de Fabry, oxalosis) Enfermedad vascular periférica
Sepsis activa grave
Tuberculosis activa Diabetes mellitus mal controlada
Vasculitis grave No haber llevado a cabo el
Enfermedad de células falciformes régimen prescrito
Enfermedad vascular en etapa terminal Pobre apoyo familiar
SIDA o seropositividad de HIV Alteraciones mentales
Infeccion por el virus de la hepatitis B Enfermedad renal primaria con
Abuso de drogas tasa de recidivas postoperatorias
Esperanza de vida menor a 5 afos alta (nefropatia por IgA,

Lupus eritematoso sistémico activo transtornos antiglomerulares
Infarto de miocardio reciente de la membrana basal,

Otras enfermedades en etapa terminal glomerulosclerosis focal)
(cardiacas, pulmonares, hepaticas) Enfermedad pulmonar
Deficientes recursos econdémicos obstructiva cronica

(para las medicaciones subsecuentes

al transplante)

Incompatibilidad de las moléculas de HLA
clase [ y Il

Incompatibilidad del sistema ABO
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Los pacientes con patologias malignas aisladas que llevan al menos dos afios libres de
la enfermedad pueden ser considerados candidatos al transplante. Sin embargo, las patologias
malignas sintomaticas o metastasicas constituyen una contraindicaciéon absoluta. Tanto la
patologia coronaria como la arterioesclerosis se agravan por el transplante renal, y constituyen
una de las principales causas de muerte en la supervivencia a largo plazo de los transplantados
renales. Otras patologias renales, como el sindrome hemolitico-urémico, la enfermedad
glomerular de la membrana basal y el lupus eritematoso, no son contraindicaciones absolutas,
pero se debera posponer el transplante hasta que la enfermedad esté inactiva.

Los pacientes con hepatitis B tienen una mayor incidencia de hepatopatias progresivas
tras el transplante renal. La infeccién activa es una contraindicacion absoluta debido a los
efectos adversos de la terapia inmunosupresora. Los pacientes seropositivos para el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) o con SIDA no suelen considerarse candidatos al
transplante debido a su elevada tasa de mortalidad.

El abuso de sustancias activas constituye una contraindicacion absoluta. Para que estos
pacientes sean considerados como posibles receptores deben tener por lo menos seis meses
“ 15
libres de abuso de drogas.

La edad es una contraindicacion relativa, se recomienda que nifios menores de dos
afios sean mantenidos con dialisis y se espere para ser transplantados. Los transplantes en
pacientes mayores de 70 afios han tenido buenos resultados, aunque es mayor la mortalidad
debida a la enfermedad cardiovascular; en algunos es preferible el mantenimiento con
didlisis."

CONTRAINDICACIONES EN EL DONADOR VIVO

Las contraindicaciones para la donacion renal por un donante vivo se muestran en el
cuadro 3.3.”

La edad del potencial donador, no constituye una contraindicacion formal. La
integridad y salud psiquica del donador, asi como su motivacion para la donacion, tienen la
limitante de poderse valorar en forma subjetiva. No se recomienda como necesaria y rutinaria
una valoraciéon psiquidtrica, pero repetidas entrevistas e informales conversaciones con el
donador, buscando la sincera comunicacion de sus dudas e inquietudes, son convenientes.
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Los potenciales donadores de pacientes diabéticos requieren la prueba de tolerancia a

la glucosa, previo tratamiento con esteroides.” Cualquier donador que esté en peligro

i . .y . . . . . i " # 15
importante de presentar hipertension o insuficiencia renal impedira la donacién de su rifion.

La donacion ofrecida por un sujeto no relacionado es universalmente rechazada. Los

argumentos que justifican este rechazo son principalmente dos: a) la diferencia antigénica es

comparable a la ofrecida por un injerto cadavérico, lo que hace inaceptable la nefrectomia de

un sujeto vivo, que no ofrece mejores posibilidades de éxito que un cadaver; b) la potencial

aparicion de donadores mercenarios, que con propdsitos de lucro distorsionen los objetivos de

iz & 29 a " P 2 2 8
la donacion altruista.” A causa de situaciones éticas, los conyuges representan la tinica fuente

. 15
aceptada de donadores vivos no emparentados.

Cuadro 3.3. Contraindicaciones para la donacion renal

I. Absolutas:
1. Enfermedad renal bilateral
2. Arterias renales multiples, pequefias y bilaterales
3. Arteriosclerosis cerebral o coronaria
4. Nefroliatiasis o condiciones que la predispogan
5. Infeccion renal (hasta resolverse)
6. Obesidad severa (hasta reduccion de peso)
7. Hipertension arterial
(para donadores menores de 40 afios)
Il Relativas:
1. Obesidad discreta
2. Hipertension arterial moderada
(en donadores mayores de 40 afios)
3. Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
moderada
4. Diabetes mellitus
5. Edades extremas (menores de 18 afios o mayores
de 65 afios)
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CONTRAINDICACIONES PARA LA
DONACION CADAVERICA

Los rifiones de donadores cadavéricos cuyo rango de edad va de 5 a 50 afios” pueden
ser aceptables si manifiestan funcion normal sin antecedentes de hipertension tratada o
lesiones metastasicas (salvo tumores localizados en el sistema nervioso central). Se elimina
cualquier donador potencial que experimente sepsis incontrolada, en especial si los
hemocultivos son positivos para Candida o Pseudomonas. Si los hemocultivos recientes son
negativos, podran utilizarse los rifiones dentro de limites de seguridad. Si el cultivo del medio
de transporte se vuelve positivo, el receptor debe tratarse con antibiéticos.”

Las contraindicaciones para la donacién cadavérica se resumen en el cuadro 3.4.%

Cuadro 3.4. Contraindicaciones para la donacion cadavérica

Proceso maligno extracerebral

Infeccion sistémica

Infeccion renal cronica (pielonefritis)
Hipertension arterial sistémica

Diabetes mellitus u otra enfermedad sistémica
con dafio renal

Aterosclerosis generalizada severa.

Vianello y col. demostraron que rifiones de donadones cadavéricos que tenian de 12 a
25 afios de edad, dieron el mejor resultado funcional, mientras que los rifiones provenientes de
donadores cadavéricos que tenian arriba de 50 afios estaban asociados con baja funcionalidad
del rifién, entonces sugirieron que éstos rifiones pueden usarse, transplantandolos en los
pacientes con una expectativa de vida de 10 a 15 afios.”

Los rifiones cadavéricos de donadores jovenes no han sido totalmente aceptados para
el transplante, debido a los cambios histologicos relacionados con la edad en estos rifiones, lo
que incrementa las complicaciones técnicas, los efectos adversos de la ciclosporina, una

funcion inadecuada, y un corto periodo de supervivencia del injerto.”
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EVALUACION Y CUIDADOS DEL RECEPTOR

La evaluacion inicial debe descubrir los problemas especiales que puedan necesitar de
estudios adicionales y de intervencion quirtrgica antes del transplante. Los candidatos
potenciales al transplante se investigan de manera sistematica por medio de un criterio
multidisciplinario coordinado por el cirujano de transplante (cuadro 3.5).” Algunos candidatos
se eliminan como consecuencia de los resultados de la historia clinica y la exploracién fisica.
Los pacientes que llegan para retransplante requieren investigacion directa para saber si el
injerto anterior se perdio por causas médicas o por no cumplir las indicaciones médicas. Los
pacientes con infeccion activa no deben someterse al transplante hasta que se haya eliminado
ésta, con objeto de disminuir la probabilidad de sepsis postoperatoria.

Para seleccionar a los pacientes para un transplante renal se deben tener en cuenta

tanto el posible receptor como el posible donador.”

VALORACION PSICOSOCIAL

Los factores econdémicos, sociales, culturales y psicologicos son tomados en
consideracion. En la etapa previa al transplante se debe realizar una valoracion psicosocial del
receptor y sus familiares, con el objeto de identificar todo tipo de problemas emocionales. Se
debe hacer un estudio socieconémico del paciente para apoyar los gastos de la técnica y de los
medicamentos por largo tiempo. La orientacion o educacion del enfermo son indispensables,
para que siga correctamente las indicaciones médicas y disminuya el riesgo de rechazo al
injerto.’

La evaluacién psicolégica ofrece la posibilidad de conocer el tipo de respuesta que
presenta el paciente a estos estados y su posible comportamiento ulterior. En la mayoria de los
casos esta evaluacion psicosocial se efectia una vez que el paciente se ha sometido ya al
tratamiento médico y a la didlisis repetidas, encontrandose en mejores condiciones generales,
de tal forma que el estudio de estos factores permita en algunos casos prevenir las respuestas
psiquicas patolégicas.” Por ultimo, el paciente se traslada a la unidad de transplante y se

presenta al personal para que tenga familiaridad con él.’

45



Inmunogenética, evaluacion y manejo previo al transplante renal

Cuadro 3.5. Lista de estudios para receptores de trasplante renal

1 General:

Historia clinica y examen fisico
Radiografia de torax
Electrocardiograma

II. Hematologia:

Citologia hematica

Cuenta plaquetaria

Pruebas de coagulacion (TP y TPT)

I Inmunologia:

Electroforesis de proteinas

Células L.E

Anticuerpos antinucleares

Complemento

Factor reumatoide

Anticuerpos anti-membrana basal glomerula
Antigeno Australia

IV. Renal:

Tomografia

Depuracion de creatinina
Electrolitos séricos
Electrolitos urinarios
Examen general de orina
Biopsia renal

V. Evaluacion urologica:
Cistografia

Pielografia retrog
Cistometria
Estimulacion vesical

VI Gastroenterologia:

Serie gastroduodenal

Colon por enema baritado

Pruebas de funcionamiento hepatico

*En algunos centros (véase pruebas de histocompatibilidad)

VII. Infectologia:
PP.D.
Urocultivos
Hemocultivos
Exudado y cultivo faringeos
Coprocultivo

VIII. Estudios de tipificacion:

Grupo sanguineo ABO

HLA

Pruebas cruzadas (anticuerpos
citotoxicos)

Cultivo mixto de linfocitos*

IX. Signos de hiperparatiroidismo:
Radiografias de huesos
Calcio, fosforo, magnesio,
fosfatasa alcalina

X. Estudios de hipertension:
Radiografia de torax (cardiomegalia)
ECG
Examen oftalmologico
T. A. seriada

XI Neumologia:

Pruebas de funcion respiratoria

XII Interconsultas:

Cardiologia
Otorrinolaringologia
Dental

Psiquiatria
Anestesia

Medicina social
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Cuadro 3.5. Lista de estudios para receptores de trasplante renal

1. General:

Historia clinica y examen fisico
Radiografia de torax
Electrocardiograma

1I. Hematologia:

Citologia hematica

Cuenta plaquetaria

Pruebas de coagulacion (TP y TPT)

1. Inmunologia:

Electroforesis de proteinas

Células L.E

Anticuerpos antinucleares

Complemento

Factor reumatoide

Anticuerpos anti-membrana basal glomerula
Antigeno Australia

V. Renal:

Tomografia

Depuracién de creatinina
Electrolitos séricos
Electrolitos urinarios
Examen general de orina
Biopsia renal

V. Evaluacion urologica:
Cistografia

Pielografia retrog
Cistometria
Estimulacion vesical

VI Gastroenterologia:

Serie gastroduodenal

Colon por enema baritado

Pruebas de funcionamiento hepatico

*En algunos centros (véase pruebas de histocompatibilidad)

VIL Infectologia:
PPD.
Urocultivos
Hemocultivos
Exudado y cultivo faringeos
Coprocultivo

VIII. Estudios de tipificacion:
Grupo sanguineo ABO
HLA
Pruebas cruzadas (anticuerpos
citotoxicos)
Cultivo mixto de linfocitos*

IX. Signos de hiperparatiroidismo:
Radiografias de huesos
Calcio, fosforo, magnesio,
fosfatasa alcalina

X. Estudios de hipertension.
Radiografia de torax (cardiomegalia)
ECG
Examen oftalmologico
T. A. seriada

XI. Neumologia:
Pruebas de funcion respiratoria

XII. Interconsultas:
Cardiologia
Otorrinolaringologia
Dental
Psiquiatria
Anestesia
Medicina social
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HEMODIALISIS

Todo paciente con insuficiencia renal terminal debe ser dializado antes de someterse a
cualquier intervencién quirugica. La hemodialisis elimina los productos toxicos de pequefio
peso molecular de la sangre, restablece el balance acidobasico y la homeostasis
hidroelectroliti(;a; asimismo, permite mantener al paciente en buenas condiciones mientras es
transplantado y terminan sus estudios clinicos, de laboratorio y de gabinete. Ademas lo
prepara para otras intervenciones quirigicas necesarias y ofrece la posibilidad de tratamiento
en caso de falla temporal o permanente del transplante.

En general, no existe un criterio uniforme en cuanto al tiempo de hemodialisis ideal al
que debe someterse un candidato a transplante renal. Los pacientes en lista de espera para
transplante de donador cadavérico pueden permanecer en programas de hemodidlisis por

varias semanas 0 meses.

DIETA

Los pacientes sometidos a un programa de hemodialisis deben llevar a cabo un
balance nutricional especial, ya que la ingesta libre de sodio y proteinas se asocia con una
mayor retencion de liquidos y a la elevacion de los niveles de urea sérica entre cada dialisis,
por lo que se aconseja mantener la ingesta proteica entre 1-1.5 g/kg/dia; el sodio de 30 mg/kg
y el potasio a 40 mg/kg/dia, con los ajustes necesarios basados en los requerimientos

metabolicos individuales.

FACTORES DE RIESGO

En el proceso de seleccion del receptor, se toman en cuenta los pacientes considerados
de bajo riesgo. Se consideran pacientes de bajo riesgo a aquéllos cuya edad va de 17 a 44
afios, con enfermedad renal primaria sin complicaciones, sin enfermedades intercurrentes o
padecimientos sistémicos de cualquier tipo, con tracto urinario bajo normal, que no han
presentado sangrado del tracto gastrointestinal y que se encuentran libres de infecciones o

padecimientos neoplasicos.

Los factores considerados de alto riesgo incluyen: a) nifios menores de 16 afios;

b) adultos mayores de 45 afos; ¢) diabetes mellitus; d) anormalidades en el tracto urinario; e)
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antecedentes de sangrado por ulcera péptica; f) transtornos psiquidtricos severos; g)
enfermedad coronaria o del miocardio; h) lupus eritematoso; i) poliarteritis nodosa; j)
cistinosis; k) tuberculosis inactiva; o 1) enfermedad hipertensiva mal controlada. Los pacientes
mayores de 45 afios que reciben el transplante de donador cadavérico constituyen el grupo de
mayor riesgo, observandose una elevacion en los porcentajes de mortalidad por sepsis, como
consecuencia de las altas dosis de esteroides que reciben cuando se presentan episodios de

29
rechazo.

Algunos cultivos contaminados de perfusatos son debidos a contaminacién exdgena,
lo cual es una evidencia del riesgo del transplante por una contaminacioén bacteriana del rifion.
Un injerto infectado transplantado puede tener serias complicaciones en la inmunosupresion
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del receptor.

RIESGO QUIRURGICO DEL RECEPTOR

El riesgo quirurgico del receptor estd determinado por factores como la edad, la
presencia de una patologia organica, y factores derivados de la respuesta a la dialisis para
corregir las alteraciones metabdlicas secundarias a la uremia. Las alteraciones derivadas del
estado urémico, son las responsables de los potenciales problemas operatorios y anestésicos.

Los factores determinantes del riesgo quirurgico del receptor se enumeran en el

cuadro 3.6.%

REQUISITOS DEL RECEPTOR PARA INGRESAR AL PROGRAMA NACIONAL DE
TRANSPLANTES, ELABORACION DE LA LISTA DE ESPERA Y SELECCION DE
PACIENTES PARA RECIBIR UN ORGANO

Todos los pacientes de cualquier institucién pueden ingresar al Programa Nacional de
Transplantes; sin embargo, el paciente debe ser referido por el médico responsable del
programa de dicha institucion. En ese momento se le asigna al paciente un lugar en la lista de
espera y, a partir de entonces, deberd proporcionar mensualmente una muestra de sangre, la
cual se utilizard para realizar en la primera ocasion la tipificacion de las moléculas de HLA vy,
mas tarde, las pruebas cruzadas en el momento que exista donador disponible.

Esta informacion es procesada y archivada en computadora, y de esta manera se

integra el expediente de cada paciente.
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Cuadro 3.6. Factores que determinan el riesgo quirurgico del receptor

GENERALES

Edad

Presencia de alguna patologia organica
(cardiovascular, pulmonar, cerebral y/o digestiva)

DERIVADOS DEL ESTADO UREMICO
Electrolitos séricos:

Hiponatremia. Intoxicacion acuosa
Hipernatremia. Deplecion de agua
Hipercaliemia

Estado de hidratacion:

Sobrecarga de volumen

Insuficiencia cardiaca. Edema pulmonar
Deplecion de volumen. Hipoperfusion periférica

Equilibrio acidobasico:
Acidosis metabolica

Estado cardiovascular:

Hipertension arterial

Pericarditis

Insuficiencia cardiaca. Cardiomiopatia urémica
Enfermedad coronaria. Cardiopatia isquémica
Aterosclerosis obliterante sistémica

Hematologicos:
Alteraciones de la coagulacion
Anemia

Inmunologicos:
Inmunosupresion urémica. Infeccién quirirgica

Cicatrizacion tardia:

Desnutricion
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Cuando existe un donador disponible, se realizan los estudios de histocompatibilidad
(HLA del donador y pruebas cruzadas) utilizando sangre o ganglios linfaticos de éste y la
sangre de los pacientes receptores que han entregado sus muestras y que son compatibles en

grupo sanguineo ABO.

La seleccion de los receptores, se lleva a cabo en base a los siguientes criterios:

1.-Fecha de ingreso y nimero en la lista de espera
2.-Porcentaje de sensibilizacion

3.-Numero de muestra recibidas

4.-Grado de compatibilidad de HLA.

Con lo anterior, se realiza una lista progresiva de posibles receptores, los cuales son
localizados a través de su médico y, de no existir ninguna contraindicacion, se les asigna el

. . 19
Organo a estos pacientes.

EVALUACION Y CUIDADOS DEL DONADOR

TIPOS DE DONADORES
El rifidon a ser transplantado puede derivar de un donador vivo relacionado, de un

donador cadavérico o de un donador vivo no relacionado pero ligado emocionalmente al

receptor ( por ejemplo, su cfm),fuge).l

El empleo de donadores vivos en transplantes renales se justifica en tres aspectos:
1) la mejoria en la supervivencia del injerto; 2) la capacidad de hacer el transplante en forma
expedita en el momento 6ptimo, lo cual facilita el manejo del receptor cuando se requiere la
intervencion quirurgica; y 3) la dificultad de obtener 6rganos de cadaver para satisfacer la

demanda cada vez mayor de 6rganos.

DONADOR VIVO

Las ventajas de los donadores vivos relacionados (LRD) son las siguientes:
1) disminuye el tiempo que el receptor debe esperar el 6rgano; 2) permite un procedimiento
qururgico planeado; 3) facilitan el transplante, es decir, la restitucion renal primaria sin
necesidad de dialisis; 4) disminuye el riesgo de necrosis tubular aguda a causa del tiempo de
isquemia fria acortado; 5) incrementa el potencial de compatibilidad HLA; y 6) brinda

oportunidad para iniciar y volver éptima la terapéutica inmunosupresora antes de la operacion,
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con lo que se reduce el riesgo de crisis de rechazo agudo temprano. Sin embargo, la
nefrectomia de donador vivo somete al voluntario sano a una operacion mortal en potencia sin
beneficios fisicos para el propio donador. Por lo tanto, es responsabilidad del cirujano
garantizar que: a) sean aceptablemente bajos los riesgos fisicos del procedimiento; y b) el
donador haya otorgado consentimiento informado por su propia voluntad."”

Cuando se usa el rifion de un donador vivo relacionado se consideran la funcionalidad
de su rifién y su estado general de salud. Se hace la comparacion de las moléculas del HLA
entre el donador vivo relacionado y su receptor, los cuales pueden compartir dos haplotipos,
solo uno (lo que sucede con mas frecuencia, por ejemplo entre padres e hijos) o ninguno.
Deben compartir el mismo grupo sanguineo ABO, aunque se puede transplantar un rifion de
un donador O a un receptor A, B o AB. También se realiza una arteriografia renal selectiva
para descartar la presencia de arterias renales miltiples o anormales en el posible donador.” El
cuadro 3.7% sefiala los estudios bésicos que deben realizarse en el donador, lo cual debers
comprobarse en el preoperatorio inmediato.”

Cuadro 3.7. Seleccion del donador vivo relacionado

e Historia clinica y exploracion fisica completa

e Examen general de orina y urocultivos

e Biometria hematica completa

¢ Glucosa en ayunas y glucosa 1 hora postcarga

« Nitrogeno uréico, acido urico, Na, K, CI, CO;

» Pruebas de coagulacion: TPy TTP

e Filtracion glomerular por depuracion de creatinina
¢ V.D.R.L.y antigeno B de la hepatitis

e Telerradiografia posteroanterior y lateral de torax
e Electrocardiografia

e Urografia excretora y arteriografia renal

e Estudios de compatibilidad: ABO, HLA, MCL**
e Curva de tolerancia a la glucosa*

e Busqueda de bacilos 4cido-alcohol-resistentes en orina*
e Anticuerpos antinucleares y células L.E.*

*En casos indicados
** En algunos centros (véase pruebas de histocompatibilidad)
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Cuando no se dispone de un donador histocompatible, se selecciona alguno con la
menor disparidad en el locus HLA-DR, debido a que es el locus mas importate en la
regulacion del rechazo de injertos.’ Los pacientes que comparten escasas moléculas de HLA
empiezan bien el primer afio o el segundo, pierden el 70% de los injertos hacia el final de la
primera década. Otros estudios demuestra que la compatibilidad HLA-DR por si sola es la
influencia mas potente, seguida por el HLA-B y en menor grado por el HLA-A.

Kissmeyer-Nielsen ha reportado un incremento del haplotipo A1, B8, en receptores
que han perdido el injerto. Dyer y col. han realizado una observacion similar en los receptores
con haplotipo extendido Al, B8, DR3. De este estudio, se ha concluido que los receptores
transplantados con el mejor prondstico de supervivencia del injerto poseen el antigeno
Aw19.”

En otro estudio realizado por Alamartine y col. se concluye que la compatibilidad de
las moléculas del HLA es indispensable para el éxito del transplante renal; y que el HLA-DR
se asocia con una mejor o peor supervivencia del injerto, en donde, el HLA-DR6 y el DR10
ejercen un pobre éxito postrasplante. En este estudio se confirma el efecto favorable de la
presencia de HLA-Aw19 y de HLA-B21."

DONADOR CADAVERICO

En el 75% de los pacientes con insuficiencia renal terminal es imposible contar con un
donador vivo adecuado, y en estos casos se recurre a un rifion cadaverico.’ Aunque la tasa de
buenos resultados a largo plazo del transplante de rifion de cadaver es menor a la lograda con
el transplante renal de un pariente vivo, los datos actuales indican que el 50% de los
aloinjertos estd funcionando atin a los 10 afios. La mayoria de los pacientes con enfermedad
renal de etapa terminal, pero sin otras complicaciones que ponen en peligro su vida, deben
considerarse candidatos para el transplante renal de caddver si no se cuenta con un donador

- . 15
vivo relacionado.

Pirsch y col. demostraron que la edad del donador cadavérico no es predictiva de un
largo plazo de supervivencia del injerto, asi como tampoco la diferencia de edad entre el
donador y el receptor. En cambio, el grado de diferencia del HLA-DR entre el donador y el

Py . . i4
receptor si es un factor predictivo del curso del injerto.
En el cuadro 3.8” se resumen los criterios para la seleccion del donador cadavérico de
rifion.
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Cuadro 3.8. Criterios para la seleccion de donador cadavérico

-Edad: de recién nacidos hasta los 65 anos de edad

-Diagnostico etiologico de la enfermedad que causé la muerte cerebral.

-Estabilidad hemodinamica y diuresis adecuada (mas de 1 ml/kg/hr).

-Exdmenes de laboratorio con valores normales: BH, QS, PFH, EGO, ES (Na, K, CI, Mg,
P), TP, TTP, CPK-MB, amilasa y gasometria arterial.

-HIV, AgSHB, AcVHC, CMV, VDRL negativos.

-Determinacion de grupo sanguineo

-Examenes de gabinete normales (rayos X de torax. ECG).

La muerte cerebral se establece por criterios clinicos estandar y la confirman dos
médicos calificados que no sean miembros del grupo de transplantélogos.”

Establecido el diagndstico de muerte cerebral, firmado el certificado de defuncion y
obtenido el permiso familiar, el donador debera ser atendido clinicamente. El cuadro 3.9

sefiala los principales cuidados.

Cuadro 3.9. Cuidados del donador cadavérico

L. Cuidados ventilatorios:

Intubacion endotraqueal

Ventilacion con presion positiva intermitente

Evitar hipocapnea extrema y presiones elevadas en vias aéreas

II. Condicion hemodinamica y volumen urinario:
Medir la presion venosa central

Mantener una tension arterial adecuada

Evitar la disminucion del volumen sanguineo circulante
Mantener un adecuado funcionamiento cardiaco
Mantener una adecuada perfusion renal

Hay posibilidad de que se transmita infeccion por citomegalovirus (CMV) del donador
al receptor si el primero era positivo serologicamente. En estos casos todos los receptores
deben de recibir ganciclovir durante dos semanas, y a continuacion aciclovir durante tres

meses como profilaxis.”

Se recomienda que se efectiie biopsia renal si el rifion se obtiene de un donador

anciano o que tiene antecedentes de hipertension y/o diabetes, sobre todo si la concentracion
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de creatinina se ha incrementado por arriba de 2 mg/dl antes de la procuracién del 6rgano.” El
paciente con muerte cerebral desarrolla diabetes insipida en un 38 a 87% de los casos como
resultado del trauma o isquemia global del cerebro, por lo que hay que tener en cuenta esta
eventualidad y tratar de corregirla ya sea con reposicion de soluciones o con la administracion
de vasopresina y asi evitar el deterioro del potencial donador.”

MUERTE CEREBRAL

Los criterios actuales de muerte desde el punto de vista médico, legal, ético y
religioso, en donde el paciente en estado de coma causado por: traumatismo craneoencefalico,
enfermedad vascular cerebral, neoplasias primarias del SNC, dafio cerebral permanente
secundario a hipoxia, hipoglucemia u otras eventualidades que produzcan un dafio cerebral
irreversible, y que mantenga actividad cardiaca, estabilidad hemodindmica y funcién
pulmonar satisfactoria (artificial), el enfermo ha fallecido.

La deteccion oportuna de estos pacientes es muy importante para prevenir y tratar
adecuadamente la inestabilidad hemodinamica con el objeto de obtener injertos de la mejor
calidad posible, va que de ello dependera en gran medida el éxito del transplante.

De acuerdo a los articulos 317 y 318 de la Ley General de Salud se certificara a la
pérdida de la vida en estos enfermos cuando persistan por un periodo minimo de 6 horas los
siguientes datos, los cuales deberan ser avalados por dos médicos independientes al grupo de

transplantes (uno de ellos neurélogo o neurocirujano):

-Ausencia total y permanente de la conciencia.

-Ausencia de la respiracion espontéanea (necesidad de ventilador mecanico).

-Ausencia de percepcion y respuesta a cualquier estimulo externo.

-Ausencia de reflejos de nervios craneales y osteotendinosos.

-Electroencefalograma isoeléctrico que no se modifique con algun estimulo.

-Descartar que no existan antecedentes recientes de: hipotermia severa, enfermedad
metabolica, ingesta o administracién de bromuros, barbituricos, alcohol u otros depresores del

SNC, ya que estas sustancias por su efecto depresor neuronal pueden simular muerte

cerebral.
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REQUISITOS LEGALES PARA LA DONACION DE UN RINON CADAVERICO
l.-Tener el certificado de defuncién en documentos oficiales, firmado por un neurdlogo,
estableciendo la fecha y hora de muerte.

2.-Registro de la muerte cerebral en el expediente clinico, firmado por el neur6logo.
3.-Considerar al paciente como cadaver para realizar todos los tramites y notas posteriores, asi
como cuando se realice la solicitud de la donacién de érganos.

4.- Obtener el consentimiento de la donacion por los familiares. Este punto es probablemente
el mas dificil y delicado. La peticién del 6rganos a los familiares debe ser realizada por un
equipo completo integrado por los médicos tratantes, trabajadores sociales, enfermeras, etc.
5.-Autorizacion del ministerio publico para la obtencion de 6rganos en aquellos casos en que
exista un proceso médico-legal por causa de muerte violenta. Para ello se debera presetar la
documentacion oficial, debidamente firmada (certificado de muerte cerebral, aceptacion de la
donacién por los familiares, solicitud para la disposicion de érganos y tejidos de cadavéres a
los que se ordena la necropsia y un resumen clinico). Se tomara declaraciéon al médico
responsable de la toma de 6rganos (autorizado por el Registro Nacional de Transplantes) antes
y después de la misma, asi como a los familiares que autorizaron la donacién. Una vez
obtenida la autorizacion del ministerio ptblico por escrito, se procedera a la toma de 6rganos.
Cuando el caso no es médico-legal, después de la autorizacion por escrito de los familiares se
podra realizar la procuracion de drganos.

La obtencion de érganos de cadaver para transplante es muy reducida en México, las
principales razones son: negativa para la donacion, fallas en la logistica institucional para su
deteccion, tratamiento oportuno de los posibles candidatos y, condiciones socio-culturales de

la poblacion.”

REGLAMENTO PARA LA PRACTICA DEL TRANSPLANTE

La practica de transplantes se encuentra regulada por un marco juridico constituido
por: 1.-La Ley General de Salud, 2.-El Reglamento en Materia de Control Sanitario de la
Disposicion de Organos, Tejidos y Cadavéres de Seres Humanos y 3.-La Norma Técnica No.
323 para la Disposicion de Organos y Tejidos de Seres Humanos con fines terapéuticos.

La Ley de Salud vigente desde 1984 (antes antiguo Codigo Sanitario) destina el titulo
décimo cuarto al Control Sanitario de la disposicion de 6rganos, tejidos y cadaveres de seres

humanos.
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La Secretaria de Salud efectia el control sanitario de la disposicion de 6rganos y
tejidos, y para estos efectos cuenta con los Registros Nacionales de Transplantes y de
Transfusiones.

El articulo 325, permite en condiciones controladas la toma de érganos y tejidos, asi
como su transplante en hospitales y por personal autorizado por la Secretaria de Salud.

Este reglamento conforma el marco juridico, mismo que en su totalidad es de
observancia obligatoria en todo el territorio nacional en las instituciones de salud publica,
privada y social."”

Una fuente importante de oOrganos para transplante estd en el donador neonato
anencéfalo, ya que cumple con los requisitos legales, y es multidonador."

MANEJO PREOPERATORIO DEL RECEPTOR

Es importante que el paciente con insuficiencia renal terminal no se deteriore en sus
condiciones generales y debera continuar el tratamieto de dialisis después de efectuada la
evaluacion clinica completa antes del desarrollo de complicaciones urémicas. Generalmente,
se considera como indicacion de dialisis cuando el nivel sérico de creatinina es superior a los
10 mg %, o una depuracion de creatinina menor de 3 ml/min, aunque existen excepciones a
esta regla. 5

El manejo médico preoperatorio inmediato del receptor se realiza segun las
necesidades especificas de cada paciente. El cuadro 3.10” contiene un protocolo de
indicaciones médicas preoperatorias que sirve como una guia general. Generalmente se realiza
hemodialisis dentro de 24 horas previas al tiempo quirdrgico, durante ésta se corrigen los
problemas de volumen, sodio o potasio. El paciente debe quedar en ayunas 12 horas antes de
la cirugia y bafarse con jabon antiséptico horas previas. La preparacion del area quirtrgica se
pospone hasta 2-3 horas antes del tiempo quirtrgico, para prevenir colonizacion bacteriana en
las frecuentes laceraciones producidas por la navaja de rasurar. El drea quirirgica esta

comprendida entre los pezones y el tercio medio de los muslos.

Deben tomarse precauciones antes de administrar medicamentos inmunosupresores
(véase tratamiento inmunosupresor), u otro tipo de farmacos tales como antihipertensivos,

antianginosos, antiacidos, etc.
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3.10. Protocolo de indicaciones médicas en el receptor

1 Hemodidlisis:
(a realizarse dentro de las 24 horas
que preceden a la realizacion del injerto,
incluyendo pacientes en dialisis peritoneal cronica):
Ultrafiltracion de acuerdo a parametros clinicos
(en base al "peso seco" del paciente)
Concentracion de potasio en el liquido de dialisis
Asegurar el acceso vascular funcionante
Asegurarse de que se haya retirado el catéter peritoneal
y que el area esté libre de infeccion
Transfundir el paquete globular a un hematocrito superior al 20%

1. Pruebas de laboratorio urgente:
Biometria hematica completa
Glucosa, urea, creatinina

Na, K, Cl, CO,

III. Telerradiografia de torax
IV. Electrocardiograma

V. Enfermeria:
No administrar nada por via oral
(dentro de las 12 horas que preceden al tiempo quirurgico)
Baiio (dentro de las 8 horas que preceden al tiempo
quirurgico, usar jabon antiséptico)
Preparar area quirugica
(rasurar de pezones a medio muslo, no antes de 3 horas
precediendo al tiempo quirtrgico)
Enema evacuante (12 horas antes)

VI Anestesia:
Valoracion anestésica

VII. Paramédico:
Obtener permiso de operacion.

VIl Inmunosupresion:
Iniciar o continuar protocolo de inmunosupresion.
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El paciente es hospitalizado seis horas antes si el rifion proviene de un cadaver y de 24
. 2 . 29 . . Vg . .
a 48 horas si el organo es de un donador vivo.” En pacientes sometidos a dialisis peritoneal se

drena el abdomen y se sella el catéter.

La profilaxia con antibidticos disminuye la infeccion por transplante. Antes de la
operacion se administran por via intravenosa 1 g de cefazolina y 80 mg de tobramicina, los
cuales se contintian en las primeras 48 horas postransplame.?

En los receptores se deben administrar la vacuna contra el neumococo, contra la
hepatitis B, contra la influenza y contra el CMV. Las vacunaciones se realizan durante el
periodo de hemodialisis o postransplante. Es recomendable vacunar a los pacientes en dialisis
por lo menos dos semanas antes de iniciarse la terapéutica inmunosupresora.

VALORACION PREOPERATORIA
En el preoperatorio inmediato antes de la realizacion de un injerto renal, sea de
donador vivo o cadavérico, el paciente debe contar con dos series de estudios:

1. Una extensa valoracion médica que incluya:
a.Las condiciones que pongan en riesgo la sobrevida del injerto.

b.Identificar alguna patologia en el receptor que requiera de tratamiento previo a la cirugia
(enfermedad ulcerosa péptica, obstruccion del cuello vesical, parasitosis intestinal) o
condiciones que sufririn una sustancial modificacion con la iniciaciéon de la terapia
imunosupresora  (hipertension  arterial, diabetes  mellitus, hiperuricemia, gota,

hiperlipoproteinemia).

2. Estudios de laboratorio y gabinete con el objeto de identificar y/o confirmar una
enfermedad de base no diagnosticada (pruebas de coagulacion, electrdlitos séricos, EGO,
biometria hematica completa, pruebas de funcion hepatica, lipidos sanguineos, placas de torax

y abdomen. electrocardiograma de esfuerzo).

Ambas series de estudios se engloban en un protocolo de estudio del receptor (cuadro
311)
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Cuadro 3.11. Protocolo de estudios en el receptor

I Estudios cardiopulmonares:
Telerradiografia posteroanterior y
lateral de torax

Electrocardiograma
Ecocardiograma*

Electrocardiograma de esfuerzo y
coronarioangiografia*
Pruebas de funcion pulmonar*

II. Estudios urologicos:
Cistouretrografia transmiccional
Cistoscopia*

111, Estudios metabdlicos:

Glucosa en ayunas, nitrogeno de urea,
acido urico

Colesterol, triglicéridos, lipidos totales
Calcio, fosforo, fosfatasa alcalina.

Serie radiologica O0sea

(craneo, manos, claviculas, lamina dura)
Radiografia de pelvis 6sea
(articulaciones coxofemorales)

Na, K, CI, CO,

1V. Estudios hepaticos:

Pruebas completas de funcion hepatica
Antigeno B de la hepatitis

Gamagrafia hepatica*

V. Estudios hematoldgicos:
Biometria hematica completa
Pruebas de coagulaciéon (TP y TTP)

VI Estudios renales:

Filtracion glomerular por depuracién

de creatinina endogena

Examen general de orina y urocultivo
Excrecion urinaria de proteinas en 24 horas
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Busqueda de bacilos 4cido-alcohol-resistente*

VII. Estudios digestivos:
Serie esofagogastroduodenal
Colon por enema
Colecistografia oral
Endoscopia gastroduodenal*
Rectosigmoidoscopia*

VIII. Estudios de enfermedades infecciosas:
Urocultivo y cultivo de exudado faringeo
Consulta otorrinolaringolégica y dental
Coproparasitoscopia y coprocultivos

PPD

Busqueda de amiba en fresco*

Cultivo de acceso vascular*

Cultivo de catéter y liquido peritoneal

IX. Estudios inmunologicos:

Antigeno B de la hepatitis

Anticuerpos antinucleares y células LE
Electroforesis de proteinas plasmaticas
Complemento hemolitico

Factor reumatoide*
Antiestreptolisinas*

X. Estudios de compatibilidad.
Grupo sanguineo ABO

Tipificacién del HLA

MCL (cultivo mixto de linfocitos)**
Pruebas cruzadas

XI. Estudios psiquidtricos:
Consulta y evaluacién psiquitrica*

*En casos indicados.
**En algunos centros (véase pruebas de histocompatibilidad)

TRANSFUSIONES SANGUINEAS
Los pacientes mantenidos en hemodidlisis crénica requieren ocasionalmente de

transfusiones dependiendo de los niveles de hemoglobina y hematécrito. Hasta hace pocos

afios, se consideraba perjudicial el uso de transfusiones en los pacientes candidatos a
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transplante renal por la posibilidad de sensibilizarlos a las moléculas de HLA. Actualmente,
en muchos centros, los candidatos a transplante se transfunden con el objeto de crear

tolerancia a las moléculas de HLA del donador.”

La administracion de transfusiones de sangre donador especificas, prolonga la
sobrevivencia de aloinjertos renales donde el HLA no es idéntico.”  Alexander y col.
concluyeron en sus experimentos que la administracion de transfusiones donador especificas
y de ciclosporina A por via intravenosa iniciada 24 horas antes del transplante, induce una
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respuesta inmune reducida contra el donador.

En el Instituto Nacional de la Nutricion “Dr. Salvador Zubiran™ existe una norma
inviolable de no realizar un transplante antes de no haber alcanzado un minimo de 5
transfusiones en el periodo preoperatorio. En rara ocasion ha sido necesario realizar sangrias
en el receptor con el propdsito de aceptar este numero de transfusiones sin elevar su
hematdcrito por arriba de 40%; esto atn utilizando bajos volumenes de sangre (150-200 cc) y

. . w
espaciando las transfusiones a una cada semana.’

Charpenter y col. demostraron que los pacientes con enfermedad renal terminal con
niveles altos de anticuerpos reactivos (PRA) anti-HLA representaban un grupo en el cual la
sensibilizacion inducida por embarazos, transplantes previos y transfusiones sanguineas,
retrasaba considerablemente la oportunidad de recibir un injerto.”

La administracion de inmunoglobulina intravenosa (IVIg) induce un decremento por
un largo plazo de aloanticuerpos HLA-especificos, y ademas ayuda al curso del transplante en
pacientes sensibilizados.”

Existen algunas estrategias para dismunuir la presensibilizacion de los pacientes. Una
de éstas es observar tempranamente a los pacientes candidatos a transplante, para que asi la
preparacion ocurra sin requerir de transfusiones. Otra, consiste en proporcionarles
Eritropoyetina recombinante, la desventaja de este tratamiento es el alto costo, lo que
dificulta ponerlo en practica en nuestro medio. Otros recursos que protegen al paciente de
sensibilizarse, es la administracion simultdnea de inmunosupresores, pero existen riesgos de
infeccion, asi como efectos colaterales.'

Se han encontrado recientemente varios casos de infeccion por el virus de la hepatitis
C, el cual se transmite a través de transfusiones sanguineas. Se ha estudiado que la prevalencia
de este virus en los drganos de la poblacion de donadores es un riesgo importante de
transmisién de hepatitis C a receptores potenciales.”
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MANEJO PREOPERATORIO DEL DONADOR
MANEJO PREOPERATORIO DEL DONADOR VIVO

Nefrectomia en el donador vivo
Se prefiere el rifion izquierdo para la donacién porque cuenta con una vena renal mas

larga y es mas facil el acceso hacia el origen de la arteria renal. Después de la anestesia por
inhalacion, el paciente se vuelve sobre su lado derecho y se fija con una combinacion de sacos
de arena y tela adhesiva. Se coloca una almohadilla entre las rodillas. Se hace una incision
oblicua en el flanco sobre la duodécima costilla desde el borde del musculo recto por delante
y la linea parasternal por detras. Se seccionan las capas musculares con electrocauterio para
permitir la entrada en el espacio retroperitoneal y el desarrollo del mismo. Se identifica la
punta de la duodécima costilla, y a partir de ese punto se libera a una distancia de 6 a 8§ cm
desde sus insercciones musculares. La reseccion de esta porcion de la costilla facilita la
exposicion del rifién al permitir que se coloque un separador automatico. Se abre la fascia de
Gerota y se examina el rifion. Si el 6rgano no se considera adecuado en ese momento, puede
interrumpirse el procedimiento y el riesgo para el donador sera minimo. Se identifica el uréter
cerca de la vena gonadal y se sigue a lo largo de los vasos iliacos, en cuyo nivel se secciona
con ligadura la parte distal del uréter. Se libera el uréter en sentido retrogrado hacia el polo
inferior del rifién. La diseccion prosigue hasta encontrar la vena gonadal. Se diseca la arteria
renal hasta su origen aértico. Se colocan pinzas vasculares y los vasos se seccionan. El rifién
se coloca en solucion tibia y luego enfriada de Collins antes de la inspeccion cuidadosa sobre
la mesa auxiliar y el transporte del 6rgano hacia la sala en que se encuentra el receptor para su
implantacion. A causa del periodo relativamente breve de isquemia fria, el contenido de la
solucion preservadora tiene menos importancia que cuando se usa un rifion cadaver. Los
mufiones de la arteria y la vena renal del donador se sobresuturan antes de la ligadura con
seda. Después de garantizar la hemostasia suficiente, la herida se cierra por capas con material
de sutura absorbible. Con excepcién de la sonda de Foley no se coloca otro tipo de dren.

Los cuidados postoperatorios se facilitan mediante analgesia epidural, narcéticos por
via intravenosa. Esto permite la limpieza pulmonar enérgica, con lo que se evitard que surjan
atelectasia importante y neumonia. Se conservard la excrecion urinaria a un nivel mayor de 1

ml/kg/hora con liquidos y diuréticos. La sonda de Foley se retira al siguiente dia, y el paciente
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se da de alta del hospital después que ha recuperado su funcionamiento intestinal entre el

. . 5
tercero o cuarto dias del postoperatorlo.'

Terapia profilactica
La profilaxis antimicrobiana preoperatoria en el donador al mismo tiempo de la
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nefrectomia, decrece la incidencia de infeccion en el medio de preservacion y en el receptor.

MANEJO PREOPERATORIO DEL DONADOR CADAVERICO

Mientras se realizan todos los estudios y tramites indispensables, los potenciales
donadores deben ser manejados de preferencia en el Servicio de Terapia Intensiva para un
mejor control hemodinamico, con el objeto de disminuir al maximo o evitar el dafio

isquémico de los orgédnos, para obtener injertos de la mejor calidad posible.

Terapia

Con el propésito de reducir la inmunogenicidad del injerto, destruyendo aquellas
células no parenquimatosas "en transito" por el injerto que son potenciales fuentes de
estimulacion antigénica, se utilizan drogas citotoxicas en el donador cadavérico. Se
administran dosis masivas de ciclofosfamida (3 g), metilprednisolona (5 g) o metotrexato (200
mg), de 4 a 12 horas previas a la nefrectomia del donador cadavérico.”

Técnica quirdargica

La cirugia se inicia mediante incision media toraco-abdominal con esternotomia media
(incisién que no deforma el cuerpo), se exploran y revisan los 6rganos a obtener."” Se realiza
la diseccion de la vena mesentérica inferior o una de las ramas terminales de la mesentérica
superior, la aorta abdominal a nivel de su bifurcaciéon, asi como la vena cava infra-renal
dejandolas referidas. A continuacion se liga y corta el ligamento gastrocélico hasta los vasos
gastricos cortos, al igual que los gastricos izquierdos para poder separar el estomago del
bloque hepato-pancreato-esplénico previa secciéon de la primera porcién del duodeno con
engrapadora automdtica (GIA-50). Posteriormente se identifican y disecan los vasos
mesentéricos superiores a nivel del borde inferior del pancreas, dejandolos referidos y se
realiza la seccién de la cuarta porcién del duodeno con la misma engrapadora automatica.
Para preservar los 6rganos hay que exsanguinarlos, perfundiendo con soluciones especiales, y
enfriarlos para lo cual se colocan canilas de perfusion en la vena mesentérica y en la aorta. En
la vena cava se coloca otra caniila como via de salida y asi evitar la congestién de los érganos.
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Se realiza heparinizacion sistémica (3 mg/kh, IV), ya que en este momento sdlo se colocan las
canulas pero no se inicia aun la perfusion. Después, inicia la perfusion "in situ" de los érganos
abdominales con 4 a 6 litros de solucion UW a 4 oC, que ha demostrado ser la mejor; su
desventaja es el costo y la dificultad para adquirirla por lo que algunos grupos inician

perfundiendo con solucion de Hartman.

Los 6rganos toracicos se extraen en bloque y se procede a obtener mediante diseccion
cortante, el bloque hepato-espleno-renal previa ligadura y seccién de los vasos mesentéricos
en el sitio en que habian quedado referidos, lo cual permite movilizar los intestinos fuera del
area quirurgica. Una vez extraido el bloque abdominal, se coloca en un recipiente con
solucion fria (estrictamente hipotermia de 4 ©C) y se separa inicialmente el bloque renal, en el
cual se hara diseccion independiente para cada rifion, cuidando de no lesionar estructuras
vasculares asi como el uretero. A continuacién se colocan los rifiones por separado en triple
bolsa de plastico estéril y se guardan en una hielera convencional para su transportacion. Por
tltimo se toman los ganglios linfaticos para los estudios de HLA y pruebas cruzadas

pretransplante. 4

PRESERVACION DEL RINON

Clasificacion y definiciones

Preservacion. Mantenimiento de un o6rgano en un estado in vivo o ex vivo en condiciones
Optimas a temperaturas bajas. Para los transplantes de rifion se utilizan dos formas de
preservacion: almacenamiento hipotérmico y perfusion hipotérmica pulsétil o no pulsatil.
Almaceamiento hipotérmico. Es una forma de preservacion, cuando un érgano se mantiene de
4 a7 oC después del lavado inicial, y sin perfundirlo antes de transplantarlo.

Perfusion hipotérmica pulsatil. Es una forma de preservacion en la que el érgano que se
perfunde con plasma de 4 a 7 °C, haciéndolo circular por medio de una bomba pulsatil, antes
del transplante.

Perfusion hipotérmica no pulsdtil. Es una forma de preservacion parecida a la anterior,
excepto que la bomba que se utiliza para la perfusion no es pulsatil.

Oxigenacion hiperbadrica. Es una forma de preservacion, en la que el oxigeno, a una presion
superior a la atmosférica, se utiliza en la perfusion.

Solucion para lavado. Es una solucién que se usa para el enjuague inicial, inmediatamente
después de la extraccion del 6rgano y antes de la preservacion o del transplante.
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Isquemia. Es la privacion del oxigeno y de la oxidasa, debida a la disminucion de la perfusion.
La hipoxia es el resultado del aporte inadecuado de oxigeno, pese a una adecuada perfusion.
La anoxia es la falta absoluta de oxigeno.

Tiempo de isquemia caliente. Es el tiempo transcurrido en un 6rgano sin perfusiéon o con
perfusion minima, a temperaturas normales, entre el momento de la escisién y el primer
lavado o enjuague frio.

Tiempo de isquemia frio. Es el tiempo transcurrido en un o6rgano desde el momento del
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enjuague en frio hasta que se le coloca en condiciones de preservacion.

Una vez que el rifion se ha extirpado, se procede a preservarlo. La preservacion
efectiva del rifién transplantado es esencial. La duracion de la perfusion (tiempo de isquemia
frio) debera ser menor de 48 horas.” Si los rifiones se conservardn por més de 48 horas, lo
ideal es preservarlos en una maquina preservadora de rifiones’. Esto permite disponer del
tiempo necesario para resolver diversos problemas de tipificacion, transporte, seleccion y
realizacion de pruebas cruzadas’. Siempre que el enfriamiento haya comenzado en los 30
minutos siguientes al cese del suministro sanguineo al riiidn (tiempo de isquemia tibia), éste
tendra una elevada posibilidad de funcionar adecuadamente en el receptor.”

Almacenamiento hipotérmico

El almacenamiento hipotérmico es el método mas sencillo de preservacion y el mas
economico. Sin embargo, su confiabilidad depende del tiempo de preservacion y del tipo de
soluciéon que se utilice. Cuando se usan soluciones de cristaloides intracelulares se logran
hasta 18 horas de preservacion. Generalmente, el almacenamiento hipotérmico resulta
efectivo durante 12 a 18 horas usando la solucion de Collins C-3.

Perfusion hipotérmica pulsatil
El almacenamiento del rifion por perfusion hipotérmica pulsatil con plasma
crioprecipitado (PPF) permite conservarlo durante 24 a 48 horas.

Composicion del perfusato
El cuadro 3.12% muestra la composicion de varios perfusatos utilizados para la

perfusion hipotérmica pulsatil.

Los primeros perfusatos que se utilizaron como el plasma sin tratamiento, sangre u

otras soluciones a base de sangre, no dieron buenos resultados en las perfusiones de 24 horas.
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Por el contrario, el plasma crioprecipitado dio resultados satisfactorios durante perfusiones de
hasta 72 horas. Entre otros perfusatos utilizados en la perfusion hipotérmica pulsatil se pueden
citar: la fraccion del plasma gelificada de o6xido de silicio, y una combinacién de PPF y

” . 29
albumina.

Cuadro 3.12. Composicion final de algunos perfusatos en la perfusion hipotérmica pulsatil

PLASMA CRIOPRECIPITADO ALBUMINA FRACCION PROTEINICA
(PPF) DEL PLASMA
Cantidad 1000 cc Albiimina 250 ml (62.5 g) Cantidad 500 ml
K’ 4.0 mEq CINa 680 ml (115 mEq) CINa 25 mEq
Na 137 mEq SO,Mg 50% 3.6 ml (14.4 mEq) CIK 4 mEq
CI 103 mEq CIK 2.7 ml (5.4 mEq) HCO;Na 6.9 mEq
SO,Mg 50% 8 mEq HCO;Na 15.7ml (13.8 mEq) SO;Mg 50% 4 mEq
Manitol Smg Dextrosa 141 ml (7.0 g) Dextrosa I mg
Insulina 80U Insulina I ml (100 U) Insulina 60 U
PenicilinaG 250, 000 U PenicilinaG 1 ml (250, 000 U) Penicilina 250,000 U
Tintura de Agua estéril 56.2 ml Tintura de
fenolsulfonftaleina 2ml Tintura de fenolsulfonftaleina 2 ml
fenolsulfonftaleina 2 ml

Los efectos crioprotectivos de la glicina son utiles en las soluciones de preservacion o
como un agente que suprime la lesion de la perfusion. Ademas, la glicina protege a los tubulos
renales de lesion hipdxica, y tiene la ventaja de ser citoprotectiva para las membranas
celulares.”

La activacion de la fosfolipasa A, y de la fosfolipasa C durante la preservacion y la
perfusion ha demostrado intervenir en la falla del injerto. Experimentos realizados por

Schilling y col. sugieren que en la perfusion pulsatil, la inhibicion de la sintesis de

tromboxano y de leucotrienos incrementa y mejora el tiempo de preservacion renal.”*
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Perfusion hipotérmica no pulsatil

Las técnicas de perfusion no pulsatiles son mejores que las pulsatiles, principalmente
cuando el tiempo de perfusion excede de las 24 horas; hay menos edema, menos presion y
mejores caracteristicas histologicas.

Oxigenacion hiperbarica con perfusion

La oxigenacion hiperbarica se ha utilizado con éxito en la preservacion experimental

de 6rganos enteros durante 24 a 47 horas.

Para la utilizacién de los métodos antes mencionados con objeto de almacenar el
rifion, deben tomarse en cuenta algunos factores, tales como el tiempo de isquemia reciente,
las caracteristicas hemodindmicas del donador, el tratamiento previo del donador para la
proteccion del dérgano, la duracién de la preservacion y el tipo de solucion utilizada. Si se
presenta isquemia temprana y las condiciones del donador no son buenas en el momento de la
recoleccion del injerto, se debe elegir cuidadosamente el método de preservacion que se
utilizara.”

Zong-Li y col. experimentaron diferentes métodos de conservacion del aloinjerto renal
y concluyeron que el proceso de preservacion hipotérmica profunda causa serios dafios en el
rifion; el simple lavado con un agente crioprotector tiene efectos nocivos sobre el mismo; el
congelamiento causa dafos en la estructura del glomérulo y de los tibulos renales; ademas. el
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descongelamiento puede destruir la estructura renal.

Soluciones de lavado
Las dos soluciones de lavado usadas mas comunmente en el mundo son la solucion de
Collins y la solucion basica citratada. Las principales caracteristicas de estas soluciones son

altas concentraciones de potasio, fosfato y manitol, mezcladas con soluciones bdasicas
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hiperténicas o isotonicas de citrato.

En el centro de transplantes de Essen (University Hospital, Alemania) se investigé la
eficacia de diversas soluciones en la preservacion de rifiones de cadaveres. Se compararon las
siguientes soluciones: Euro-Collins, usada extensamente en este centro entre 1988 y 1992; la
solucion HTK (histidina, triptéfano y cetoglutarato) utilizada para preservacion de higado y la
UW (University Winsconsin) para preservar pancreas e higado. Se demostré que la solucion

HTK y UW tuvieron el mejor resultado sobre la supervivencia del rifién a los tres afios
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postransplante, es decir que no fue necesaria la didlisis; 82% y 79% respectivamente. La
supervivencia con la solucion Euro-Collins fue de 68%. También se demostré que por debajo
de 24 horas del tiempo de isquemia fria, las soluciones HTK y UW controlaban los efectos
que tenian los diferentes tiempos de isquemia fria sobre la tasa de funcionalidad inicial del
rifion, lo que no sucedia con la solucion Euro-Collins." La solucion UW disminuye el edema
celular inducido por la hipotermia, la acidosis intracelular, el edema extracelular durante el
lavado y el dafio mediado por radicales libres.

Composicion de la solucion Collins:
Contiene potasio (110 mM), sodio (30 mM), sulfato ( 30 mM) fosfato de magnesio
(57.5 mM), y glucosa (140 mM). Esta solucion ha sido modificada en los diferentes centros

de transplante.

Farmacos utilizados

Se utilizan varios farmacos antes de hacer la toma del injerto, durante su recoleccion y
durante su almacenamiento hipotérmico o mediante perfusion, con objeto de proteger los
rifiones. Las drogas mas usadas son los esteroides y, entre ellos, la metilprednisolona que se
utiliza antes de la recoleccion y durante la preservacion para obtener una funcidon renal
maxima después del transplante. Los esteroides estabilizan los lisosomas de las células, y, en
consecuencia, la produccion de enzimas liticas son reducidas. Ademds los esteroides
disminuyen el edema y mejoran la funcién durante o después de la toma del injerto, todo esto
mejora la supervivencia del injerto. Durante la perfusion, los esteroides y la
metilprednisolona, son ftiles en el perfusato en una proporcion de 250 mg/I.

El manitol y la furosemida se usan durante la recoleccion, para mejorar la diuresis. El
alopurinol, que es un inhibidor de la xantina-oxidasa, se ha utilizado en la preservacion del
rifién con objeto de mejorar los resultados de la preservacion y del transplante.

El efecto de las drogas en los rifiones isquémicos aun no esta claro.

Consideraciones importantes

Para obtener mejores resultados, ademas de utilizar técnicas ideales de preservacion o
perfusion, se deben seguir ciertos criterios durante el curso de la preparacion del donador, la
recoleccion del injerto y la preservacion previa del transplante.
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Existe un promedio del 20 al 40% de insuficiencias renales postransplante, en los
rifiones perfundidos 24 horas para su preservacion y en los conservados de 12 a 14 horas de
almacenamiento hipotérmico. Cuando existe un tiempo de isquemia caliente, aumenta la
frecuencia de disfuncion renal postransplante de una manera proporcional al aumento de la
isquemia. Se deben evitar periodos largos de isquemia caliente y no sobrepasar los 10
minutos. Una vez que se ha extirpado el rifién, se lava con solucion de Ringer lactado, con
10,000 unidades de heparina por litro. En los casos de donacién cadavérica, inmediatamente
se coloca el rifion bajo perfusion hipotérmica pulsatil, o en soluciéon para almacenarlo bajo

hipotermia.

Si la presion arterial del donador y su estado general cardiovascular es bueno antes de
la toma del injerto, y su funcion renal es normal, entonces la respuesta del rifién transplantado
sera excelente. Si ocurre hipotension durante el periodo de recuperacion del donador
cadavérico se puede administrar dopamina.

Con el objeto de disminuir la tasa de insuficiencias renales postransplantes en los
rifones perfundidos, se han aumentado las concentraciones de proteinas en el perfusato. Otro
factor importante es el pH. Los rifiones que mantienen un pH neutro funcionan mejor en el
periodo postransplante que los rifiones con alcalosis o acidosis.”

TRANSOPERATORIO

En el quiréfano, ya bajo anestesia general, se coloca un catéter venoso central por
puncion percutanea, en la subclavia o la yugular, y se asegura su posicion adecuada por medio
de rayos X. Es indispensable monitorizar la presién venosa. Se coloca también una sonda de
Foley con técnicas asépticas y se realiza una irrigacion repetida con agua de irrigacion la cual
contiene kanamicina.. Finalmente se instilan 200 ml de la solucién de irrigacion que se dejan
permanentemente pinzando la sonda. Esta sonda se liberard al completar la implantacion
ureteral. El volumen y naturaleza de las soluciones transoperatorias dependen de diversas
observaciones.(Véase cuadro 3.13).”

TECNICA QUIRURGICA EN EL RECEPTOR
El rifion obtenido del donador vivo o cadavérico se lleva a la sala de operaciones en
donde se encuentra el receptor. Después de aplicar anestesia general o epidural, se coloca una
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de bacitracina/l g de kanamicina por litro), para facilitar la identificacion transoperatoria. Es
importante llenar la vejiga por gravedad, porque la aplicacion de presion puede desgarrar la
mucosa de alguna viscera. Se hace una incision de Gibson en los cuadrantes inferiores
derecho o izquierdo. La eleccion del sitio de implantacion se basa en el grado de enfermedad
vascular periférica. En general, se prefiere la fosa iliaca derecha.

Los tejidos se seccionan con electrocauterio y se desarrolla la cavidad retroperitoneal.
Los vasos epigastricos se seccionan entre ligaduras. Los tejidos linfaticos que se encuentran
sobre la arteria y la vena iliaca se seccionan entre ligaduras con el objeto de reducir el riesgo
de formacion postoperatoria de linfocele. El vaso preferido para la entrada de liquido es la
arteria iliaca interna, a menos que se encuentre muy aterosclerdtica y con pruebas de placa
densa. Se resuelven las complicaciones vasculares relacionadas con el aloinjerto (tanto
tempranas como tardias) mediante control de este vaso sin poner en peligro la circulacion de
sangre hacia la extremidad. Se moviliza la arteria y se secciona a nivel de su trifurcacion, lo
que permite el establecimiento de una anastomosis terminolateral con la arteria renal. En
ocasiones se pueden utilizar los vasos trifurcados en caso de arterias renales multiples
ampliamente espaciadas.

En los casos de enfermedad distal entre la arteria iliaca interna se puede efectuar una
anastomosis poco después del origen de esta arteria (“anastomosis inmediata™). Se recurre a la
arteria iliaca externa cuando no es adecuada la iliaca interna. El sitio anastomotico debe estar
tan libre de placa como sea posible, porque la endarterectomia entrafia el riesgo de que se
eleve un colgajo distal, que pondrian en peligro el flujo sanguineo hacia la extremidad
ipsolateral. Para volver minimo el riesgo del linfocele, se diseca s6lo un tramo de arteria para
liberarlo del tejido adherente. Se diseca la vena iliaca externa de manera semejante. La vena
hipogastrica puede seccionarse en pacientes cuya complexion corporal impide la movilizacion
adeacuada de la vena externa. La vena del transplante se anastomosa en forma terminolateral,

y después se hace la anastomosis arterial. (Fig. 3.14)"

Durante las anastomosis, el rifion se conserva frio mediante aplicacion externa de
solucion salina helada con objeto de prevenir su calentamiento, que incrementa el
metabolismo. Se administra una solucion de 50 g de albimina, 12.5 g de manitol y 100 mg de
furosemida antes de quitar las pinzas para promover la diuresis inmediata. Ademas se pueden
administrar 100 meq (dos ampolletas) de bicarbonato de sodio para corregir la carga acida

liberada por el 6érgano almacenado.
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Cuadro 3.13. Protocolo de indicaciones médicas transoperatorias en el receptor

Monitorizacion cardiovascular:

Colocacion de catéter venoso central (percutaneo; confirmar posicion por medio de
rayos X)

Colocacion de electrodos precordiales para el monitoreo electrocardiografico continuo

Colocacion de sonda de Foley:
[rrigar vejiga con 500 ml de agua de irrigacion conteniendo 1.0 g de kanamicina,
instilar 200 ml de la solucién de irrigacion y pinzar la sonda

Preparacion del area quirurgica:
Definir area, de pezones a medio muslo. Lavado mecanico continuo durante 10 min.
con isodine espumoso

Inmunosupresion:
El paciente debera recibir 1 g de metilprednisolona, por via intravenosa,
inmediatamente antes de liberar las pinzas vasculares de las anastomosis ya terminadas

Soluciones transoperatorias:
Parametros a considerar: (posterior a la liberacion de las pinzas vasculares)
Presion venosa central
Turgencia del injerto
Volumen urinario del injerto
Tolerancia hemodinamica (presion arterial, presion venosa central,
frecuencia cardiaca, adecuacion respiratoria)
Utilizar: Solucion salina 0.9 %
Sangre total

Diuréticos:
Furosemida. 40 mg por via intravenosa, después de liberar pinzas vasculares
Alternativamente: manitol, 12.5 g por via intravenosa

Liberar pinza de sonda vesical al completar la ureteroneocistostomia:
Iniciar monitoreo de volumen urinario

Profilaxis de antibioticos:
Iniciar cobertura profilactica con antibidticos de amplio espectro (ampicilina
1 g IV cada 6 horas o cefalotina 1 g cada 4 horas) al completar las anastomosis vasculares

Entubacion endotraqueal:
Mantener hasta completa recuperacion anestésica
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Fig. 3.14. Técnica del transplante renal heterotropico. A, método ordinario de anastomosis
terminoterminal entre la arteria renal y la arteria hipogéstrica y ureteroneocistomia interna
(Leadbetter-Politano). B, técnica alternativa con parche de aorta que contiene arteria renal
aplicando directamente a un lado de la arteria iliaca externa y ureteroneocistomia externa
(Litch). Las anastomosis venosas se efectiian entre el extremo de la vena renal y un lado de la
vena iliaca externa.

En ocasiones se observa un moteado de la superficie del injerto a causa de espasmo arterial,
pero este fenomeno suele resolverse en plazo de 30 minutos. Algunas veces se logra una
mejoria mediante aplicacion local de papaverina. Para evitar que se lesionen las arterias
renales terminales se ligan los puntos que sangran; deben evitarse las grapas metélicas porque
pueden obstaculizar la valoracion radiografica futura. Bridan resultados excelentes tanto la
técnica anastomotica transvesical (Politano y Leadbetter) como la extravesical (Lich y
colaboradores), en tanto la conexion esté libre de tension, se efectiie a prueba de agua y esté
protegida por lo menos por un tinel submucoso de 1 ¢m para brindar un mecanismo de
valvula contra el reflujo en el momento de la miccion. Después de garantizar hemostasia
suficiente, se cierra la herida por capas con puntos separados de material o absorbible. Con
excepcion de la sonda de Foley, que debe dejarse colocada durante 48 horas por lo menos, o
se coloca de manera sistemética ningun otro dren."”

Terminadas las anastomosis vasculares, y antes de liberar las pinzas, se aplica 1 g de
metilprednisolona en bolo, en forma lenta, durante 5 a 10 minutos. Completado el implante
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volumen urinario. Es necesaria la utilizacion de antibidticos profilacticos, los cuales se inician

. 29
al completar las anastomosis vasculares.

Las ventajas del método del implante del rifion son: a) el sitio de implantacion
técnicamente es mas accesible para colocar el rifion; b) el tiempo de duracién de la anestesia
es corto; ¢) en una hora y media aproximadamente el rifién ya esta funcionando; y d) durante
el monitoreo postransplante se realizan biopsias con mayor facilidad y en el menor riesgo para
el paciente.”(Fig. 3.15)"

Fig. 3.15. Implantacion izquierda del rifion.

TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR TRANSOPERATORIO

Beilman y col. demostraron que la primera dosis de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el receptor CD3 (OKT3) administrados transoperatoriamente, es segura y
efectiva. “(Véase tratamiento inmunosupresor mas adelante).
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POSTOPERATORIO INMEDIATO

El paciente es admitido a un cuarto individual y colocado en aislamiento protector
estricto (cuadro 3.16).” Durante las primeras horas del postoperatorio, es indispensable la

vigilancia hemodinamica. incluyendo el volumen urinario y los cuidados respiratorios. En
ocasiones se observan diuresis en exceso de 500 o de 1000 ml por hora, durante las primeras
horas postransplante. Estas diuresis causan hipovolemia con repercucion hemodinamica, que
requieren de un rapido reemplazo con solucién salina normal. La lesién tubular de tipo
isquémico, con limitacion en la capacidad de concentracion urinaria, es un posible mecanismo
de la diuresis masiva postransplante. La secrecion de aldosterona en pacientes transplantados
con adecuada funcion renal responde a cambios posturales y modificaciones en la ingesta de

sodio. Puede haber pérdidas masivas de potasio.

Una necrosis tubular aguda puede producir oliguria inmediata o ésta puede aparecer

tras un corto periodo de funcionamiento del injerto renal.

Se utilizan volumenes fijos de restitucion de liquidos de 200 a 250 ml/hr con una
solucion mixta media normal salina (0.45 % salina, 2.5 % dextrosa), adicionando cloruro de
potasio, dependiendo de las determinaciones séricas. Un programa de tratamiento con
antiacidos se debe llevar a cabo como profilaxis del sangrado del tubo digestivo. La herida
quirurgica se atiende, intentando retirar los drenajes lo mas tempranamente posible, por lo
general a las 48-72 horas.”

La incidencia de infecciones bacterianas tempranas durante el periodo postoperatorio
en los receptores es alta. Los microorganismos mas cominmente encontrados a) en el donador
son: K pneumoniae, P aeruginosa, S aureus, S epidermidis y E coli; y b) en la solucion de
preservacion: K. pneumoniae, E. coli y S. epidermidis. Las infecciones bacterianas en
receptores ocurren en el 52% de los casos, y llegan a desarrollarse en un 29%. En solo cinco
casos se ha demostrado la transmision de infeccion bacteriologica por el donador. El
seguimiento de estas infecciones muestra que las bacterias mas frecuentes son: Enterobacter,

» . . s Y . . 46
K pneumoniae, S epidermidis, E coli y Enterococcus foecalis.

74



Inmunogenética, evaluacién y manejo previo al transplante renal

Cuadro 3.16. Protocolo de indicaciones médicas del receptor

Admisién a cuarto individual (terapia intensiva si se cuenta con area aséptica)
Cuidados intensivos de enfermeria:

Aislamiento protector estricto
Toda persona debe usar gorro, cubrebocas, bata y botas al ingresar al cuarto.
El paciente debe utilizar cubrebocas al abandonar el cuarto

Signos vitales cada hora
Utilizar hoja de flujo horario de cuidados intensivos

Volumen urinario horario
El volumen no debera disminuir a menos de 50 ml por hora o es superior a 500 ml por hora.

Sonda de Foley

Al sistema de coleccion cerrado que no debera violarse. Obtener muestreo por urocultivo
por puncion con aguja estéril, previa asepsia de la sonda de Foley. Obtener orina para

electrolitos de la bolsa de coleccion.

Mantener Foley hasta el tercer dia postoperatrio, y hasta el sexto dia en enfermos diabéticos

Catéter de presion venosa central

Avisar si es superior a 12 cm o inferior a 5 cm

Puede utilizarse para obtener muestras de sangre

Cuidados respiratorios

Humidificador con oxigeno al 60 % continuo

Percusion torécica y ejercicios respiratorios

Soluciones

Solucion salina 0.45 % en dextrosa al 2.5 %, 200 ml por hora

Utilizar cloruro de potasio, bicarbonato de sodio, de acuerdo a determinaciones periddicas

Dieta

No administrar nada por via oral durante 12 horas del postoperatorio. Iniciar posteriormente

dieta semiliquida a tolerancia.

FACTORES PRONOSTICOS
Algunos factores prondsticos en el receptor transplantado incluyen: raza,

compatibilidad de las moléculas de HLA, sexo, inmunosupresion, enfermedad primaria, y
complicaciones renales. Los factores que influyen en la supervivencia del injerto proveniente
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de un donador cadavérico son: transfusiones sanguineas, compatibilidad de HLA-A.B, tiempo

de isquemia fria y raza del receptor.*

Se ha comprobado que los receptores que comparten los dos haplotipos con su
donador tienen un promedio de sobrevida de 25 afios, los que comparten un sélo haplotipo
tienen 11 afios de supervivencia del injerto, y, los que no comparten ningun haplotipo (en el

caso de donador cadavérico), sélo tienen un promedio de vida de 8 afios.?
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IV. INMUNOSUPRESORES UTILIZADOS EN EL
TRANSPLANTE RENAL

En los afios 50's, cuando comenzaron los transplantes de rifion, se utilizo la irradiacion
subletal en todo el organismo con el fin de suprimir la respuesta inmune, para permitir que el
receptor aceptara el injerto.: En 1952 se descubri6 la 6-mercaptopurina (6-MP), y en 1959 se
demuestran sus efectos inmunosupresores; en 1961 se administr6 por primera vez la
azatioprina y en 1963 se combiné con prednisona. En 1966 se usé el suero antilinfocitico en
pacientes transplantados. En 1971 se utiliz6 la ciclofosfamida. En 1977 inici6 la era de la
ciclosporina A, y se hicieron experimentos con el uso de irradiacion linfoide total.

En la actualidad, los farmacos mas utilizados para la inmunosupresion profilactica en
la prevencion del rechazo de injerto renal son: la ciclosporina A, la azatioprina, la prednisona

prig ek 29
y el suero antilinfocitico.

MECANISMOS DE ACCION DE LOS FARMACOS INMUNOSUPRESORES

La activacion del sistema inmune por aloantigenos o por autoantigenos requiere que
¢stos sean procesados previamente por APC's. El procesamiento y la posterior presentacion
del antigeno a los linfocitos T esta asociada con la elaboracion y la secrecién de interleucinas
por c€lulas fagociticas. Entre estas proteinas, la mas importante es la IL-1. Se cree que la IL-
-1 es un factor esencial para inducir proliferacion y diferenciacion de algunas células troncales
(células stem) en el timo, de las cuales surgirdn células T maduras. Los corticosteroides
suprarrenales bloquean esta serie de reacciones iniciales.(Fig. 4.1).” Las células activadas se
comunican con los linfocitos CD4* y sus receptores detectan el antigeno procesado junto con
el MHC de clase II de la APC y con el complejo 3 de diferenciacion celular (CD3),
indispensable para que se lleve a cabo la activacion. El anticuerpo monoclonal OKT3 es
especifico para epitopos presentes en el complejo CD3. Como respuesta a diversos estimulos
los linfocitos T sufren una expansioén clonal, un proceso de proliferacion que requiere la
expresion de receptores para un factor de crecimiento, la IL-2, y de la produccion de esta
interleucina por los linfocitos T. Los inmunosupresores citotoxicos clasicos como el
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metotrexato, la azatioprina y la ciclofosfamida actian por inhibicion de la sintesis del
DNA, y por lo tanto, impiden el estimulo para la proliferacion.

Otra consecuencia de la activacion de los linfocitos CD41 es la sintesis y la liberacion
de una variedad de citocinas, que son las que controlan las respuesta humoral y celular. Este

paso de la activacion de las células T es muy sensible a la ciclosporina A y al FK-506.

Por activacion de las células asesinas naturales, la inmunidad celular se expresa como
citotoxica para las células blanco. La citotoxicidad estd mediada por una interaccion directa
célula a célula, y mediante la secrecion de linfotoxinas, interferon y factor de necrosis
tumoral. Las acciones de las células asesinas naturales son inhibidas por los corticosteroides

suprarrenales.

Antigeno

MACROFAGO

ALOINJERTO
(8]

CELULA

AUTORREACTIVA

Antigeno

Antigenos | M--—---co__ Corticosteroides
clase I1

'
Interferony, o |  Me--ee___J_ ____ Ciclosporina
OKT3 ¢

~

Complemento

Proliferacion it

Diferenciacién Azatioprina
TNF, BN o Bt | Iniababalebaiaded | ST __| Metotrexato
Ciclofosfamida

_Corticosteroides

Linfotoxina ,

\ efc. I

Células T activadas

Células plasmaticas
Anticuerpos

Fig. 4.1. Blancos potenciales para los agentes inmunosupresores. La figura sefiala los pasos
mas destacados en la respuesta inmune humoral y celular e indica los sitios mas probables de
accion de varios agentes inmunosupresores.
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La funcién de los linfocitos CD8™ es la regulacion de las respuestas celulares a los
antigenos y la inhibicion de la produccion de anticuerpos a través de la respuesta inmune
humoral. La actividad estimulante o supresora representa una forma adicional para lograr una
inmunosupresion, pero aun no se ha identificado como importante para la accién de los

farmacos inmunosupresores.

Como respuesta a un grupo de linfocinas, que son elaboradas por los linfocitos T (en
especial IL-4, IL-5 e IL-6), los linfocitos B antigeno-especificos proliferan y se diferencian a
células plasmaticas. Esta expansion clonal también es inhibida por agentes cititoxicos que
inhiben la sintesis o la funcién del DNA o del RNA.

La modificacion de la respuesta inmune por agentes farmacologicos es mas efectiva si
el tratamiento se inicia antes de que la exposicion al antigeno tenga la oportunidad de inducir
una respuesta primaria. La respuesta secundaria o anamnésica es menos sensible a los agentes

8 B 4 R X p = 35
citotoxicos, pero puede ser inmunosuprimida con grandes dosis de corticosteroides.

Las terapias de inmunosupresion actuales se requieren de por vida, lo que incrementa

. . . . . 1
la incidencia de cancer, enfermedades oportunistas y sus efectos colaterales.

CLASIFICACION DE INMUNOSUPRESORES

1. Ciclosporina A*

2. Esteroides:
-Naturales: Corticosteroides
Glucocorticoides
-Sintéticos: Prednisona*

Metilprednisolona*

3. Inmunosupresores citotoxicos:
Azatioprina*
Ciclofosfamida
Metotrexato
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4. Anticuerpos:
Suero antilinfocitico*
Anticuerpos monoclonales (OKT3)

3. Otros agentes inmunosupresores:
FK-506
Péptidos sintéticos

Irradiacion linfoide total

Irradiacion del injerto

Antimetabolitos

Agentes progestacionales

Enzimas (p. ¢j. decarboxilasa)

Agentes antineoplasicos (p. ej. vincristina)
Antihistaminicos, etc.

*Inmunosupresores ampliamente utilizados para el tratamiento en el transplante renal

CICLOSPORINA A

QUIMICA:

La ciclosporina A pertenece a una familia de péptidos ciclicos producidos por el
hongo Tolypocladium inflatum Gams. Es un endecapéptido neutro, altamente lipofilico, de
naturaleza alifatica, constituido por 11 residuos de aminoacidos. La actividad bioldgica es
muy sensible a alteraciones en la configuracion estereoquimica y a modificaciones de los
residuos en las posiciones 1, 2, 3, 10y 11.(Fig. 4.2)."

EFECTOS FARMACOLOGICOS:

Las concentraciones terapéuticas de la ciclosporina no producen supresion mieloidea.
El bloqueo de las vias que afectan la respuesta de los linfocitos produce alteraciones
secundarias desfavorables en la funcion celular. La administracion de esta droga produce
respuestas celulares pleidtropicas (aumentan la secrecion de prolactina), y efectos variables
sobre el metabolismo de los eicosanoides y sobre los flujos de Ca2+-
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Fig. 4.2. Estructura molecular de la ciclosporina A

MECANISMO DE ACCION:

La ciclosporina inhibe la activacion de células T, y en altas concentraciones inhibe la
expresion de receptores para la 1L-2.

Una familia de proteinas llamadas ciclofilinas, son el blanco molecular para la
ciclosporina. Estas pequefias proteinas se unen en forma selectiva y con gran afinidad a la
ciclosporina y a sus analogos activos. Las ciclofilinas se encuentran en abundancia en el tejido
linfoideo.” Las ciclofilinas tienen actividad de peptidil-prolil isomerasa (rotamasa) y catalizan
la isomerizacion cis-trans en los enlaces imida de los residuos de prolina en una proteina. La
ciclosporina inhibe estéricamente a la ciclofilina y bloquea su actividad catalitica. Sin
embargo, se desconoce como la ciclosporina inhibe la transcripcion del DNA, pues la
ciclofilina no es una proteina unidora de plegado de factores de transcripcion del gen IL-2 que

son afectadas por la ciclosporina.’

FARMACOCINETICA

La biodisponibilidad de la ciclosporina administrada por via oral varia entre el 20 y el
50%; las concentraciones maximas en plasma se logran entre las 3 y 4 horas. Los eritrocitos
contienen entre el 60 y 70% del total del farmaco presente en la sangre. Los linfocitos
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contienen entre el 10 y el 20% de la ciclosporina circulante. El remanente del farmaco circula
en asociacion con lipoproteinas plasmaticas. La ciclosporina es secuestrada por los tejidos. La
vida media de depuracion en sangre es de 6 horas.

La mayor parte del farmaco se excreta en la bilis después de ser metabolizado en el
higado.

TOXICIDAD CLINICA

Del 25 al 75% de los pacientes tratados con este farmaco presentan signos de
nefrotoxicidad, mas del 30% desarrollan hipertension, en el 50% temblores, en un 5%
convulsiones, del 10 al 30% hirsutismo e hiperplasia gingival, y el 50% presenta actividad
alta de transaminasa hepatica o concentraciones altas de bilirrubina. Ocasionalmente se

observan cefaleas, parestesias, enrojecimiento, sinusitis, conjuntivitis y acufenos.

El tratamiento con ciclosporina esta asociado con un aumento de la incidencia de
infecciones. La incidencia de enfermedades malignas es baja, pero cuando se combina con
otros agentes inmunosupresores, produce linfomas malignos con metastasis en cerebro.

TRATAMIENTO PRETRANSPLANTE
El tratamiento oral se inicia de 4 a 24 horas antes del transplante con una dosis de

15mngg.""'

OBSERVACIONES

La ciclosporina ha aumentado la supervivencia a un afio de los pacientes con rifion de
cadaver hasta en un 80%, cuando se utiliza junto con prednisona. Con la azatioprina o con la
ciclosporina, la vida media tras el primer afio es entre 30 y 34 afios con donadores de HLA
idéntico, entre 11 y 12 con donadores haploidénticos y de entre 7 y 9 afios con donadores

’ 2
cadavéricos.

Hasta ahora ningin inmunodepresor en uso clinico en el que se incluya a la
ciclosporina. o al FK-506 han mostrado influencia de rechazo cronico. " El uso del tratamiento
inmunosupresor que incluye ciclosporina con horarios terapéuticos establecidos, disminuye la
incidencia de rechazo agudo, asi como la produccién de anticuerpos antilinfocito, con el
propésito de reducir las pérdidas del injerto tempranamente.”

En un estudio realizado en 338 pacientes transplantados en el Instituto Nacional de la
Nutricion “Dr. Salvador Zubiran” se demostré la mayor eficacia del uso de un triple esquema
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de inmunosupresores (ciclosporina + azatioprina + prednisona) en pacientes que solo
comparten una o ninguna molécula de HLA, a comparacion de aquéllos en donde se utilizé un
doble esquema de inmunosupresores (azatioprina + prednisona); en donde la supervivencia

P 48
del injerto es menor.

En otros estudios realizados en donde se utilizé un triple esquema de
inmunosupresores con una o ninguna molécula de HLA compatible, la supervivencia del

V.. ' . = 50,51
injerto fue mayor en un seguimiento de 5 afos.

ESTEROIDES

QUIMICA

La estructura basica de los esteroides es el anillo de ciclopentanoperhidrofenantreno
(fig. 4.3).” Las cadenas laterales caracteristicas de estas moléculas, los enlaces dobles y varios
radicales dan como resultado estructuras con propiedades androgénicas, estrogénicas,

progestagénicas, mineraloactivas, linfoactivas y anti-inflamatorias.

CH, OH

C=0

Fig. 4.3. Estructura quimica de los corticosteroides suprarrenales.

FARMACOCINETICA
El cortisol y sus congéneres son efectivos cuando se administran por via oral, también
son administrados por via intravenosa para alcanzar rapidamente concentraciones elevadas en
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Modificaciones en la estructura quimica pueden provocar alteraciones en la absorcion, tiempo
de aparicion de los efectos y duracion de la accion.

Los glucocorticosteroides son absorbidos en sitios de aplicacion local, como espacios
sinoviales, saco conjuntival y piel. Cuando la administraciéon es prolongada o cuando se aplica
en areas extensas de piel, la absorcion puede causar efectos sistémicos.

Los corticosteroides se unen a la globulina fijadora de corticosteroides, que es una
glucoproteina, y a la albumina. Los metabolitos esteroideos conjugados, como el glucurénido
y la aldosterona tienen baja afinidad por la globulina. El metabolismo de los esteroides se
produce en el higado por reacciones de conjugacion y la excrecion por el rifién.

TOXICIDAD CLINICA

Los efectos mas comunes por la administracion de esteroides son: apariencia
cushingnoide, hipertension, infecciones, complicaciones gastrointestinales, alteracion del
metabolismo de lipidos, carbohidratos, proteinas, sal y del agua, asi como también
alteraciones en el SNC, en huesos, musculos, 0jos y en el proceso de cicatrizacion.™

TRATAMIENTO
La prednisona y/o la metilprednisolona se utilizan profilacticamente en la prevencion

del rechazo.

. . " A s 29
Los esteroides no se admistran en caso de HLA idéntico.

OBSERVACIONES

El fenémeno de rechazo agudo generalmente se presenta en mas del 50% de los
pacientes con transplante renal, independientemente del grado de histocompatibilidad, y en
mas del 80% de los casos es reversible con el tratamiento con corticosteroides.'

Al usar azatioprina y prednisona, los resultados con donadores familiares compatibles
son superiores a los obtenidos con 6rganos de cadaveres, con una tasa de supervivencia del
injerto a un afio del 75 al 90%."
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AZATIOPRINA

QUIMICA
Es una anélogo de la purina (fig. 4.4).” La azatioprina fue desarrollada para disminuir
la tasa de inactivacion de la 6-mercaptopurina mediante la S-metilacion enzimatica, la

oxidacion no enzimatica o la conversion a tiourato por accion de la xantino-oxidasa.

MECANISMO DE ACCION

Algunos nucleéfilos como el glutation clivan la droga precursora azatioprina en
mercaptopurina; este andlogo de la purina es convertido posteriormente en nucleotidos que
contienen mercaptopurina que actian sobre la sintesis y la utilizacién de los precursores de
DNA y RNA. Por lo tanto, la azatioprina inhibe la proliferacion de células y de sintesis
importantes en la respuesta inmune.
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Fig. 4.4. Formula estructural de la azatioprina.

TOXICIDAD CLINICA
La administracion de esta droga puede producir leucopenia, trombocitopenia, natseas,
vomitos y algunas veces toxicidad hepética.”
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TRATAMIENTO
El tratamiento profilactico se inicia con dosis diarias de 3 a 10 mg/Kg antes del
transplante durante 2 dias.”

CICLOFOSFAMIDA

QUIMICA
La ciclofosfamida es una mostaza nitrogenada (fig. 4.5)." Es un compuesto

alquilante.”

MECANISMO DE ACCION
Este farmaco es activado por una reaccion catalizada en el higado y en otros tejidos
por el citocromo Py45¢ para formar especies alquilantes que interactian con el DNA.”

H
CH , semmemmmsmmsms N CH,— CH~CI
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Fig. 4.5. Formula estructural de la ciclofosfamida.

TOXICIDAD CLINICA

Los efectos adversos mas comunes son: perturbaciones en el mecanismo fundamental
relacionado con el crecimiento, en la actividad mitética, en la diferenciacién y funcion
celular,35 leucopenia y trombocitopenia.” También provoca alopecia, nduseas, vomitos,
ulceracién de mucosas, aumento en la pigmentacion de la piel, fibrosis pulmonar intersticial y

toxicidad hepatica.
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FARMACOCINETICA
La ciclofosfamida se absorbe por via oral. El farmaco se activa por el sistema
citocromo Py4s0 hepatico y produce metabolitos activos. Una hora después de su

administracion oral se alcanzan las concentraciones maximas en plasma. La vida media en

plasma es de 7 horas. Se elimina por via urinaria y fecal.”

TRATAMIENTO
La ciclofosfamida se utiliza en caso de hepatotoxicidad por azatioprina. La dosis diaria

es generalmente la mitad de la dosis de azatioprina que recibia el paciente.”

SUERO ANTILINFOCITICO

El suero antilinfocitico (a partir de caballo inmunizado con linfocitos o timocitos)
disminuye el numero de linfocitos derivados del timo e inhibe las respuestas normales de los
linfocitos T. La vida media del preparado varia entre 3 a 9 dias, en pacientes que se

g e . 35
encuentran recibiendo otros inmunosupresores.

El suero antilinfocitico disminuye los episodios en el rechazo, retrasa el primer
episodio de rechazo, disminuye la severidad de los rechazos subsiguientes, y puede disminuir

la necesidad de altas drogas de esteroides.”

El 5% de los pacientes presentan enfermedad del suero.™

TRATAMIENTO
Generalmente la dosis comienza el dia del transplante. La dosis media es de

5-30 mg/Kg por dia.

OBSERVACIONES
Algunos estudios demuestran una mejoria del 10 al 15% en los resultados de sobrevida

del rifion a largo plazo.”
Si se afiaden inmunoglobulinas antilinfocito al tratamiento inmunosupresor de

pacientes de donador cadavérico, los resultados obtenidos se aproximan a los resultados del
injerto renal de donador vivo relacionado, al menos para los primeros dos afios tras el

transplame.2
87



Inmunogenética, evaluacion y manejo previo al transplante renal

ANTICUERPOS MONOCLONALES
Los anticuerpos monoclonales proporcionan un enfoque selectivo para la

inmunosupresion. El preparado comercial es una inmunoglobulina de origen murino (1gG23)
denominado OKT3.

Al formar un complejo con el antigeno (receptor CD3), este anticuerpo monoclonal
bloquea la funcién de todas las células T que poseen este receptor, impidiendo que se inicie la

sefial de transduccion, esencial para la activacion celular.

Algunas reacciones adversas al tratamiento son: escalofrio, fiebre, disnea, dolor

toracico, sibilancias, alteraciones gastrointestinales y temblores.™

Se han usado anticuerpos que causan inmunosupresion sin lisar las células, tales como
anticuerpos contra CD25 (subunidad « o p55 del receptor de IL-2) que impiden la activacion
de células T al bloquear su sitio de unién a la IL-2. La principal limitacién del uso de
anticuerpos monoclonales de raton es la produccion de anticuerpos humanos contra
inmunoglobulinas de ratén, lo que elimina la posibilidad de subsecuentes administraciones de
estos anticuerpos.’

TRATAMIENTO

El empleo de anticuerpos monoclonales anti-CD3 esta indicado como adyuvante para
otros iInmunosupresores en pacientes que han experimentado rechazo agudo de injerto renal o
en regimenes profilacticos. Cuando se emplea este anticuerpo monoclonal, debe reducirse la
dosificacion de glucocorticoides y azatioprina. Para disminuir las reacciones agudas, la dosis
debe ser precedida por la administracion de metilprednisolona (1 mg/Kg)., seguida
30 minutos después por 100 mg de hidrocortisona.”

FK-506

Es un antibidtico macrociclico lactona-lactimico que tiene propiedades
inmunosupresoras similares a las de la ciclosporina A, pero en dosis significativamente
menores. In vitro ha demostrado ser 50 a 100 veces mas potente que la ciclosporina A.(Fig.
4.6) * El FK-506 se une a una pequeiia proteina con actividad de peptidil-prolina isomerasa,
similar a la ciclofilina.

88




Inmunogenética, evaluacion y manejo previo al transplante renal

]
MeO OMe

Fig. 4.6. Estructura quimica del FK-506

La administracion del FK-506 ha causado dafio renal y vasculitis en algunas especies

5

. 3
animales.

PEPTIDOS SINTETICOS
Recientemente se han utilizado péptidos sintéticos que corresponden a secuencias
lineales de moléculas del MHC que inhiben in vitro e in vivo el rechazo del injerto."

La administracion de péptidos de HLA clase I, inhiben la respuesta inmune contra
células o aloinjertos que expresan ambos antigenos de clase I y II. La forma molecular en la
cual los antigenos del MHC son administrados in vivo determinan si el resultado funcional es

tolerancia o sensibilizacion del paciente.”

También se han usado anticuerpos dirigidos contra células T y que estdn conjugados
con moléculas toxicas como la toxina diftérica o la cadena A de la ricina, o proteinas
quimeras, por ejemplo un hibrido de IL-2 con toxina diftérica; sin embargo, no se conocen
con detalle los efectos colaterales que pudieran tener.’
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IRRADIACION TOTAL DEL TEJIDO LINFOIDE

Esta técnica consiste en irradiar los ganglios linfaticos del cuello, mediastino,
retroperitoneales, paraorticos, iliacos, femorales y del bazo, protegiendo con delantales de
plomo las visceras abdominales, los pulmones y el resto del cuerpo. Se causa dafio severo a
todo el tejido linfoide, sin afectar la médula 6sea de los huesos largos, el parénquima
pulmonar, y las visceras abdominales. Comenzando dos semanas después del transplante, y
continuando un periodo de tiempo prologado, se disminuye la reactividad inmunologica del
paciente.

Este método puede ser usado en pacientes a retransplantarse, en los cuales un
transplante es muy dificil por la presencia de una presensibilizacion severa.

IRRADIACION DEL INJERTO

El método consiste en irradiar el érgano transplantado, con objeto de inactivar las
células inmunocompetentes provenientes del donador. No esta claro si el uso de irradiacion
del rifion después del transplante es buena medida profilactica. Se recomienda su uso cuando
no se puede aumentar la inmunosupresion sistémica, sometiendo al injerto a tres dosis en dias

alternos de 150 rad cada una.”
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V. PRUEBAS DE HISTOCOMPATIBILIDAD

En 1952, Jean Dausset descubrio un antigeno de histocompatibilidad en seres
humanos al usar la leucoaglutinacion como técnica, la que era poco reproducible, ademas de
requerir grandes cantidades tanto de antisuero como de células. En 1964, Paul Terasaki
desarrollo la microcitotoxicidad, técnica ampliamente empleada hasta la fecha en serologia.

La serologia permitié el conocimiento de las moléculas del MHC de clase 1, y cuando
se pudieron obtener poblaciones enriquecidas de linfocitos B (por roseteo, con eritrocitos de
carnero, por su adherencia a fibras de nylon; o, por la destruccion selectiva con anticuerpos
monoclonales) se definieron las moléculas del MHC de clase II, fundamentalmente del locus
DR. notandose una gran cantidad de reacciones cruzadas.

A principios de los 80's, los inmunoprecipitados de las moléculas de HLA se sometian
tanto a electroforesis en acrilamida como a electroenfoque, incrementandose la posibilidad de
discriminacion entre alelos muy semejantes. Actualmente se cuenta con la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), la que consiste en la amplificacién de un gen, utilizando
la enzima Tag-polimerasa de Termofilus acudticos. De esta manera ha sido posible determinar

la genética molecular de los antigenos de clase I1.'"

Las principales pruebas de compatibilidad en transplante renal se muestran en el

cuadro 5.1.7

Para el estudio de la compatibilidad en el sistema ABO se siguen las reglas de
transfusiones, considerando al grupo O como donador universal y al AB como receptor

universal.

La prueba cruzada sirve para poner de manifiesto anticuerpos anti-antigenos de
histocompatibilidad (citotoxicos) presentes en el donador que el paciente pudiera haber
formado, ya sea por transfusiones o transplantes previos. En pacientes inmunizados, se
pueden observar oscilaciones en los titulos debidos al compromiso del sistema inmune o bien
por tratamientos con actividad inmunosupresora; sin embargo, aunque la disminucion de
anticuerpos puede llegar a cantidades indetectables, se mantiene la posibilidad de que se
desarrolle un rechazo hiperagudo, por lo que se recomienda que los pacientes que estén en
espera de ser transplantados se les tomen varias muestras con intervalos mensuales para
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efectuar el ensayo con todas ellas. Por otro lado, existen variantes en la prueba cruzada, en
cuanto a las células blanco: a) en linfocitos totales; b) en linfocitos T y c) en linfocitos B; y
en la temperatura de incubacién: a) a 4 °C; b) a temperatura ambiente; y ¢) a 37 °C.

En relacion a la temperatura, la positividad se incrementa conforme baja la misma, lo
que se explica por las diferencias de afinidad de los anticuerpos; se considera que lo 6ptimo es
usar temperatura ambiente, ya que a 4 y 37 °C existen tantos falsos positivos y negativos,

respectivamente.

Cuadro 5.1. Pruebas de compatibilidad en transplante renal.

Donador vivo Donador cadavérico
Grupo sanguineo ABO + +
Prueba cruzada + +
Tipificacion de HLA + optativa
C4 y factor B del complemento optativa optativa
Cultivo mixto de linfocitos optativa optativa

En lo que se refiere a la tipificacion de moléculas de clase I y II, lo ideal es la
compatibilidad completa, ya que las diferencias en los loci DR y DQ disminuyen la
probabilidad de sobrevida del injerto.

En algunos centros se confirma la compatibilidad en esta region con el estudio de C4 y
el factor B del complemento que, debido a su cercania de mapeo dentro del cromosoma 6,
cumplen con este proposito.

El cultivo mixto de linfocitos también explora la compatibilidad en la regién D (DR,
DP y DQ). El valor de esta prueba no sélo consiste en estudiar la compatibilidad entre sujetos,
sino también explorar la reactividad del aparato inmunocompetente del receptor.”

El ensayo consiste en cultivar juntos los linfocitos del receptor y del posible donador.
Si existen diferencias de marcadores de superficie entre las células, entonces provoca una
expansion clonal, que corresponde a la fase de transformacion blastoide. Esto se puede
cuantificar al incorporar timidina radiactiva. Ademas para hacer unidireccional la prueba, a
una de las dos poblaciones celulares se le trata previamente, con mitomicina c¢. o bien, se le
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antigénicamente. A la otra poblacion de la mezcla se la deja intacta, para asi valorar la
magnitud de la respuesta en un sélo sentido. Esta prueba tiene los siguientes inconvenientes:
a) ser costosa; b) requerir de personal altamente capacitado: c) ser muy susceptible a
contaminaciones; d) tomar mucho tiempo su elaboracién (7 dias), lo que la deja fuera de la
posibilidad de aplicarse en un transplante cadavérico; y e) la variacion biologica influye
mucho, al extremo de poder considerarse positiva o negativa entre el mismo par donador-
receptor, si se hace en tiempos diferentes. Por todas estas razones en muchos centros se
prefiere no realizarla, y sustituirla por una buena tipificaciéon de moléculas clase [ y 11, y por la
determinacion de pruebas cruzadas donador-receptor.

Dentro del protocolo de estudios previos al transplante, sobresalen por su importancia
los relativos a la histocompatibilidad. En la mayoria de los centros se sigue un programa de
transplante en el que sistematicamente se determinan: a) compatibilidad de grupo sanguineo
ABO:; b) pruebas cruzadas, y ¢) compatibilidad en el sistema HLA clase I y I.*

TIPIFICACION DE HLA CLASEI Y II

PRINCIPIO:

Los linfocitos son incubados con anticuerpos especificos contra moléculas de HLA. Si
las moléculas expresadas en la superficie de los linfocitos son reconocidas por los anticuerpos
adsorbidos al pocillo de la placa de Terasaki, se forma un complejo antigeno-anticuerpo (Ag-
Ac). El complemento de conejo se activa por la reaccion Ag-Ac y produce lisis celular. Por lo
tanto, una reaccion positiva (presencia de antigeno), estd determinada por la lisis celular, al
contrario de la reaccion negativa (sin dafio a la estructura de la célula); para facilitar la
identificacion de células positivas (destruidas) y negativas (intactas) se tifien con un colorante
supravital (eosina), y se observan al microscopio.”” (Véase fig.5.2)*

MATERIAL BIOLOGICO:
e 20 ml de sangre con anticoagulante (EDTA o heparina)
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El anticuerpo El complemento Daiio celular
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B27 negativa no reacciona no se fija

Célula intacta

Fig. 5.2. Prueba de microcitotoxicidad para las moléculas de HLA. Las células mononucleares
(linfocitos y monocitos) se separan por gradiente de centrifugacion con Ficoll-Hypaque.
Entonces se agregan las células a los micropozos de una placa de microtitulacion que contiene
antisueros para las moléculas de HLA. Se muestran ejemplos ilustrativos de una célula B27
positiva en los pozos con antisuero anti-B27 y antisuero anti-B8. Los anticuerpos anti-B27 se
unen a los antigenos HLA-B27 en la superficie celular, fijan al complemento y esto hace que
la célula sea lisada. En estas condiciones la eosina entra a la célula la cual se observa de color
rojo bajo el microscopio de contraste de fases. En cambio, los anticuerpos anti-B8 no pueden
unirse a la célula, el complemento no se fija, por lo tanto no hay lisis y la célula viva no capta
la eosina, apareciendo sin tefiir en el microscopio. Los patrones de reaccion permiten que la
célula sea tipificada como HLA-B27 positiva, B8 negativa. Este andlisis se emplea para
tipificar moléculas HLA de clase I y con algunas modificaciones, para tipificar antigenos
HLA-DR y -DQ (véase técnica mas adelante).

MATERIAL Y EQUIPO:

e Tubos Falcon de polietileno de 50 ml

e Pipetas Pasteur

e Gradilla para tubos Falcon

e Tubos Fisher de poliestireno de 1 ml

e Gradilla para tubos Fisher

e Pipetas automaticas de 1000, 200 y 100 pl

e Bulbos
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e (Cajas de tipificacion de moléculas HLA con antisuero especifico

e Hematocitometro o camara de Neubauer

e Micropipetas Hamilton con dispensadores individuales y multiples, de 1 y 5 pl,
respectivamente

e Puntas para pipetas automaticas

e Cronémetro o reloj

e Centrifuga Fisher 59A

e Centrifuga para tubos Falcon

e Congelador de -70 “C, para conservar las cajas con antisueros, el complemento y los
linpho-kwiks (I y II)

e Refrigerador de -4 °C, para conservar el PBS, el AKC y las placas montadas

e Incubadora de 37 °C

e Microscopio compuesto

e Microscopio invertido de contraste de fases

e Piano para leer células (opcional)

REACTIVOS:

e EDTA.Na, 5mM o heparina

e PBS

e AKC

e Eosina Y al 5%

e Formalina al 40%

¢ Ficoll radialar o Ficoll-Hypaque o cualquier otro Ficoll comercial

e Medio de cultivo celular RPMI 0 McCoy

e Linpho-kwik I y Linpho-kwik II (anticuerpos monoclonales para la separacion de
linfocitos B)

e Complemento de conejo

PROCEDIMIENTO:

/. Tomar 20 ml de sangre, anticoagularla (con EDTA o heparina), colocarla en un tubo
Falcon de 50 ml, y diluir con PBS hasta 30 6 35 ml.

2. Colocar una pipeta Pasteur en el tubo anterior y a través de ésta agregar con otra pipeta
poco a poco el Ficoll, de manera que el Ficoll quede en la parte inferior del tubo, formando
dos fases; se agregan aproximadamente 5 ml por cada 10 ml de sangre.

3. Centrifugar a 1500 r.p.m. durante 30 min.
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4. La capa de mononucleares (linfocitos y monocitos) que queda en la interfase del Ficoll y el
plasma con PBS se extrae con pipeta Pasteur y se coloca en otro tubo Falcon, se agrega PBS

hasta 50 ml con la finalidad de lavar las células.

5. Centrifugar de 1500 a 2000 r.p.m. durante 10 min.

6. Decantar el sobrenadante y resuspender el paquete de mononucleares en 1 ml aproximado
de medio RPMI o McCoy. Transferir la suspension celular a un tubo Fisher.

7. Centrifugar dicho tubo por un segundo a velocidad 7 (4500 g) en una microcentrifuga
(Fisher 59A). En este paso se sedimentan los granulocitos y monocitos contaminantes, en el
sobrenadante estan resuspendidos los linfocitos y las plaquetas.

8. Colocar en otro tubo Fisher el sobrenadante. Centrifugar 1 min. a velocidad 1.5
(1000 g). Debido a las diferencias de densidad entre los linfocitos y las plaquetas, los
primeros se sedimentan quedando en el fondo del tubo y las plaquetas resuspendidas en el
sobrenadante.

9. Quitar el sobrenadante (plaquetas) y regresarlo al tubo anterior (en caso de perder los

linfocitos, de este tubo se pueden obtener mas).

NOTA: En caso de que el boton de linfocitos obtenido, esté contaminado con eritrocitos se
realizan los siguientes pasos: se resuspende el boton de linfocitos en 1 ml aprox. de AKC,
incubar durante 5 min. a 37 °C, centrifugar 2 min. a velocidad 4 (2500 g), desechar el
sobrenadante, agregar 1 ml aprox. de PBS, resuspender el botén de linfocitos, centrifugar
2 min. a velocidad 4, y por tltimo desechar el sobrenadante.

10. Resuspender el boton de linfocitos en medio RPMI o McCoy, la cantidad de medio es
proporcional al tamafio del boton.

NOTA: Si se va tipificar HLA-A, B, C y D, entonces separar 200 pl de la suspensién celular
(este volumen es suficiente para sembrar las placas de HLA ABC).

11. Contar en el hematocitometro los cuadros que sefiala la figura 5.3." Ajustar la

concentracion celular a 2000 cél/mm’.

Realizar los calculos de ajuste celular de la siguiente manera: si por ejemplo se contaron 60
células en los 5 cuadros negros (cada cuadro negro consta de 16 cuadritos) que se leyeron, se

s i 3
convierten a cél/mm™:
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3 mm

|
A B+ 1 mm

__C . D—l—
| |

I |

E cubreobjetos I profundidad= 0.1mm

AwnrwEzEll

Volumen total de la camara= lado x lado x profundidad

Volumen total de la cdmara= 3mm x 3mm x 0.1 mm= 0.9 mm’

Volumen del cuadro central= Imm x Imm x 0.1 mm= 0.1 mm’

Volumen de la quinta parte (1/5) del cuadro central= 0.1 mm*/ 5=0.02 mm’

Fig. 5.3. Camara de Neubauer o hematocitometro.

60 cél. - 0.02 mm’
X - Imm3

X = 3000 cél/mm’
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Con la formula V,C, = V,C,, ajustar a 2000 cél/mm’. Si utilizamos 1000 wl de medio

de cultivo para resuspender el boton de linfocitos, tenemos entonces que;

DATOS: FORMULA: SUSTITUCION:

Vi= X ViC; = ViCs Vi= (1000 ul)(2000 cél/mm?*)
C,=3000 cél/mm’ V, = V,C,/C, 3000 cél/mm’

V,= 1000 pl V1= 666.67 ul

C,= 2000 cél/mm’

Entonces se agregan 666.67 pl de la suspension celular, se colocan en otro tubo Fisher

y se llevan a un volumen final de 1000 pl con medio de cultivo. Asi, se tienen 1000 pl de una

suspension celular con una concentracion de 2000 cél/pl.

12. Proceder a sembrar las placas HLA ABC con 1 pl de la suspensién celular e incubar

durante 30 a 60 min (el tiempo es opcional) a temperatura ambiente. Después continuar con el

paso 21 de esta técnica. Para tipificar HLA DR continuar con el paso siguiente.

13. Al resto de la suspension de linfocitos centrifugar 2 min. a velocidad 4, desechar el medio

de cultivo y agregar 0.8 ml del reactivo Linpho-kwik I.
/4. Incubar durante 60 min. a 37 °C.

15. Después de la incubacion agregar una capa de PBS de 200 pl, para formar una gradiente

de dos fases y centrifugar 2 min. a velocidad 5.

16. En la interfase se observa un anillo de células muertas. Se descarta el sobrenadante junto

con la interfase dejando sélo el botén de linfocitos en el fondo.

17. Agregar 0.5 ml del reactivo de Linpho-kwik II y centrifugar 2 min. a velocidad
5 (3500 g).
18. Descartar el sobrenadante, agregar 1 ml aprox. de PBS, resuspender y centrifugar 2 min. a

velocidad 4.
19. Descartar el sobrenadante y resuspender a los linfocitos B aislados en 200 pl medio de

cultivo - la cantidad de medio varia segun el tamafio del boton -. Ajustar la concentracion a
2000 cél/mm’.

20. Sembrar 1 pl de la suspension en cada pocillo de la placa para DR y DQ e incubar durante
60 min. a temperatura ambiente.

21. Agregar 5 ul de complemento en cada pocillo e incubar una hora para las placas de ABC y
2 horas para las de DR y DQ.

98




Inmunogenética, evaluacién y manejo previo al transplante renal

e

22, Agregar de 2-5 pl de eosina Y al 5% a cada pocillo. Incubar durante 3 min. a temperatura
ambiente.

23. Agregar 5 pl de formalina al 40% a cada pocillo, con la finalidad de fijar.

24. Dejar reposar durante 20 min. o toda la noche en camara himeda en el refrigerador de
4°C.

25. Leer en un microscopio invertido con objetivo de 10X.

26. Interpretar resultados siguiendo los criterios que a continuacion se exponen:"’

Calificacion % de células lisadas Interpretacion

1 0-10 Negativa

2 11-20 Dudosa

- 21-50 Débilmente positiva
6 51-80 Positiva

8 81-100 Fuertemente positiva

PRUEBA CRUZADA

PRINCIPIO:
El principio es el mismo que el de la tipificacion de HLA. La variacion del método

consiste en el antisuero contenido en las placas, en su lugar se coloca el suero del receptor; y
la suspension celular sembrada es del donador. El objetivo de esta prueba es detectar la
presencia de anticuerpos citotoxicos en el receptor contra las células del donador.

MATERIAL BIOLOGICO:
e 20 ml de sangre con anticoagulante (EDTA o heparina) del o de los potenciales donadores.

¢ 5 ml de suero del receptor
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MATERIAL Y EQUIPO:
Ademas del material y equipo utilizados en la prueba de tipificacion se agregan a la
lista:
e Placas vacias (el nimero de pozos es irrelevante)
e Aparato para aceitar cada pozo de la placa, o una pipeta Hamilton de 1 pl para colocar el
aceite mineral
e Tubos de ensayo de 13X100 mm

REACTIVOS:
Ademas de los reactivos utilizados en la técnica anterior, se agregan a la lista:
Solucion de ditiotreitol (DTT: agente quimico reductor, que rompe puentes disulfuro)

e Aceite mineral
e Suero control positivo (comercial)

e Suero control negativo

PROCEDIMIENTO:

1. Extraer 20 ml de sangre del o de los potenciales donadores, anticoagularla y colocarla en un
tubo Falcon. Se sigue todo el procedimiento de la técnica anterior, hasta el paso donde se
ajusta la suspension celular para los HLA ABC (paso 11).

2. Se extraen 5 ml de sangre del receptor, se colocan en un tubo de ensayo, se deja reposar,
se centrifuga a 1500 r.p.m. y se extrae el suero.

3. En una placa vacia colocar 1 pl de aceite mineral en las columnas a utilizarse dependiendo
del nimero de los potenciales donadores, ademas se aceitan las columnas del control positivo
y del control negativo.

4. Colocar 1 pl del suero del receptor en las columnas de la A ala E, y 1 ul de la suspension
celular de cada donador e incubar durante 60 min. a 37 °C, para que se efectie la reaccion Ag-
Ac.

5. Afadir 5 pl de complemento e incubar 60 min. a temperatura ambiente.

6. Agregar 2 pl de eosina Y al 5% y dejar reposar de 2 a 5 min. a temperatura ambiente.

7. Adicionar 1 pl de formalina al 40%.

8. Reposar 20 min. Leer al microscopio invertido con el objetivo de 10X.

9. Para la interpretacion se toman en cuenta los mismos criterios que para la técnica anterior.
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En esta prueba es importante definir claramente la negatividad o positividad. Un
resultado de 1 y 2 se toman como negativos, 6 y 8 como positivos, y 4 como un resultado

dudoso, y para este caso se lleva a cabo la siguiente metodologia:

10. Para eliminar la presencia de anticuerpos inespecificos IgM usar DTT. Colocar en un tubo
de ensayo 90 pl del suero del receptor y 10 pl de una solucién de DDT 50 mM (quedando una
concentracion final de 5 mM), mezclar bien e incubar a 37 °C en bafio durante 45 min. y

sembrar el suero como en el paso 4.*
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VI. COMENTARIOS

Las principales causas que conducen al transplante renal son: la glomerulonefritis
membranoproliferativa, la pielonefritis cronica, la diabetes mellitus y la hipertension.

Es indispensable someter al donador a varios tipos de examenes médicos y de
laboratorio, y hacer una seleccion adecuada de éste. Para el caso de donador cadavérico,
también pasa por criterios de exclusion, y mientras es elegido para transplantarlo, el injerto se
conserva por el método de preservacion ideal dependiendo de las caracteristicas que presente

tal rifion y del tiempo que duraré almacenado.

La preparacion del paciente se lleva a cabo meses antes, desde que es seleccionado en
la lista de espera hasta el momento de la cirugia. Esta preparacion abarca aspectos sociales,

psicologicos y médicos.

En el Hospital General de México se tiene la regla de que un mes como minimo antes
del transplante, el paciente no sea transfundido, pues de lo contrario, se debera realizar
nuevamente la prueba cruzada para detectar la posible presencia de anticuerpos citotdxicos; lo
que trae como consecuencia el retraso de la ejecucion del transplante. Las transfusiones
sanguineas en pacientes candidatos a recibir un rifion se hacen en varios centros de
transplante, con la finalidad de inducir toleracia en su sistema inmune; aunque estos pacientes
peligran de ser sensibilizados a moléculas de HLA. Debido a esto, existe controversia en el
heche 2 llevar a cabo transfusiones sanguineas preoperatorias en el potencial receptor de un
rifion.

Considero que debiéran de ampliarse los programas de transplante renal a todos los
Estados de la Republica Mexicana, pues cada vez es mayor el nimero de pacientes que
requieren un tratamiento como éste.

La persona decidida a ser donador, deberd mantener su palabra; pues ha ocurrido una
falta de ésta, poco tiempo antes de que se realice el transplante.

Serfa muy conveniente que el gobierno subsidiara a enfermos de bajos recursos que
necesitan transplante renal; pues existen en nuestro medio muchos pacientes con bajos
recursos economicos, los cuales se descartan debido a la incapacidad economica de adquirir
los farmacos inmunosupresores necesarios de por vida.
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La terapia inmunosupresora empieza en la etapa preoperatoria, y, dependiendo del tipo
de ésta, puede iniciar de 24 horas a 2 dias antes del transplante, si se administra ciclosporina
A vy azatioprina respectivamente; continiia en el transoperatorio (cuando se aplica suero
antinfocitico u OKT3), y se sigue administrando de por vida o durante el tiempo de
supervivencia del injerto.

Del 10 al 15% de los rifiones transplantados son rechazados durante el primer afio,
alin con la administracion de agentes inmunosupresores.

Los avances logrados en el area de la inmunosupresion clinica, permitiran contar con
mejores técnicas inmunosupresoras que modifiquen la respuesta inmunolégica, y de esta
manera se aumentard la supervivencia del injerto. La era del transplante renal como
tratamiento de reemplazo ya es un hecho, y cada dia es luz de esperanza para muchos
enfermos renales en etapa terminal.
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VII. CONCLUSIONES

El transplante renal es un tratamiento indispensable para aumentar la sobrevida de
pacientes con un promedio de vida mayor a 5 afios que padezcan alguna enfermedad

renal en etapa terminal.

La preparacion del paciente a ser transplantado es crucial para mejorar la supervivencia del

injerto.

El nivel socioeconémico y el apoyo psicologico del receptor, deben ser evaluados para

considerase candidato a transplante.

La supervivencia del injerto aumenta considerablemente cuando existe mayor

compatibilidad entre las moléculas del sistema HLA.

El tratamiento y la profilaxis inmunosupresora son fundamentales para reducir el riesgo de

rechazo agudo.
Las pruebas de compatibilidad en que se fundamenta la decision para realizar o no el

transplante son: compatibilidad del sistema ABO, tipificacion de las moléculas de HLA y
pruebas cruzadas (compatibilidad donador-receptor de las moléculas de HLA).
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APENDICE

REACTIVOS UTILIZADOS EN LA TIPIFICACION DE HLA CLASE 1Y II, Y EN

LA PRUEBA CRUZADA
Ficoll-Radialar
Ficoll tipo 400 (Sigma) 450 ¢
Radialar (solucion 1.V, al 60%) 150.0 ml
Agua destilada 630.0 ml

Ajustar densidad a 1.077 g/ml
Disolver el Ficoll en el agua destilada sobre un agitador magnético (apartar aprox.

100 ml de agua para el ajuste de densidad). Agregar la solucion de radialar, mezclar y ajustar
densidad (con un densitometro) utilizando el resto del agua destilada.

Formalina al 40%

NaH,PO,.H,0 0.1725 ¢
Na,HPO, 0.30 g
Formol al 40% 100.0 ml

Ajustar el pH=7.4

NOTA: Las sales se pueden omitir.

AKC

NH,CI 829 ¢
K,CO; 1.34 ¢
Agua destilada 130 L
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PBS

NaCl 7.66 g
Na,HPO, 380¢g
Ajustar el pH a 7.4

Eosina Y al 5%

Eosina Y 50¢g
Agua destilada 100.0 ml

Calentar en una placa térmica hasta su disolucion. Filtrar con papel filtro. Colocar en
frasco ambar y conservar a temperatura ambiente.

Suero control negativo

Medio de cultivo RPMI o McCoy 9 ml
Suero de sujeto

con grupo sanguineo AB 1 ml
Ditiotreitol (DDT)

DDT 1.54 ¢
PBS (pH=7.4) 10.0 ml

Disolver el DDT en el PBS, mezclar y tomar 1 ml, colocarlo en un tubo de ensayo y
agregar 19 ml de PBS.
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Tabla de especificidades de moléculas de HLA clase I y II del MHC

ALELO

A*0101

A*0201

A*0202

A*0203

A*0204

A*0205

A*0206

A*0207

A*0208

A*0209

A*0210

A*0211

A*0212

A*0301

A*0302

A*1101

A*1102

A*2301

A*2401

A*2402

ESPECIFICIDAD  ALELO

Al
A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A2

A3

A3
All
All
A23(9)
A24(9)

A24(9)

A*2601

A*2901

A*2902

A*3001

A*3002

A*31011

A*31012

A*3201

A*3301

A*3401

A*3402

A*3601

A*4301

A*6601

A*6602

A*6801

A*6802

A*6901

A*7401

ESPECIFICIDAD ALELO

A26(10)
A29(19)
A29(19)
A30(19)
A30(19)
A31(19)
A31(19)
A32(19)
A33(19)
A34(10)
A34(10)
A36

A43

A66(10)
A66(10)
A68(28)
A68(28)
A69(28)

AT4(19)

B*0701

B*0702

B*0703

B*0801

B*1301

B*1302

B*1401

B*1402

B*1501

B*1502

B*1503

B*1504

B*1801

B*2701

B*2702

B*2703

B*2704

B*2705

B*2706

B*2707

ESPECIFICIDAD

B7
B7

B7

B8

B13
BI3
B14
B14
B62(15)
B75(15)
B72(15)
B62(15)
B18
B27
B27
B27
B27
B27
B27

B27
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B*3503

B*3504

B*3505

B*3506

B*3701

B*3801

B*3901

B*3902

B*4001

B*4002

B*4003

B*4004

B*4005

B*4101

B*4201

B*4401

B*4402

B*4403

B*4501

B*4601

B*4701

B*4801

B*4901

ESPECIFICIDAD
B35
B35
B35
B35
B37
B38
B39(16)
B39(16)
B60(40)
B40
B40

B40

B44(12)
B44(12)
B44(12)
B45(12)
B46
B47
B48

B49(21)
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ALELO

B*5001

B*5101

B*5102

B*5103

B*5201

B*5301

B*5401

B*5501

B*5502

B*5601

B*5602

B*5701

B*5702

B*5801

B*7801

B*7901

ESPECIFICIDAD ALELO

B50(21)
B51(5)
B51(5)
B51(5)
B52(5)
B53
B54(22)
B55(22)
B55(22)
B56(22)
B56(22)
B57(17)
B57(17)
B58(17)
B78

B79

Cw*0101

Cw*0102

Cw*0201

Cw*02021

Cw*02022

Cw*0301

Cw*0302

Cw*0401

Cw*0501

Cw*0601

Cw*0701

Cw*0801

Cw*0802

Cw*1201

Cw*1202

Cw*1301

Cw*1302

E*0101

E*0102

E*0103

E*0104

ESPECIFICIDAD

Cwl

Cwl

Cw2

Cw2

Cw2

Cw3

Cw3

Cw4

Cws

Cwo

Cw7

Cw8

Cw8

Cwl2

Cwl2

Cwl3

Cwl4

El

El

El

El



ALELO

DRA*0101

DRA*0102

DRBI1*0101

DRB1*0102

DRB1*0103

DRBI1*1501

DRB1*1502

DRB1*1503

DRB1*1601

DRBI1*1602

DRB1*0301

DRB1*0302

DRB1*0303

DRB1*0401

DRB1*0402

DRB1*0403

DRB1*0404

DRB1*0405

DRB1*0406

DRB1*0407

DRB1*0407

DRB1*0408

DRB1*0409
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ESPECIFICIDAD  ALELO

DRI
DRI
DRO103
DR15(2)
DR15(2)
DR15(2)
DR16(2)
DR16(2)
DR17(3)
DR18(3)
DR18(3)
DR4
DR4
DR4
DR4
DR4
DR4
DR4
DR4
DR4

DR4

DRBI1*0410

DRBI1*0411

DRBI1*0412

DRBI1*11011

DRBI*11012

DRB1*1102

DRB*1103

DRBI1*11041

DRB1*11042

DRB1*1105

DRB1*1201

DRB1*1202

DRBI1*1301

DRBI*1302

DRBI1*1303

DRB1*1304

DRBI1*1305

DRB1*1306

DRBI1*1401

DRB1*1402

DRB1*1403

DRB1*1404

DRB1*1405

ESPECIFICIDAD
DR4
DR4
DR4
DR11(5)
DR11(5)
DR11(5)
DR11(5)
DR11(5)
DR11(5)
DR11(5)
DR12(5)
DR12(5)
DR13(6)
DR13(6)
DR13(6)
DR13(6)
DR13(6)
DR13(6)
DR14(6)
DR14(6)
DR14(6)
DR 14(6)

DR14(6)

ALELO

DRBI1*1406

DRBI1*1407

DRB1*1407

DRB1*1408

DRB1*1409

DRB1*1409

DRB1*1410

DRB1*0701

DRB1*0702

DRB1*0801

DRB1*08021

DRB1*08022

DRBI1*08031

DRB1*08032

DRB1*0804

- DRB1*0805

DRB1*09011

DRB1*09012

DRBI*1001

ESPECIFICIDAD
DR14(6)
DR 14(6)
DR14(6)
DR14(6)
DR 14(6)

DR 14(6)

DR7
DR7
DRS
DR8
DRS
DRS
DR8
DR8
DR8
DR9
DR9

DR10
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DRB3*0101

DRB3*0201

DRB3*0202

DRB3*0301

DRB4*0101

ESPECIFICIDAD

DR52

DR52

DR52

DR52

DRS53
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ALELO

DRB5*0101

DRB5*0102

DRB5*0201

DRB5*0202

ESPECIFICIDAD

DR51

DR51

DR51

DR51

ALELO

DRB6*0101

DRB6*0201

DRB6*0202

ESPECIFICIDAD
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ALELO
DQA1*0101
DQA1*0102
DQA1*0103
DQA1*0104
DQA1*0201
DQA1*03011
DQA1*03011
DQA1*03012
DQA1*0302
DQA1*0401
DQA1*0501
DQA1*05011
DQA1*05012
DQA1*05013

DQA1*0601

DQB1*0501
DOBI1*0502
DQB1*05031
DQB1*05032
DQB1*0504

DQB1*0601

ESPECIFICIDAD

DQ5(1)
DQ5(1)
DQ5(1)

DQ5(1)

DQ6(1)
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ALELO
DQB1*0602
DQB1*0603
DQB1*0604
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DPB1*1701
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DPB1*2401
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DPB1*2601

DPB1*2701
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DPB1*2901
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DPB1*3301

DPB1*3401
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DPB1*3501

DPB1*3601
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