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RESUMEN DE LA TESIS

El trasplante renal es el tratamiento de eleccion en los pacientes con enfermedad renal crénica
avanzada porque mejora la supervivencia del paciente, su calidad de vida e implica menores
costes si lo comparamos con el tratamiento sustitutivo mediante didlisis. En los dltimos afios,
los avances en la inmunosupresiéon, la mejora en las técnicas quirirgicas y el mejor
conocimiento de la inmunologia del trasplante ha permitido mejorar la supervivencia del
paciente y del injerto a corto; sin embargo, las tasas de pérdida a medio y largo plazo
permanecen estables. Se han producido dos importantes avances en la dltima década: nuevas
técnicas de deteccion de anticuerpos HLA y mejor caracterizacion histoldgica del rechazo

mediado por anticuerpos.

El objetivo de la presente tesis ha sido profundizar en el conocimiento del rechazo mediado por
anticuerpos abordando nuevos aspectos desde dos puntos de vista: estudio serologico de los

anticuerpos HLA y caracterizacién histolégica del rechazo humoral.

Para ello, hemos analizado una amplia cohorte de pacientes trasplantados con estudio de
anticuerpos antiHLA pre y postrasplante determinados mediante tecnologia Luminex®. Los
pacientes con anticuerpos dirigidos frente al donante detectados pretrasplante presentan una
peor supervivencia del injerto y mayor riesgo de rechazo mediado por anticuerpos; y este riesgo
sigue incrementado tanto si persiste como si no el anticuerpo después del trasplante o aparece de
novo. Por otro lado, hemos realizado el estudio de otros anticuerpos considerados cldsicamente
menos inmunogénicos y con poca relevancia en el campo del trasplante hasta la fecha, pero que
las nuevas técnicas en fase sélida son capaces de detectar, como son los anticuerpos anti- HLA
DP. En nuestra experiencia, el 10% de los pacientes trasplantados presentan anticuerpos
antiHLA-DP detectados por Luminex®., tanto pre como postrasplante. La presencia de estos

anticuerpos no parece modificar el impacto en supervivencia del injerto.

Desde el punto de vista histoldgico, hemos demostrado que el rechazo mediado por anticuerpos
es un diagnéstico frecuente en las biopsias de injerto renal realizadas por indicacién segin los
criterios de la clasificaciéon Banff 2013, y presenta un peor prondstico que otras categorias
histoldgicas. Finalmente, hemos profundizado en el andlisis de la categoria histoldgica de
rechazo mediado por anticuerpos comparando la clasificacion de Banff 2009 con la nueva
definiciéon de cambios mediados por anticuerpos de la clasificaciéon de Banff 2013. Segin
nuestros resultados, la clasificacion de Banff 2013 proporciona un diagndstico mas preciso del

rechazo mediado por anticuerpos.
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THESIS SUMMARY

Kidney transplantation is considered the treatment of choice for patients with end-stage renal
disease. It is associated with improved survival, better quality of life and reduced costs when

compared with dialysis.

In recent years, the progress on immunosuppression, the improvements in the surgical
techniques and our better understanding of transplantation immunology have made it possible to
improve both the patient and graft survival, notwithstanding this, loss rates in medium and long-

term outcomes experienced stability.

Two major developments have taken place over the last decade: new techniques to detect HLA

antibodies, and a better histological characterization of antibody-mediated rejection.

The aim of this thesis is to go further into depth on knowledge of antibody-mediated rejection
by addressing the issue from the point in two respects: HLA antibody serological survey and

histological characterization of humoral rejection.

To that end, we have analyzed a large cohort of transplant patients with pre and post-transplant

anti-HLA antibodies determined by Luminex® technologies.

Patients with preformed donor specific antibodies show worse graft survival and greater risk of

antibody-mediated rejection, regardless potential DSA clearing after transplantation

Furthermore, we carried out a survey of typically less immunogenic antibodies with low
relevance in the transplant field thus far, such as HLA DP, albeit it is detectable by recent solid

phase techniques.

In our experience, 10% of transplant patients show antiHLA-DP antibodies as detected by
Luminex® assay both pre and post-transplant. The presence of these antibodies does not seem to

change graft survival impact.

Histologically, we have shown that antibody-mediated rejection is a common diagnosis most
often seen in kidney graft biopsies as carried out according to Banff 2013 classification criteria;
antibody-mediated rejection also shows worse prognosis compared to other histological

categories.

Eventually, we have delved into the analysis of antibody-mediated rejection category by
comparing Banff 2009 classification to the new antibody-mediated changes from Banff 2013.
According to our results, Banff 2013 classification provides a more accurate diagnosis of

antibody-mediated rejection.
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1. INTRODUCCION
1.1.Trasplante renal: importancia y causas de pérdida

El trasplante renal ha demostrado ser el mejor tratamiento en pacientes con enfermedad renal
crénica (ERC) cuando se comparan con otras técnicas de terapia renal sustitutiva, tanto en

términos de supervivencia (1, 2) como en calidad de vida(3).

El dltimo informe de la organizacion nacional de trasplantes (ONT) muestra que mds de la
mitad de los pacientes con ERC en terapia renal sustitutiva en Espafia tiene un injerto
funcionante. Espafia se mantiene a la cabeza mundial en tasas de trasplante renal, lo cual no
evita que actualmente casi 4000 pacientes continden esperando un rifidn mientras permanecen

en un programa de didlisis (188) (Figura 1).

em==Trasplante eswsslista de espera w7 Trasplantados/LE

o b - 100%
S 5593 1
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5.000 A 60 4309 | g
*1467444 455244340433 e f | 8o%
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Figura 1 - Informe de la organizacién nacional de trasplante de 2017: evolucién del niimero de
trasplantes realizados y lista de espera.

Los avances en inmunosupresién, en técnicas quirtirgicas y en el conocimiento de la
inmunologia del trasplante han permitido mejorar las tasas de supervivencia del paciente y del
injerto, fundamentalmente a corto plazo. La probabilidad de pérdida de injerto por todas las
causas el primer afio postrasplante ha pasado del 13.9% en 1997 al 7.7% en 2013 (4). Sin
embargo, alrededor del 50% de los injertos renales se pierden a los 10 afios y las tasas de
pérdida de injerto mds all4 del primer afo se han mantenido estables en los dltimos 25 afios. La
tasa anual de pérdida es del 3-5% para trasplantes renales procedentes de donantes fallecidos en
muerte encefdlica 6ptimos y 2-3% para injertos procedentes de donante vivo (5). Las miultiples
causas involucradas en estas pérdidas de injerto conducen a lo que se ha denominado de forma

clasica la disfuncion crénica del injerto o nefropatia crénica del injerto. Esta entidad es un cajon




Esta entidad es un cajon de sastre, que engloba pérdidas debidas a un conjunto de factores que
incluyen causas inmunoldgicas y no inmunolégicas que originan glomeruloesclerosis y fibrosis
intersticial, y finalmente llevan a la pérdida del injerto (6, 7). Un estudio de El-Zoghby et al (8)
analiz6 en 1317 receptores de trasplante renal con biopsias de protocolo en diferentes momentos
postrasplante, las causas mds frecuentes de pérdida de injerto de pacientes que no fallecieron
durante mds de 5 afios de seguimiento: la enfermedad glomerular (que incluye recidiva de la
enfermedad glomerular de base y la glomerulopatia crénica del trasplante), seguida de la IFTA

y del rechazo agudo.

Para la presente tesis, hemos analizado las pérdidas de injerto de los tltimos 10 afios de nuestra
cohorte de pacientes trasplantados en el Hospital del Mar. De las 255 pérdidas entre 2006 hasta
2016, con una mediana de seguimiento de 66 meses [rango intercuartilico (RIQ) 6-158 meses],
88 (35%) pacientes mueren con injerto funcionante (Figura 2A) y 161 (63%) pierden el injerto
con vuelta a didlisis o retrasplante. Cuando analizamos las casusas de pérdida de injerto,
observamos que el 45% son debidas a rechazo crénico (el 18% de ellas, demostrado por biopsia)

(Figura 2B)
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Figura 2A
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Figura 2 - Causas de pérdidas en pacientes trasplantados del Hospital del Mar (2006-2016). [2A]
Causas de muerte con injerto funcionante. [2B] Causas de pérdida de injerto




En los tltimos afios, se ha tratado de avanzar en el conocimiento de la patogénesis y los
mecanismos que llevan a esta pérdida tardia o crénica del injerto. En este sentido, entre los mas
importantes avances en la ultima década se encuentran el desarrollo de nuevas técnicas de
deteccion de anticuerpos (9-13) la mejor caracterizacion del rechazo mediado por anticuerpos
(RMA) (14-17). En este sentido, la incorporacién de la tecnologia Luminex®, la deteccién de
depdsitos de complemento den forma de C4d y la incorporaciéon de la inflamacion
microvascular (IMV) en las biopsias renales (BR) como criterio diagndstico ha cambiado el

paradigma en el campo del rechazo humoral.

A pesar de estos avances en las herramientas diagndsticas del RMA, se desconoce su impacto
real en la pérdida de injerto a medio y largo plazo dada la variedad de fenotipos que abarca.
Ademds, excepto en el caso del RMA con disfuncién renal precoz, no disponemos de
tratamientos eficaces. Es importante contribuir a la mejor caracterizacién de los diferentes
fenotipos del RMA, y sus caracteristicas seroldgicas e histoldgicas con objeto de determinar sus

implicaciones terapéuticas y prondsticas.
1.2. Anticuerpos anti-HLA y su impacto clinico

1.2.1. Sistema HLA (antigeno leucocitario humano)

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) es un conjunto de genes que codifican
proteinas especializadas en la presentacién antigénica, que permiten la activacién de procesos
criticos en la generacion de la respuesta inmune. La funcién fisioldgica de las moléculas del
CMH es la presentacion de péptidos a los linfocitos T. Las moléculas del CMH son parte
integral de los ligandos que reconocen la mayoria de las células T, ya que los receptores de
antigenos de las células T son especificos para los complejos de antigenos peptidicos extrafios y
moléculas del CMH propias (18). Por tanto, la funcién de las moléculas del CMH es unir
fragmentos peptidicos derivados de agentes patdgenos y presentarlos sobre la superficie celular
para su reconocimiento por las células T apropiadas. En humanos, el CMH se denomina sistema
Antigeno Leucocitario Humano (HLA). Se caracteriza por ser poligénico, polimdrfico y
expresarse en la membrana de las células, es decir, muy accesible a los anticuerpos y a los
receptores de los linfocitos T (TCR). Su funcién fisioldgica en células especializadas es la de
presentar péptidos a los linfocitos. Su estructura estd modulada para encajar perfectamente en
los TCR, lo que permite que los linfocitos reconozcan con precision pequefias diferencias en las

secuencias peptidicas de sus alelos. (18, 19).

El sistema HLA se localiza en el brazo corto del cromosoma 6, y se han identificado mas de 400

genes. (20)
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Figura 3 - Localizacion y organizacion del sistema HLA en el cromosoma 6

Las proteinas que codifica se expresan como heterodimeros en las superficies celulares y su
elevado grado de polimorfismo ha permitido identificar en la actualidad mas de 16.000
alelos(21). Este alto grado de polimorfismo es el responsable del reconocimiento como “agentes
extrafios” de trasplantes de 6rgano sélido y células hematopoyéticas cuando atravesamos las

barrearas naturales.
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Figura 4 - Nimero de alelos HLA clase I y II registrados anualmente en IMGT/HLA Database
[Modificado de (21)]

El sistema HLA se hereda en codominancia y habitualmente como una unidad que se denomina

haplotipo. Los dos haplotipos, cada uno heredado de cada progenitor, conforman el genotipo del




individuo (20). Ciertas combinaciones de alelos se heredan juntos con mds frecuencia,

fenémeno conocido como desequilibrio de ligamiento.
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Figura 5 - Expresion codominante de los genes HLA. [Modificado de (18)]

Se conocen tres clases de moléculas HLA, si bien sélo dos tienen un papel definido en el

reconocimiento antigénico en trasplante (19):

a) HLA clasel

Las moléculas de clase I son heterotrimeros que se expresan en la superficie de casi todas las
células nucleadas. Estas moléculas estdn constituidas por dos cadenas polipeptidicas unidas sin
enlaces covalentes: una cadena pesada variable (denominada cadena o) y una subunidad
constante no codificada en el cromosoma 6 sino en el cromosoma 15, denominada B-
microglobulina. La asociaciéon de ambas cadenas es imprescindible para que las moléculas de
clase I se expresen en la superficie de la membrana celular. La molécula de clase I se ancla en la
membrana plasmatica mediante su segmento hidrofébico transmembrana y el tallo hidrofilico
citoplasmadtico. La principal funcién de las moléculas de clase I es presentar péptidos a las

células T CDS".




b) HLA clase II

Las moléculas de clase II son glicoproteinas unidas a membranas celulares y solo se encuentran
de forma constitutiva en la superficie de las células dendriticas, linfocitos B y macréfagos. Estan
compuestas por dos cadenas polipeptidicas unidas de forma no covalente: una cadena o y una
cadena 3, ambas codificadas por genes polimérficos del CMH (excepto los antigenos HLA DR,
con polimorfismo sélo para la cadena ). Cada una de ellas contiene dos dominios externos al,
a2,y B1,B2. Los dominios a1y 31 forman una hendidura que seré la zona de unién al antigeno.
A diferencia de las moléculas de clase I, la funcién de las moléculas de clase II es la

presentacién de péptidos a las células T CD4".
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Figura 6 - Estructura de las moléculas HLA de clase I y HLA de clase II. Modificado de (18)

Nomenclatura del sistema HLA

La nomenclatura estandarizada del sistema HLA, incorporacién de nuevos genes, secuencias de
alelos y control de calidad estd establecida por el WHO Nomenclature Committee for Factors of
the HLA Systemde la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). La estandarizacién de las
especificidades antigénicas HLA se establecen en los International Histocompatibility

Workshops .(22)

Desde que en el afio 1958 se descubrié el primer antigeno HLA denominado inicialmente
"Mac", los diferentes laboratorios fueron nombrando las especificidades a medida que se iban
describiendo. La recomendacién inicial del grupo de expertos de la OMS fue la de establecer
una nomenclatura tnica que consistiera en el prefijo "HL-A" seguido por un numero.

Posteriormente, segtin se fueron descubriendo los genes HLA, se introdujeron las letras A, B, C,




DP, DQ y DR a continuacién del prefijo “HLA” y como sufijo el c6digo numérico. Desde
entonces hasta el 2010, la nomenclatura HLA fue sufriendo cambios a medida que se iban

describiendo mads alelos y las técnicas de deteccién evolucionaban.

Actualmente la nomenclatura estandarizada propuesta por WHO Nomenclature Committee for

Factors of the HLA System se muestra en la figura 6 (23).
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Figura 7 - Nomenclatura actual del sistema HLA

En la siguiente tabla se expone un ejemplo de la nomenclatura HLA y su significado:

Tabla 1 Ejemplo de nomenclatura actual HLA

HLA Gen HLA
HLA-DRBI Locus HLA, ejemplo DRB1
HLA-DRBI*13 Grupo de alelos que codifica el antigeno DR13
HLA-DRBI*13:01 Especificidad alélica
HLA-DRBI*13:01:02 | Alelo que difiere en una mutacién de DRB1*13:01:01

En trasplante renal actualmente se recomienda realizar el tipaje hasta la especificidad alélica

(24).

1.2.2. Técnicas de deteccion de anticuerpos anti-HLA

En la actualidad disponemos diversas técnicas para la deteccion de anticuerpos anti-HLA que

podemos diferenciar atendiendo a las dianas que utilizan en:

a) Técnicas celulares:
e Basadas en la utilizacion de células vivas

e Tipos de técnicas: Citotoxicidad mediada por complemento (CDC) y citometria de flujo

(CF)




b)

Técnicas en fase solida:

Basadas en el uso de moléculas HLA purificadas

Tipos de técnicas: ELISA, FlowPRA® y Luminex®
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Figura 8 - Técnicas de deteccion de anticuerpos anti-HLA

a) Técnicas basadas en células

a.l)Citotoxicidad mediada por complemento (CDC)

La técnica de CDC es un ensayo bioldgico que requiere la unién de anticuerpos a
las dianas antigénicas, la activacion del sistema del complemento y la valoracion
por microscopia de la muerte celular revelada por medio de un colorante. Se basa en
hacer reaccionar el suero del receptor con los linfocitos del potencial donante para
establecer si existe una reaccién antigeno-anticuerpo capaz de desencadenar una
reaccion de citotoxicidad dependiente de complemento. Si se trata el suero con DTT
(dithiothreitol) es posible diferenciar los anticuerpos linfocitotoxicos de tipo IgM
(generalmente autoanticuerpos) de los anticuerpos tipo IgG, debido a que el DTT

rompe los puentes disulfuro de las inmunoglubulinas tipo IgM (25-27).

Esta técnica sigue vigente desde 1969, cuando Patel et al.(28) describieron su
elevado poder predictivo de rechazo hiperagudo en trasplante renal. De hecho, en la
actualidad forma parte de la rutina habitual antes de realizar un trasplante renal en
muchos programas, contraindicando su realizacién si resulta positiva por el alto

riesgo de rechazo hiperagudo.




La técnica CDC se utiliza para realizar la prueba cruzada pretrasplante renal, pero
también para determinar si un potencial receptor tiene en el suero anticuerpos
contra antigenos HLA. Para esto se utiliza un panel amplio de células que
representan la distribucién de posibles donantes renales. De ahi surge el concepto
de Panel Reactive Antibodies (PRA): porcentaje de células frente a las que la
prueba cruzada es positiva. Este valor numérico es una estimacién de la
probabilidad de acceso al trasplante de un receptor. Dentro del estudio
inmunoldgico para la evaluacion y seguimiento de los pacientes en lista de espera se

recomienda el estudio periddico de los sueros y tras un evento sensibilizante.
a.2) Citometria de flujo (CF)

Para detectar anticuerpos anti-HLA donante-especificos mediante CF se emplean
como fuente de antigenos los linfocitos procedentes del donante (29, 30). La CM
revela anticuerpos presentes en el suero del receptor que se unen a los antigenos de
membrana de los linfocitos del donante mediante una anti-IgG humana marcada con
un fluorocromo. Permite distinguir los anticuerpos anti-HLA de clase II, que se
unen dnicamente con los linfocitos B, de los anti-HLA clase I que reaccionan con
los linfocitos T y los B. La positividad de la prueba se basa en el incremento del
canal medio de fluorescencia que emiten las células, y cada laboratorio determinara

su umbral de positividad.

Aunque la CF también estd sujeta a los inconvenientes de utilizar células, es mas
sensible que las técnicas de CDC y ha demostrado ser 1til para identificar pacientes
con DSA pero prueba cruzada por CDC negativa, y por tanto mayor riesgo de

rechazo mediado por anticuerpos (31, 32).

Los ensayos de CF son dificiles de estandarizar debido a la variabilidad entre
citémetros, fluorocromos, reactivos antiglobulina, y variaciones en la ratio
célula/suero. Por estos motivos, el Consensus Guidelines on the Testing and
Clinical Management Issues Associated With HLA and Non-HLA Antibodies in
Transplantation (11) propone que cada laboratorio valide sus resultados con esta

técnica y los correlacione con el riesgo clinico en su propio centro.

b) Técnicas en fase sélida

b.1)Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

El método de ELISA estd fundamentado en el uso de moléculas HLA adheridas a
un soporte plastico. Estas moléculas HLA se obtienen por inmunoprecipitaciéon de

plaquetas o lineas celulares inmortalizadas por virus de Epstein Barr o mediante
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proteinas recombinantes. Mediante la lectura de la densidad dptica que genera el
cambio de color de un sustrato, se pone de manifiesto la existencia de anticuerpos
unidos a moléculas HLA por medio de una inmunoglobulina anti-IgG conjugada

con una enzima (peroxiadas o fosfatasa alcalina)(33-35).

Actualmente esta técnica estd en desuso en nuestro entorno y ha sido sustituida por
otros métodos de deteccion de anticuerpos con mayor sensibilidad y menos
laboriosos como son las técnicas de citometria de flujo y los ensayos en plataforma

Luminex®.

b.2)FlowPRA®

FlowPRA® es una técnica de citometria de flujo que utiliza para la deteccién de
anticuerpos anti-HLA dos grupos de 30 microesferas o beads revestidas con

diferentes antigenos de HLA de clase I o de clase II purificados (36).
b.3)Ensayos en plataforma Luminex®

Las técnicas en fase sélida que utilizan un fluoroanalizador se conocen como
ensayos en plataforma Luminex® y se basan en el mismo principio técnico que la
CF. En este caso, se utilizan moléculas HLA solubilizadas unidas a microesferas de
poliestireno. Cada una de estas microesferas estd marcada con una combinacion
unica de fluorocromos, que posteriormente serd leida en el fluoroanalizador o
Luminex®. Para ello, el Luminex® consta de dos tipos de laser, uno para identificar
la molécula HLA adherida a la microesfera y otro, que de forma simultinea
determina la presencia o ausencia de anticuerpos unidos. Es una técnica
semicuantitativa que relaciona la cantidad de anticuerpo con la intensidad de
fluorescencia emitida, asi los resultados se informan con un valor numérico
conocido como intensidad mediana de fluorescencia (MFIL: median fluorescence

intensity) (37-39).

Para la determinacién de los anticuerpos anti-HLA por Luminex®, en nuestro

entorno, se emplean dos tipos de ensayos:

e Estudios de cribaje: a cada microesfera se encuentran adheridas varias
moléculas HLA. Dependiendo de la compafifa comercializadora, se utlizan
4-5 microesferas con antigenos HLA clase I y 5-6 con antigenos HLA
classe II.

e Estudios de antigeno aislado [single antigen (SA)]: cada microesfera lleva

adherido un solo antigeno HLA obtenido por técnicas de ADN
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recombinante. Actualmente, con técnicas de SAB es posible detectar mds de

90 antigenos de clase I y mds de 90 de clase II.

El andlisis detallado, mediante técnica de SAB, de todos los anticuerpos presentes

en el suero de un potencial permite:

a) Obtener el PRA calculado (PRAc) con mayor precisién, que computa el
porcentaje de donantes con los que potencialmente un receptor tendrd una
prueba cruzada positiva y por tanto proporciona informacién sobre las

posibilidades de acceso al trasplante de ese potencial receptor (40, 41).

Existen varias calculadoras online que permiten obtener el PRAc en

relacion con la poblacion de donantes del drea geografica

e (Calculadora Eurotransplant:

https://www.etrl.org/Virtual%20PRA/Default .aspx

e Calculadora Organ Procurement and Transplantation Network
(OPTN):

https://optn.transplant hrsa.gov/resources/allocation-

calculators/cpra-calculator/

e Calculadora Canadian Transplant Registry (CTR):

http://lwww .pra-calculator .cal/

b) Realizar prueba cruzada virtual (XMV), que predice si el suero del receptor
va a reaccionar contra les células de un determinado donante, una vez
conocido el tipaje del donante. Se conoce como XMV positiva si alguno de

los antigenos prohibidos del receptor estd presente en el donante.(42)

En estos conceptos se basan muchos de los programas de intercambio de 6rganos
nacionales o Internacionales para establecer criterios de inclusion de los pacientes
en lista de espera en estos programas y seleccionar los posibles receptores que
tendrdn una prueba cruzada negativa ante un potencial donante, sin necesidad que

en un primer momento viajen linfocitos del donante (42).

Mais adelante se analizard el impacto de estas técnicas en el rechazo mediado por

anticuerpos y en la supervivencia del injerto.

Comparacion entre técnicas de deteccion de anticuerpos

La ventaja del ensayo de CDC es que se trata de una prueba funcional que identifica anticuerpos

frente al donante, capaces de producir reconocimiento antigénico y muerte celular. Descartar el
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trasplante ante una prueba cruzada positiva pretrasplante, ha demostrado ser a lo largo de los
afios el mejor método para evitar el rechazo hiperagudo debido a la presencia de anticuerpos
anti-HLA donante-especificos (DSA) en el receptor (28, 43). Sin embargo, como técnica para la
deteccion de anticuerpos anti-HLA tiene diversos inconvenientes: menos sensibilidad que otras
técnicas de deteccion de anticuerpos, los resultados pueden verse afectados por la viabilidad de
las células utilizadas, y por otro lado, detecta autoanticuerpos y otros anticuerpos no HLA

contra antigenos de la superficie celular con escaso significado en trasplante renal.

Antes del desarrollo de los ensayos en fase sélida, la utilizacion de técnicas de citometria de
fluyjo introdujo una mejora en la sensibilidad para la deteccién de anticuerpos anti-HLA
dirigidos frente al donante. Sin embargo, su uso para realizar prueba cruzada es limitado debido
a que es una técnica laboriosa que requiere necesidad de personal especializado si la
comparamos con la técnica de CDC. Esto ha hecho que no la haya reemplazado en muchos
laboratorios de histocompatibilidad para el estudio urgente en caso de receptor de donante
fallecido, y se limite al estudio en receptores de donante vivo (44). La cuestiéon de si la
citometria de flujo es tan sensible como los ensayos en fase sélida fue objeto de debate durante
algin tiempo, pero el consenso general es que el ensayo basado en SAB es el mas sensible para

detectar anticuerpos HLA, a pesar de sus limitaciones (45).

En los tltimos afios, los ensayos en plataforma Luminex® se han convertido en el “gold
standard” y se han incorporado a la rutina de los laboratorios de histocompatibilidad. La
sensibilidad adicional que proporciona esta técnica ha permitido detectar anticuerpos anti-HLA
que pasaban desapercibidos con otras técnicas. Proporciona informacién sobre antigenos
“prohibidos” en pacientes muy sensibilizados o retrasplantados, o especialmente anticuerpos
para las especificidades frente a DP dificiles de detectar con otros métodos (46). La
identificacién de anticuerpos frente a DQA1*, DQB1*, DRB3*, DRB4*, DRB5* y DPB1*
demuestra que los anticuerpos contra DQ y DP, ademds de frente a DR, coexisten en receptores
de trasplante de drganos y estdn implicados en la supervivencia del injerto y en el rechazo

mediado por anticuerpos(47).

-12-



Tabla2  Comparacion de las caracteristicas de las diferentes técnicas de deteccion de
anticuerpos anti-HLA

CDC ELISA Citometria de flujo Luminex®
Capacidad de
dlfgrenmar . Laborioso Sencillo Sencillo Sencillo
anticuerpos anti-
HLA clase [y I
Posible
(requiere
Utilizacion para S No S extrac}ci(’)n de
prueba cruzada moléculas
HLA del
donante)
Determinacién de
anticuerpos fijadores Si No Posible Posible
de complemento
Falsos positivos por Si
antigenos No St (por utilizar moléculas Si
desnaturalizados HLA)
Falsos posmvos por S No . 'Sl ) No
autoanticuerpos (por utilizar células)
Equipamiento Barato Medio Caro Caro
Sensibilidad Baja Media Alta Alta

1.2.3. Anticuerpos anti-HLA preformados

a) Definicién y frecuencia

Histdricamente, la presencia de una prueba cruzada positiva por CDC ha contraindicado la
realizacién de un trasplante renal por el riesgo elevado de rechazo agudo precoz que pone de
manifiesto la presencia de anticuerpos pretrasplante dirigidos frente al donante, responsables de
esta respuesta inmunolégica (28). Este impacto negativo se ha descrito también en pacientes con
prueba cruzada positiva por CDC para células B, incluso cuando la prueba cruzada por CDC
para células T es negativa. (48). El avance en las técnicas de detecciébn de anticuerpos,
especialmente la CF y los ensayos en fase sélida mediante tecnologia Luminex®, ha permitido
identificar y caracterizar mejor los anticuerpos detectados pretrasplante, y su potencial impacto

clinico.

Se ha reportado una incidencia variable de DSA pretrasplante identificados por Luminex®, entre
un 8% a un 20% en cohortes de pacientes de riesgo inmunoldgico bajo e intermedio que se

trasplantan con prueba cruzada por CDC negativa (49-54).

En la tabla 3 se muestra la incidencia de los DSA preformados detectados mediante estudios de
SAB. En todos los estudios recogidos, la prueba cruzada por CDC es negativa, y se dividen

segun la prueba cruzada por CF es positiva vs. negativa/no reportada.
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Tabla3  Incidencia de DSA preformados detectados por Luminex® de acuerdo a prueba
cruzada por citometria de flujo

Autor / afio Pacientes Pacientes con Incidencia
estudiados DSA
Prueba cruzada por citometria de flujo negativa
Patel (55) / 2007 60 20 33.3%
Gupta (56) / 2008 121 16 13.2%
Vlad (57) / 2009 325 27 8.3%
Willicombe (58) / 2011 480 45 9.4%
Couzi (31) /2011 57 18 31.5%
Kimbal (59) /2011 308 48 15.6%
Marfo (60) / 2014 439 66 15.0%
TOTAL 1.790 240 13.4%
Prueba cruzada por CF no realizada/no reportada
Gibney (61) / 2006 136 20 36.0%
Bielmann (62) / 2007 65 9 13.8%
Van den Berg-Loonen (63) / 2008 34 13 38.2%
Aubert (64) / 2009 113 11 9.7%
Mahmoud (65) / 2009 153 16 10.4%
Amico (52) / 2009 334 67 20.0%
Billen (53) / 2009 165 32 19.0%
Lefaucheur (54) / 2010 402 86 18.9%
Siisal (66) /2011 236 53 22.4%
Caro-Oleas (51) / 2012 892 103 11.5%
Otten (67) /2012 837 290 34.6%
Kanter (68) / 2012 222 46 20.7%
Kannabhiran (69) / 2015 543 154 28.0%
Malheiro (49) / 2015 462 40 8.6%
Salvadé (50) / 2016 280 24 8.6%
Caillard (70) / 2016 239 37 18.3%
Aubert (71) / 2017 771 103 13.3%
TOTAL 5.884 1.112 18.9%

b) Impacto en rechazo mediado por anticuerpos

Los estudios iniciales de Patel y Terasaki pusieron de manifiesto el efecto deletéreo de los DSA
preformados detectados por CDC en la supervivencia del injerto por su implicacién directa en el
RMA agudo. Posteriormente, con la mejora en las técnicas de deteccion de anticuerpos hacia
técnicas més sensibles, y especialmente con el desarrollo de la tecnologia Luminex® se ha

tratado de establecer el papel que juegan los DSA preformados en el desarrollo del RMA.

En 2012, Mohan et al. realizaron una revisién sistemdtica y meta-andlisis de los estudios
publicados hasta entonces para establecer el riesgo que los DSA preformados detectados con
estudios de SAB confieren en RMA y supervivencia del injerto. Asi, establecieron que el riesgo
de RMA es doble en pacientes con DSA preformados comparados con los pacientes sin DSA y
que tenian prueba cruzada por CF negativa. En el grupo con prueba cruzada por CF no realizada
0 no reportada este riesgo era practicamente el cuddruple. Aunque su andlisis tiene algunas

limitaciones como la heterogeneidad en inmunosupresion y en la interpretacion de los ensayos
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de SAB utilizados (fundamentalmente diferencias en el umbral de MFI para considerar positivo
un anticuerpo, o incluso falta de reporte de ese umbral) concluyen que la presencia de DSA

preformados se asocia a un incremento en el riesgo de RMA agudo. (72).

Para la presente tesis, hemos revisado todos los trabajos publicados hasta la fecha que incluyen
andlisis de los DSA preformados y la incidencia de rechazo. Hemos calculado segutn los datos
reportados en cada uno de los estudios la OR para el riesgo de rechazo en el grupo de pacientes
con DSA preformados comparado con el grupo de pacientes que se trasplantan sin DSA. En la
tabla 4 se recogen cada uno de los estudios con la OR correspondiente y su significacion,
ademas del tipo de rechazo utilizado como outcome en los citados estudios. En 18 de los 20
estudios analizados, el riesgo de rechazo estd incrementado en los pacientes con DSA
preformados. Y aunque no todos los estudios incluyen el mismo tipo de rechazo, parece existir
una asociacion entre el RMA y la existencia de DSA preformados. El impacto de las
caracteristicas especificas de los DSA: nivel de MFI, subclase HLA vy fijacion de complemento

se abordara mas adelante.

Tabla4  Riesgo de rechazo agudo en pacientes con DSA preformados

Autor / afio OR p Tipo de rechazo

Gibney (61) / 2006 1133 | <0.05 | Rechazo agudo - demostrado - por
biopsia

Patel (55) / 2007 6.83 | <0.05 | RMA agudo
Bielmann (62) / 2007 15.1 | <0.05 g\l’i‘z :;ECCEECQ moses)
Gupta (56) / 2008 0.90 NS | Rechazo agudo
Van den Berg-Loonen (63) / 2008 5.14 | <0.05 | Rechazo agudo
Vlad (57) / 2009 470 | <0.05 | RMA
Aubert (64) / 2009 23.7 | <0.05 | RMA agudo
Mahmoud (65) / 2009 6.6 | <0.05 | RMA
Amico (52) / 2009 5.94 | <0.05 | RMA clinico/subclinico
Billen (53) / 2009 1.62 | <0.05 | Rechazo agudo
Lefaucheur (54) / 2010 13.28 | <0.05 | RMA agudo

2.62 | <0.05 | Rechazo agudo

Willicombe (58) /2011 377 | <005 | RMA
Couzi (31) /2011 6.5 | <0.05 | Rechazo agudo
Kimbal (59) /2011 20.23 | <0.05 | RMA
Caro-Oleas (51) / 2012 1.59 | <0.05 | RMA

1.18 NS | Rechazo agudo a 1 afio
Marfo (60) /2014 239 | NS | RMA crénico
Kannabhiran (69) / 2015 143 | <0.05 | RMA
Malheiro (49) / 2015 653 | <0.05 | RMA
Caillard (70) / 2016 331 | 007 | RMA
Salvadé (50) /2016 13.57 | <0.05 | RMA agudo

¢) Impacto en supervivencia del injerto

Como hemos comentado en el apartado anterior, la presencia de DSA no solo se ha asociado al
riesgo de rechazo, y mas especificamente al riesgo de RMA, sino también a la supervivencia del

injerto. Algunos grupos han tratado de evaluar el papel del RMA en la pérdida del injerto.
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Como sefialaba antes, El-Zoghby et al (8) en un andlisis de 1317 pacientes trasplantados
seguidos mds de 50 meses, encontré que el 11.6% perdia el injerto (muerte censurada). La causa
mds frecuente en estos casos con biopsia renal (BR) por indicacién fue la enfermedad
glomerular (36.6%), seguida de la fibrosis intersticial/atrofia tubular (FI/AT) (30.7%), y sin
embargo, solo el 11.8% de las pérdidas era secundaria a un rechazo agudo. Ademds, solo 4
pacientes perdieron el injerto por RMA en el primer afio postrasplante, pero entre los pacientes
que lo perdieron por “enfermedad glomerular” incluian la glomerulopatia crénica del trasplante,
probablemente en el seno de RMA en muchas ocasiones. El grupo de Edmonton, en un analisis
de biopsias por indicacién establecieron que el RMA era la causa mds frecuentemente
encontrada (47%) en los pacientes que pierden el injerto (73).En este estudio no se reporta si los

DSA determinados en el momento de la BR eran preformados o de aparicion postrasplante.

Otros grupos han tratado de evaluar el impacto especifico de los DSA preformados en la
supervivencia del injerto. Asi, en el meta-andlisis anteriormente mencionado de Mohan et al
(72) se establece que el riesgo relativo de pérdida de injerto es superior en el grupo de pacientes
con DSA preformados que se trasplantan con prueba cruzada por CDC y CF negativas,
comparado con los pacientes sin DSA en el momento del TR. De forma similar ocurre con el

grupo de pacientes con prueba cruzada por CDC negativa y por CF no realizada.

Cuando analizamos detalladamente los trabajos que evaldan este impacto, incluyendo los del
citado meta-andlisis y otros publicados posteriormente, observamos que, salvo tres estudios
iniciales (56, 64, 65) y un estudio con un corto periodo de seguimiento (1 afio postrasplante)
(60), los pacientes con DSA detectados antes del TR presentan una peor supervivencia del
injerto comparada con aquellos que se trasplantan sin DSA, con un seguimiento medio de 5
afos. En la tabla 5 se recoge la supervivencia (muerte censurada) reportada por los diferentes
estudios que comparan pacientes con DSA pretrasplante y sin DSA. La supervivencia media
global de los pacientes con DSA fue menor que la de los pacientes sin DSA (71.5% vs 79.2%,
p=0.014).
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Tabla § Supervivencia del injerto (muerte censurada) de pacientes con DSA preformados
comparada con pacientes sin DSA en el momento del trasplante
Autor / afio Supervivencia del injerto (muerte censurada) Tiel.np.o de
DSA preformado | No DSA p seguimiento

Gibney (61) / 2006 75% 94% 0.04 6 meses
Gupta (56) / 2008 83% 94% NS 5 aflos
Van den Berg-Loonen (63) / 2008 60% 78% 0.60 8 afios
Aubert (64) / 2009 99% 100% NS 1 afo

Mahmoud (65) / 2009 85% 95% 0.24 5 aflos
Amico (52) / 2009 R 89% o 5 afios

. Clase I: 41% 0.006 ~

Billen (53) /2009 Clase I1: 64% 70% 07 5 afios
Lefaucheur (54) /2010 71.2% 89.2% <0.001 5 afios
Higgins (74) / (2011) 43% 89% 0.03 5 afios
Willicombe (58) / 2011 86.7% 94.3% <0.001 3 afios
Kimbal (59) / 2011 96% 67% <0.001 3 afios
Otten (67) / (2012) 46% 60% 0.02 10 afios
Caro-Oleas (51) /2012 72.2% 91.5% <0,001 8 afos
Marfo (60) /2014 93% 96% 1 1 afio

Kannabhiran(69)/ 2015 89% 94% 0.002 3 afios
Malheiro (49) / 2015 84.8% 94.9% 0.005 5 afios
Caillard (70) / 2016 70% 71% 0.13 5 afios
Salvadé (50) /2016 75.5% 95.5% <0.013 5 aflos
Global 71.5% 79.2% 0.014 5 aflos

1.24. Impacto de los anticuerpos anti-HLA detectados postrasplante

a) Definicion y frecuencia

Como se ha desarrollado en el apartado anterior, los avances de la tecnologia Luminex “en
los tltimos afios y su incorporacion rutinaria en los Laboratorios de Histocompatibilidad
facilita evaluar la presencia de DSA anti-HLA en el momento del trasplante o durante el
seguimiento en lista de espera. Ademds permite la monitorizacién de anticuerpos anti-HLA
durante el seguimiento postrasplante, la deteccion de DSA de novo, es decir que se
desarrollan después del TR. En la fase previa a la introduccion de las técnicas en fase sélida,

ya se apuntaba la relevancia de los DSA postrasplante.

En los afios 80, se sugeria que la presencia de DSA postrasplante se relacionaba con la
supervivencia de injerto. En 1987, Martin et al (75) reportaron que la presencia de DSA
detectados con técnicas de CDC se asociaba con mayor pérdida de injerto. Posteriormente,
Halloran et al.(76) observaron que la presencia de anticuerpos frente a antigenos HLA de
clase I detectados por CDC utilizando linfocitos T en pacientes sin anticuerpos pretrasplante
con esa técnica se asocié a mds rechazo y peor supervivencia del injerto. Ademads, en la era

pre-Luminex“también se observé la asociacién de la presencia de DSA de novo detectados
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con técnicas de CDC y CF con el rechazo agudo. En 2001, Crespo et al.(77), describieron
que el 37% de los pacientes con un rechazo agudo resistente a tratamiento con corticoides

tenian DSA postrasplante circulantes frente a antigenos HLA de clase I y/o II del donante.

El desarrollo posterior de las técnicas basadas en SAB ha permitido una mejor
caracterizacion de los DSA detectados postrasplante. Para que los anticuerpos anti-HLA
puedan considerarse de novo es importante un adecuado estudio pretrasplante que
demuestre la ausencia de DSA. El uso de técnicas de SAB ha permitido poner de manifiesto
anticuerpos que probablemente pasaban desapercibidos con otras técnicas de deteccion

menos sensibles y con diferente especificidad.

Diferentes estudios han tratado de describir la historia natural de aparicién de los DSA de
novo, definiendo el momento mas frecuente de deteccidon con una monitorizacion
sistemadtica, asi como la prevalencia. Se ha descrito una amplia variabilidad en el momento
de aparicién de los DSA de novo, que va desde antes de los 6 primeros meses (78-81) hasta
mas alld de los 2 afios postrasplante (82-84).En la Tabla 6 se resumen los diferentes trabajos

que han evaluado el momento de aparicién y la prevalencia de los DSA de novo.
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Tabla 6 Estudios de incidencia y prevalencia de DSA de novo

Autor [1)\:;1?:1?::5 Método Degléigén Aparicion Prevalencia
Lachmann (85) / 2009 1.014 SAB MFI>500 NA 30% (estudio
trasversal)
Gill (78) /2011 84 FIOSWA];];RA No especificada 47 m 10% a 44 meses
ELISA/
Fotheringham (82) / 2011 475 | FlowPRA/ | Noespecificada | 68 meses 38% a 39 meses
SAB
90%
Cooper (79) /2011 244 SAB MEFI>500 los 6 27% a 19 meses
meses
2% a 1 aio
(ninguno antes
Wiebe (83) /2012 315 SAB MFI>300 | 51 meses de 6 meses)
4% a 2 aios

13% a 5 afios
28% a 10 afios

Ginevri (84) / 2012 82 SAB MFI>1000 24 m 23% a 4.3 afios
Willicombe (86) / 2012 505 SAB MFI>300 10 m 18% a 30 meses
DeVos (81) /2012 347 SAB MFI>2000 6,1 m 18% a 26 m

11.2% a 1 afo
14% a 2 afios

Everly (87) /2013 189 SAB MFI>1000 17 m 22% a5 afios
25% a 10 afios
De Kort (80) /2013 559 SAB MF;ZSOO_ 3,8m 12.4% a 34meses

Probablemente esta variabilidad en la incidencia se deba a diversos factores:

e Relacionados con el receptor: riesgo inmunoldgico, frecuencia de monitorizacion.

e Relacionados con la inmunosupresién: tipo de inmunosupresion utilizada
(induccién y mantenimiento).

e Relacionados con la técnica: punto de corte de MFI, tipo de kit comercial utilizado,
tipo de valor de MFI utilizado (valor crudo o normalizado), grado de resolucion del
tipaje del donante.

b) Factores de riesgo de desarrollo de DSA detectados postrasplante

Ademds de la incidencia y prevalencia de los DSA de novo, diversos grupos han intentado
evaluar los factores de riesgos asociados a la aparicion de los DSA postrasplante. Los tres
estudios mds importantes disefiados para determinar factores predictores de desarrollo de

DSA de novo utilizando plataforma Luminex® que incluyen andlisis multivariante se
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realizaron en EEUU(87), Canadd (83) y Alemania (82). En dos de ellos se observa que un
factor independiente predictor es la incompatibilidad HLA, fundamentalmente en clase II.
La edad menor del receptor también aparecié como factor de riesgo en el estudio americano
de Everly et al (87) y aleman de Liefeldt et al (88).La falta de adherencia al tratamiento fue
el factor de riesgo mds potente identificado en la cohorte canadiense de Wiebe et al (83);
aunque en la cohorte de Everly (87) no resulté significativo y en la de Liefeldt (88) no fue

evaluado.

Los estudios que tratan de analizar la aparicion de DSA de novo presentan amplia
variabilidad en cuanto al régimen de tratamiento inmunosupresor utilizado, tanto en
induccién como en terapia de mantenimiento. Por tanto, hasta la fecha, se desconoce que
pauta de inmunosupresion se asocia con menor desarrollo de DSA de novo. Se han descrito
otros factores de riesgo independientes asociados al desarrollo de DSA de novo. En nuestro
grupo, hemos analizado la relacién entre la presencia de DSA detectados postrasplante y
subpoblaciones NK. En el andlisis multivariante, los factores asociados de forma
independiente con la presencia de DSA postrasplante fueron el retrasplante y el porcentaje
de subpoblacion de células NKG2A contempordneos a la presencia de DSA (89).En la tabla

7 se resumen los factores de riesgo descritos en estudios que realizan andlisis multivariante

para factores de riesgo de desarrollo de DSA postrasplante.

Tabla 7 Factores de riesgo asociados al desarrollo de DSA detectados postrasplante en
estudios con modelos multivariantes ajustados a factores confusores
. , Analisis
Factor de riesgo Factores especificos Multivariante
Disidentidades> 0 OR 5.66 (83)
- Disidentidades en DQ HR 3.48 (87)
Incompatibilidad HLA Disidentidades en DR >0 HR 9.7 (90)
Disidentidades 4-6 vs 0-3 HR 3.13 (88)
No adherencia OR 8.7 (83)
RF!ChE}ZO agudo demostrado por OR 157 (83)
biopsia
Edad Edad joven (18-35 afios) HR 2.62 (87)
Donante fallecido HR 2.02 (87)
Retrasplante OR 5.37 (89)
Azatioprina > MMF HR 2.997 (90)
Inmunosupresion Everolimus > Ciclosporina HR 3.13 (88)
Induccién con Timoglobulina HR 2.1 (91)
Infgcmon/otrqs eventos HR 2.54 (92)
proinflamatorios
% células CD3'CD56" NKG2A* OR 1.036 (89)
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¢) Impacto en supervivencia del injerto

Aunque diversos estudios muestran asociacion entre el desarrollo de DSA de novo y una
peor supervivencia del injerto, el impacto de los DSA postrasplante en la supervivencia

sigue siendo un tema controvertido.

El primer estudio que traté de evaluar el tiempo medio desde el desarrollo de DSA de novo
hasta la pérdida de injerto utilizando técnicas de ELISA y citometria de flujo fue el de
Worthington et al (93). Este grupo encontré que los pacientes que desarrollan DSA de novo
pierden el injerto a los 32.8 meses, siendo la mediana de tiempo de pérdida de 21.1 meses
para los pacientes con DSA clase I y 50.1 meses para los de clase II. Posteriormente, tres
estudios que utilizaron ensayos en fase solida establecieron la pérdida entre el 20-29% (82,
83, 87) a los 3 afios de la detecciéon de los DSA de novo. Cuando se compara la
supervivencia del injerto (muerte censurada) de los pacientes que desarrollan DSA
postrasplante, estos presentan una peor supervivencia que los pacientes sin DSA durante el
seguimiento postrasplante. Como se recoge en la tabla 8, la supervivencia del injerto de los

pacientes con DSA oscila entre el 70-90% con una mediana de seguimiento de 3 afios,

mientras que esta es del 95-97% en los pacientes sin DSA.

Tabla 8 Supervivencia del injerto en los pacientes que desarrollan DSA postrasplante
comparada con los pacientes sin DSA
) Supervivencia del injerto
Mediana de (muerte censurada)
DSA .
Autor n . tiempo P
definicion Seguimiento | Grupo .
DSAdn Grupo sin DSA
Lachmann (85) / 2009 1014 MFI>500 5,5 afios 63% 83% <0,001
Fotheringham (82) / 2011 475 3 afios 69.,5% 91,9% 0,035
Cooper (79) /2011 244 MFI>500 2 afios 83,1% 97.8% 0,001
Wiebe (83) /2012 315 MFI>300 10 afios 59% 96% 0,0001
Willicombe (86) / 2012 505 MFI>300 3,3 afios 76% 95,2% 0,012
DeVos(81) /2012 347 MFI>2000 3 afios 52% 92% 0,0004
De Kort (80) /2013 559 MFI>300-500 2,6 afios 89% 97% <0,05
Everly (87) /2013 189 MFI>1000 5 aflos 80% 97% <0,01
Benasik (94) /2013 78 MFI>1000 5 afios 59% 93% <0,05
DeVos (95) /2014 608 MFI>2000 2,6 afios 89% 97,5% 0,002
Heilman (96) / 2014 245 MFI>999 2.5 aflos 97,7% 96.,8% 0,81

Un estudio publicado recientemente, que compara pacientes con DSA preformados y RMA
con pacientes con DSA de novo y RMA, muestra que los pacientes con DSA de novo

presentan una peor supervivencia del injerto comparada con aquellos que tenian DSA
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preformados a los 4 afios de seguimiento (53.4% vs 78.2%, p<0.001). En el andlisis
multivariante, los pacientes con DSA de novo tienen 1.8 veces mds riesgo de pérdida de

injerto que los pacientes con DSA detectados pretrasplante (71).

1.2.5. Impacto clinico de otras caracteristicas de los DSA detectados postrasplante

La deteccién de anticuerpos anti-HLA dirigidos frente al donante pre y postrasplante se
utiliza en la préctica clinica para evaluar los riesgos de rechazo y pérdida de injerto. Sin
embargo, no todos los DSA confieren el mismo riesgo (15). Por tanto, la presencia de DSA
se asocia a un amplio espectro de efectos, que va desde la ausencia de lesiones (que algunos
autores denominan “DSA indolentes”) hasta DSA productores de un RMA agudo severo
que lleva a la pérdida precoz del injerto renal (97). La presencia o ausencia de DSA no es
suficiente para una correcta estratificacioén del riesgo inmunolégico. Es necesaria una mejor
caracterizaciéon de los DSA con el fin de determinar su valor predictivo y estratificar
adecuadamente el riesgo. De este modo, serfa posible establecer estrategias de tratamiento

individualizo que pudieran permitir mejorar los resultados.

e Importancia de la MFI
La potencia o intensidad de los DSA se evalta por el valor de la MFI si utilizamos
técnicas de SAB o por el cambio de canal si utilizamos técnicas de citometria de
flujo. Aunque aun la Food and Drug Administration(FDA) no ha aceptado este
biomarcador como medida cuantitativa (98), hay estudios que muestran correlacion
entre la intensidad de MFI y el RMA tanto de los DSA preformados (54) como de
los detectados de novo después del trasplante (99). También se ha correlacionado la
intensidad de los DSA con mayor inflamaciéon microvascular y depdsito de C4d en
capilares peritubulares (CPT) de las biopsias del injerto renal (100-102). Por tanto,
parece existir una relacion bioldgica entre la intensidad o “fuerza” del anticuerpo y el
grado de la lesion histoldgica. Aunque se ha establecido esta correlacion entre el
nivel de MFI y su impacto en RMA y/o pérdida de injerto, no hay consenso sobre el

cut-off de MFI que debe considerarse patoldgico.

A pesar de los intentos por normalizar y estandarizar las técnicas de SAB, no hay un
consenso sobre el cut-off de MFI, ni siquiera si el MFI puede ser un marcador
subrogado del nivel de anticuerpos (11). Probablemente esto es debido a que existen

multiples factores que pueden afectar a los niveles de MFI en los ensayos de SAB

(13):
1) La densidad de antigeno de cada microesfera
2) Unidn inespecifica de otros anticuerpos no HLA a las microesferas
3) Interferencias que impiden la unién del anticuerpo de interés
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4) Existencia de epitopos que pueden ser compartidos por varias beads

5) Lectura de diferente nimero de microesferas que comparten el mismo
antigeno

6) Variabilidad entre lotes

7) cambios conformacionales de los antigenos en cada una de las beads

8) modificaciones especificas de cada laboratorio.

Recientemente Tambur et al. demostraron la importancia de la titulacién de los
anticuerpos, y probablemente esta titulaciéon sea mejor medida de la cantidad de
anticuerpos en comparacion con los niveles de MFI o la capacidad de fijacion de
complemento (103). Pero ain no se ha demostrado su correlacién y capacidad de

prediccién de eventos clinicos.

Impacto segin la diana antigénica: HLA de clase I y clase II

Los DSA frente a antigenos HLA de clase I postrasplante aparecen con frecuencia
antes que los antigenos de clase II en el seguimiento., y parece que estos tltimos se
asocian a fracaso més tardio del injerto(93, 104). Asi, los DSA de clase II después
del trasplante se han descrito como predictores de riesgo de glomerulopatia crénica
del trasplante (GCT) y pérdida de injerto (81, 86, 95). Este impacto ha sido
especialmente descrito para los antigenos DQB1*. Varios factores se han postulado
para explicar este fenémeno, como el ligamiento por desequilibrio con DR (105),
mayor potencial de variabilidad peptidica y la posibilidad del donante de incluir la
propia cadena DQB del paciente emparejada con una cadena DQA no propia,

formando asi una diana DQ diferente (106).

Ozawa et al. encontraron en una serie de 266 pacientes trasplantados renales una alta
prevalencia de desarrollo de anticuerpos frente a DQ de novo, 33% dirigidos frente a
antigenos DQ del donante y 20% no donante especificos (107). Posteriormente,
Willicombe et al. mostraron la asociacion entre la presencia de DSA anti-DQ de
novo y una peor supervivencia del injerto (76.0% vs 95.2%, p=0.012)(86). En
nuestra experiencia con la monitorizacién de anticuerpos HLA postrasplante en
plataforma Luminex® de 393 receptores de trasplante renal, 38 (9.6%) presentaban
DSA y, de estos, el 89.5% eran solo de clase II. Cuando analizamos los factores de
riesgo de DSA postrasplante en el andlisis multivariante comparando pacientes con
DSA (n=38) con pacientes con HLA no DSA (n=55), uno de los factores mas
potentes predictores de riesgo de desarrollo de DSA fue la incompatibilidad DR [OR
5.9 (Intervalo de Confianza (IC) 95% 2.14-16.60), p= 0.001] (89). Sin embargo,
nuestro estudio no incluyé la incompatibilidad DQ dado que careciamos de esta

informacién en muchos casos. Un importante estudio reciente del registro
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australiano demuestra que las incompatibilidades DQ se asocian de forma
independiente al riesgo de rechazo global [HR 1.54 (IC 95% 1.08-2.19)] y al riesgo
de rechazo tardio [2.85 (IC 95%
incompatibilidades DR (108).

1.05-7.75], independiente del ndmero de

Impacto de la capacidad de fijacién de complemento

Desde que se describiera la propiedad de linfocitotoxidad de los anticuerpos anti-
HLA, la activacion de la cascada de complemento se ha considerado un componente
clave en el RMA (28). Por tanto, parece relevante la caracterizaciéon e identificacién
selectiva de los anticuerpos que tiene capacidad de fijar complemento y establecer su
implicacién prondstica en el RMA. Los estudios en fase sélida han incorporado
ensayos capaces de detectar anticuerpos anti-HLA que fijan fracciones del

complemento: C3d, C4d y Clq.

Los estudios mds relevantes que analizan la capacidad de fijar complemento en
plataforma Luminex® de los DSA preformados y su impacto en RMA y pérdida de
injerto se resumen en la tabla 9. En nuestro grupo, evaluamos el impacto de los DSA
pretrasplante fijadores de C1q (n=15) comparado con los DSA sin capacidad de fijar
Clq (n=13). Los pacientes con DSA Clq + tenian la misma tasa de RMA y de
pérdida de injerto que los pacientes con DSA Clqg-. La supervivencia del injerto al
final de seguimiento fue similar entre los pacientes con DSA Clg+y C1q-(109). A la
luz de nuestros resultados y el resto de los estudios, la capacidad de fijar
complemento de los DSAs preformados no parece un buen predictor de RMA y

pérdida de injerto.

Tabla 9 Estudios que evalian el impacto de la fijacion de complemento de los DSA
pretrasplante
DSA pretrasplante fijadores de complemento
. N IgG . DSA Impacto Impa?to n
Autor/referencia Ensayo . fijadores de supervivencia

pacientes DSA en RMA ..

complemento del injerto
Wahrmann (110) / (2009) C4d 338 12% 6% No No
Honger (111) / (2010) C4d 64 100% 17% No No
Otten (67) / (2012) Clq 837 35% 4% No No
Crespo (109) / (2013) Clq 355 8% 4% No No

Lawrence (112)/(2013) C4d 53 100% 19% Si No evaluada

La monitorizacion de los DSA desarrollados postrasplante y su capacidad de fijar
complemento ha sido mds estudiada (Tabla 10). Loupy et al en una amplia cohorte
de pacientes trasplantados renales observaron que los pacientes con DSA fijadores

de Clq (n=77) detectados el primer afio postrasplante tenian una peor supervivencia
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que los pacientes con DSA no fijadores de C1q (n=239) [54% vs 93%, p<0.001], con
un seguimiento de mds de 5 afios. Ademas, los pacientes con DSA Clqg+ tenfan mds
inflamacién microvascular, depdsito de C4d y GCT en las biopsias realizadas dentro
del primer afio postrasplante, mayoritariamente de seguimiento. En el andlisis
multivariante, la presencia de DSA fijadores de C1q postrasplante aumenta hasta 5

veces el riesgo de pérdida de injerto (113).

Como se ha comentado anteriormente, el nivel de MFI puede ser predictor de la
patogenicidad de los DSA, pero ademds, el nivel de MFI se ha relacionado con la
capacidad de activar complemento (103). También se ha sugerido que la capacidad
de fijacion de complemento de los DSA detectados postrasplante se asocia al
desarrollo de RMA y pérdida de injerto independientemente del nivel de MFI (113,
114). En un reciente estudio, la capacidad de fijar C1q reclasifica el riesgo individual
de pérdida de injerto en mds del 62% de los pacientes cuando se compara solo con el

nivel de MFI del DSA (115).

Tabla 10 Estudios que evalian el impacto de la fijacion de complemento de los DSA
postrasplante
DSA postrasplante fijadores de complemento
Autor/referencia Ensayo N 12G poa f:i]: dores Impacto Impacto en
y DSA en RMA supervivencia
complemento
Si:
Bartel (116) / (2008) C4d 105 40% 16% - depésito No evaluada
de C4d
Si: .
Yabu (117) / (2011) Clq 31 55% 39% _GCT Si
Sutherland (118) / (2012) Clq 35 100% 43% Si Si
Freitas (119) / (2013) Clq 203 25% 16% Si Si
Loupy (113) / (2013) Clq 1016 | 31% 8% Si St
. 58% (C3d) Si (C3d) Si(C3d
Sicard (120) / (2014) C3d/Clq 69 100% 46% (Clq) No (Clq) | No (Clq) [tendencia]
Yell (121) / (2015) Clq 34 100% 35,3% Si No evaluado
Si:
-RMA
Viglietti (115) / (2016) Clq 186 | 462% 30,7% clinico St
-RMA
subclinico

1.2.6. Anticuerpos HLA no cldsicos: HLA-DP

En la actualidad, los estudios de antigeno aislado en plataforma Luminex® permiten evaluar

la presencia de anticuerpos frente a antigenos HLA A, B, C, DR, DQ y DP. Clasicamente,

HLA-DP, y el HLA-C, se han considerado menos inmunogénicos que las moléculas HLA

A,B,DRyDQ (122).
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Los antigenos HLA-DP fueron descritos por primera vez hace 30 afios (123). Como el resto
del sistema HLA, se codifican en el cromosoma 6. Dos pares de genes codifican las
moléculas HLA-DP, dos para la regién A y dos para la regién B, aunque sélo uno de estos
pares de genes (DPA1 y DPBI1) codifica las cadenas oy  de dicha molécula, que se
caracterizan por un elevado polimorfismo. El otro par de genes (DPA2 y DPB2) posee un
limitado polimorfismo y los antigenos que codifican no se expresan en la superficie celular.
Hasta el momento, se han identificado 132 alelos localizados en el exon 2 de DPBI;
mientras que para DPA1, algo menos polimérfico, se conocen 27 alelos (DPA1*01-04)

(124, 125).

La baja expresiéon de HLA-DP en las células de endotelio renal (126) ha hecho que
clasicamente a los antigenos frente a HLA-DP se haya atribuido menor importancia o
menos impacto clinico en trasplante renal. Pfeiffer y cols. utilizando la técnica de
inmovilizaciéon de anticuerpos monoclonales de antigenos leucocitarios (monoclonal
antibody immobilization of leukocyte antigens), encontraron que los pacientes con
anticuerpos frente a HLA-DP pretrasplante tenian la misma funcién renal que los pacientes

sin HLA-DP con un seguimiento de casi 3 afios postrasplante (125).

A pesar del desarrollo de los ensayos en fase sélida que permiten detectar con mayor
precision los anticuerpos anti-HLA, los estudios publicados que han evaluado la prevalencia

y el impacto de los anticuerpos antiHLA-DP son escasos.
1.3. Caracterizacion histolégica del rechazo mediado por anticuerpos

A pesar de los avances en las técnicas quirtirgicas, la inmunosupresion y el conocimiento de la
inmunobiologia del trasplante, la pérdida de injerto a medio y largo plazo se ha mantenido
estable a lo largo de los tltimos 25 afios (5). En la era mds reciente, uno de los principales
avances en el campo del trasplante ha sido un adecuado conocimiento del RMA, su incidencia,
su fisiopatologia, su caracterizacién histolégica y diagndstica y las posibles aproximaciones

terapéuticas.

En 1991 tiene lugar en Banff (Canadd) la primera reunién de un grupo de pat6logos renales y
nefrélogos de trasplante con el objetivo de estandarizar el lenguaje histolégico para la
clasificacién de las lesiones encontradas en las biopsias de los injertos renales(127). Desde
entonces, con reuniones bianuales, este grupo trabaja en la clasificacion histoldgica de las
biopsias del injerto renal para unificar criterios diagndsticos y conseguir hablar un lenguaje
internacional comtn en términos de histologia renal en trasplante. Las primeras aportaciones del
grupo de Banff se centraban fundamentalmente en caracterizar el rechazo mediado por células T
(127);sin embargo, en la tltima década los principales cambios se han centrado en la definicién

del RMA(128).
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1.3.1. Definicion del rechazo mediado por anticuerpos en trasplante renal

Cléasicamente, el rechazo hiperagudo descrito en los afios 60 del siglo XX se ha considerado el
“prototipo” de RMA. Este tipo rechazo ocurre inmediatamente después del trasplante, y se
produce por la presencia de anticuerpos dirigidos frente al donante (HLA o ABO). La uni6n de
estos anticuerpos al antigeno expresado en el endotelio vascular produce la activacién de la via
clasica del complemento, que llevard a la activaciéon de una cascada inflamatoria y a la
formacién de complejo de ataque de membrana y la lisis celular. Desde la aplicacién de la
compatibilidad ABO y la realizacién del trasplante con prueba cruzada pretrasplante por CDC

negativa, esta entidad practicamente ha desaparecido.

Poco después, en 1970, se describié un tipo de rechazo agudo vascular severo precoz en una
serie limitada de pacientes que se trasplantaban con prueba cruzada CDC negativa y sin
embargo positiva en el periodo postrasplante inmediato. Por lo tanto, esta experiencia apuntaba
que los DSA desarrollados de novo postrasplante también podian producir rechazo agudo severo

(129).

En los siguientes afios, y probablemente debido a la generalizacién de la prueba cruzada
pretrasplante que evitaba episodios de rechazo hiperagudo, se centrd la atencién en el rechazo

mediado por células.

En los afios 90, Halloran el al retomaron el interés por el rechazo mediado por mecanismos
humorales y su relacion con el desarrollo de DSA de novo clase 1. Este grupo describid una serie
de 7 pacientes con DSA clase I (4 con DSA de novo postrasplante y 3 con DSA preexistentes
detectables con citometria de flujo pero con prueba cruzada CDC negativa y sin rechazo
hiperagudo) que desarrollaba un rechazo durante la primera semana postrasplante con lesiones
histolégicas diferentes a las caracteristicas del rechazo mediado por células T (ausencia de
infiltrado mononuclear) y que llevaba a la pérdida del injerto (76). En un segundo estudio de
este mismo grupo, se compararon pacientes con DSA de novo postrasplante precoz de clase I
(n=13) y pacientes sin DSA (n=51). Los pacientes con DSA presentaron mayor incidencia de
rechazo (100% vs 41%, p<0.001), caracterizado por presencia de infiltrado inflamatorio en
capilar peritubular (CPT), dafio endotelial de la microvasculatura y depésitos de fibrina

glomerulares y/o vasculares (76, 130).

Estos estudios muestran por tanto la primera descripcion estructurada del RMA, identificando

dos caracteristicas: la presencia de neutrdfilos en CPT y la deteccion de DSA clase I de novo.

Al final de la década el grupo del Massachusetts General Hospital en Boston identific el
depésito de C4d, producto de degradacion de la via del complemento que se une de forma
covalente al endotelio, en CPT podia utilizarse como marcador de interaccion del anticuerpo

con el endotelio y, por tanto, marcador de activacion humoral (131).
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Posteriormente, este grupo de Boston profundizé en la caracterizacion del rechazo agudo
humoral. Describié por primera vez la asociacién entre la presencia de DSA detectados
postrasplante y el depdsito de C4d en CPT como hallazgos caracteristicos del RMA agudo.
Crespo et al reportaron que el 95% de los pacientes con rechazo agudo cortico-resistente y DSA
tenian depdsitos de C4d en CPT en las biopsias del injerto renal, mientras que esto solo ocurria
en el 6% de los pacientes con rechazo agudo sin DSA (77). En un segundo estudio, el mismo
grupo describié que el rechazo agudo C4d+ era histolégicamente diferente del rechazo C4d-.
Este tipo de rechazo agudo C4d+ se caracterizaba por presencia de neutréfilos en CPT,
glomerulitis con infiltraciéon de neutréfilos, dafio agudo tubular severo y necrosis fibrinoide
glomerular o arterial. Ademds, en el 90% de los pacientes con rechazo humoral agudo C4d+ se
detectaban DSA, frente al 2% de los que presentaban rechazo C4d- (132). Esto resultados
llevaron a este grupo a proponer una definicién de rechazo humoral agudo con los siguientes

criterios:

1) Clinicos: Disfuncion renal severa precoz tipicamente cortico-resistente y con
frecuencia resistente al tratamiento anti-linfocitario convencional.

2) Serologicos: aparicion de anticuerpos donante-especificos en sueros
contempordneos al momento del rechazo, no detectables pre-trasplante.

3) Histologicos: Presencia de depdsitos difusos de C4d en capilares peritubulares.

Como describiremos mas adelante, en 2003 se incorpora a la clasificacion de Banff la categoria

diagnostica de RMA con estos criterios, diferenciada del rechazo mediado por células T (128).

En la misma época, se describe un tipo de rechazo con mecanismos humorales implicados que
produce un lento y progresivo deterioro de la funcién del injerto causando disfuncién crénica
del mismo. El grupo de Boston encontré que en un 60% de las biopsias tardias por indicacién
con glomerulopatia crénica o arteriopatia del trasplante existian depdsitos de C4d en CPT. En la
mayoria de estos casos, detectaron DSA circulantes (132). Terasaki et al., en un estudio
prospectivo con 2278 pacientes TR, detectaron que los pacientes con DSA mads alla del primer
aflo postrasplante presentaban con mds frecuencia pérdida de injerto que aquellos en los que no

se detectaban anticuerpos anti-HLA con técnicas de linfocitotoxicidad (133).

Varios grupos han evaluado las biopsias de injertos con disfuncién crénica en pacientes con
DSA para intentar esclarecer los hallazgos caracteristicos del rechazo mediado por anticuerpos
crénico. La presencia de depdsito de C4d en CPT (134), la GCT(135) y la multilaminacién de la
membrana basal del capilar peritubular (136) parecen caracterizar este tipo de rechazo humoral
que se desarrolla de forma crénica. Sis et al describieron una tétrada caracteristica del rechazo
croénico mediado por anticuerpos: 1) presencia de DSA, 2) depdsito de C4d en CPT, 3)

multilaminacién de membranas basales y 4) duplicacion de la membrana basal glomerular.
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Como consecuencia, la clasificacion de Banff incluyé progresivamente criterios diagndsticos de

ambos fenotipos de rechazo mediado por anticuerpos: RMA agudo y RMA crénico.

Y en los tltimos afios, las principales aportaciones a la definiciéon del RMA han sido:

1) Incorporacion de la inflamacion microvascular (g+ptc>2) como criterio de

interaccion del anticuerpo con el endotelio, con el mismo significado que la

presencia de depositos de C4d en CPT.

2) Identificacion de aumento en la expresion de determinados trdnscritos relacionados

con el daiio endotelial en biopsias de injerto renal.

Estos aspectos los desarrollaremos mds adelante.

1.3.2. Clasificacion de Banff de las biopsias de trasplante renal y su evolucion

En la primera reunion del grupo de Banff se establece la necesidad de una clasificacion

histolégica en trasplante renal de acuerdo a las observaciones realizadas por Solez et al en

biopsias de protocolo (137, 138). Dos afios mds tarde, se publica la primera clasificacion

propuesta en la que se describen 6 categorias (127):

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Normal

Rechazo hiperagudo

Cambios borderline

Rechazo agudo (grados de I al 111)

Nefropatia cronica del injerto (“rechazo cronico”) (grados de I al I1])
Otros.

En 2003, el grupo de Banff publica la actualizacién de la clasificacion de 1997 y diferencia por

primera vez en categorias distintas el rechazo mediado por células T del RMA vy se re-definen

las 6 categorias en las siguientes (128):

Categoria 1: normal

Categoria 2: rechazo mediado por anticuerpos.

En presencia de un DSA ("sospechoso de" si no se demuestra el anticuerpo).
Grado I: necrosis tubular aguda —like con C4d+ y minima inflamacion
Grado I1: marginacion capilar y/o trombosis con C4d+

Grado 1II: lesiones arteriales (v3) C4d+

Categoria 3: Cambios bordeline

Categoria 4: Rechazo celular agudo/activo

Categoria 5: Nefropatia cronica del injerto

Categoria 6: Otros

Es en esta actualizacion se incorpora la presencia de depdsito de C4d en CPT como criterio

histolégico de RMA. Mds adelante se detallardn la definicién y caracteristicas especificas de

este marcador.
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Posteriormente, en la reunién de 2005 se describen los criterios definitorios de RMA agudo y
cronico. Asi, el RMA agudo queda definido segin los grados de la clasificacion previa y se
aflade el concepto de RMA crénico con la presencia de dobles contornos glomerulares y/o
multilaminacién de la membrana basal de CPT y/o FI/AT y/o engrosamiento fibroso, todo ello

en presencia de depdsito de C4d (139).

En la reuniéon de 2007 (140), el cambio mds relevante en lo que respecta al RMA es la
incorporacion de la sub-categoria de “C4d sin evidencia morfoldgica de rechazo activo” y se

define como:

e Tincion de C4d en CPT

e Ausencia de evidencia histologica de rechazo agudo o cronico (humoral o celular):
ausencia de glomerulitis, GCT, capilaritis peritubular, multilamizacion de la
membrana basal (evaluada por microscopia electronica) y necrosis tubular aguda.

e Presencia de DSA

En la 10? reunién del grupo de Banff en 2009 (141), se produjo una importante novedad desde el
punto de vista organizativo y fue la creacién de seis Grupos de trabajo de Banff. En esta reunién
no hubo cambios en cuanto a la clasificacién; sin embargo, se sentaron las bases para la re-
definicién de los criterios del RMA que se produciria en la siguiente reuniéon de 2013. Por tanto,

hasta la fecha el RMA (Categoria 2) quedaba definido de la siguiente manera:

Categoria 2: RMA

- RMA agudo
Presencia de DSA, C4d+ y evidencia de dafio agudo tisular:
Grado I: necrosis tubular aguda —like con minima inflamacién
Grado II: Inflamacién capilar y glomerular (ptc/g>0) y/o trombosis
Grado III: lesiones arteriales (v3)
- RMA crénico activo
Presencia de DSA, C4d+ y evidencia morfoldgica de dafio crénico, como:
- Presencia de dobles contornos glomerulares
- Multilaminacién de la membrana basal de CPT
- FI/AT
- Engrosamiento intimal fibroso en arterias
= Depdsito de C4d sin evidencia porfoldgica de rechazo activo:
- Tincidén de C4d en capilares peritubulares
- Presencia de DSA
- Ausencia de evidencia histoldgica de rechazo agudo o crénico (humoral o
celular): ausencia de glomerulitis, glomerulopatia del trasplante, capilaritis
peritubular, multilamizacién de la membrana basal (evaluada por
microscopia electrénica) y necrosis tubular aguda con minima inflamacién.

La reuni6n de 2013 del grupo de Banff motivé importantes cambios respecto a la clasificacion

del RMA del 2009; el rechazo humoral fue redefinido de la siguiente manera (142):
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- RMA agudolactivo [se requiere 3/3] *

(a) Evidencia histoldgica [al menos 1]
- Inflamacién micro-vascular (g>0 y/o ptc>0)
- Lesiones vasculares (v>0)
- Microangiopatia trombdtica aguda
- Dafio agudo tubular
(b) Afectacion endotelio vascular [al menos 1]
- Depésito de C4d en CPT moderado (C4d2) o severo (c4d3
- Inflamacién micro-vascular (g>0 y/o ptc>0)
(c) Presencia de DSA

* Se considera sospechoso de RMA si se cumplen 2 de los 3 criterios

> RMA crénicolactivo [se requiere 3/3] **
(a) Evidencia histoldgica [al menos 1]

- Glomerulopatia crénica del trasplante (cgt>0)

- Multilaminacién de CPT ultraestructural (microscopia electrénica)

- Fibrosis arterial intimal de novo

- Dafio agudo tubular

(b) Afectacion endotelio vascular [al menos 1]

- Dep6sito de C4d en CPT - C4d2 o C4d3 (en inmunofluorescencia
evaluada en  congelacion) o C4d>0 (evaluada en
inmunohistoquimica)

- Inflamacién microvascular (g + ptc = 2)

(c) Presencia de DSA

** Se considera RMA cronico (sin actividad) si no hay datos de afectacion del endotelio (ausencia de inflamacion
microvascular y C4d negativo). En este caso, los DSA se considerardn si estdn presentes en el momento de la BR o
en algiin momento postrasplante.

En la siguiente tabla se resumen las novedades introducidas en la categoria 2 de la clasificacion
de Banftf 2013 con respecto a la previa de 2009

Tabla 11 Comparacion de las caracteristicas histolégicas del rechazo mediado por anticuerpos
comparando la clasificacion de Banff 2013 vs 2009

Criterio histolégico Banff 2009 Banff 2013
Infiltrado de células mononucleares Presenm/a de oclusion parc?al o total de
.. p P una o mds luces de los capilares
Glomerulitis (g) en el glomérulo con expansion . . .
. glomerulares secundario a la hipertrofia
endotelial . o .
endotelial e infiltracién por leucocitos
Definicién de inflamacién .
microvascular (IMV) No se considerada g+ptc=2
Depdsito de Cad en capilar | 4§ gifuco (C4d3) C4d focal (C4d2) o difuso (C4d3)
peritubular
Dobles contornos en la membrana Se consideran dos subcategorias de
basal glomerular en uno o més getl:
Glomerulopatia crénica del paredes de los capilares a) cgtla: dobles contornos detectados
trasplante (GCT) peritubulares detectado con tincién mediante microscopia electrénica
de PAS o meteramina plata en b) cgtlb: misma definicién que cgtl
ausencia de depdsitos inmunes de Banft’09
DSA En el momento de la BR Si RMA crénico, también en cualquier
momento postrasplante
FI/AT Criterio de RMA en presencia de No se considera como hallazgo
DSA y C4d3 histolégico de RMA
Endarteritis Considerado como criterio de Si DSA y afectacion del endotelio, se
rechazo mediado por células T considera RMA vascular
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En 2015 se afiaden dos consideraciones en la categoria 2 con respecto a la clasificacién de 2013
(143):

1) Inclusion como criterio de evidencia de la interaccion del anticuerpo con el endotelio
el aumento de la expresion de transcritos genéticos en el tejido de la biopsia indicativo
de lesion endotelial.

2) En la evidencia serologica de DSA: considerar si hay lesiones altamente sospechosas
de RMA que cumplan los criterios 1y 2.

Muy recientemente se ha publicado la tltima revisién de esta clasificacidn segtin lo acordado en
la reunién de Banff celebrada en Barcelona en 2017 (Tabla 12).

Tabla 12 Categoria 2 o rechazo mediado por anticuerpos segin la clasificacion de Banff 2017
(144)

- RMA activo [se requiere 3/3]

(a) Evidencia histol6gica [al menos 1]
- Inflamacion micro-vascular (g>0 y/o ptc>0)
- Lesiones vasculares (v>0)
- Microangiopatia trombdtica aguda
- Daiio agudo tubular

(b) Afectacion endotelio vascular [al menos 1]
- Deposito de C4d en capilar peritubular moderado (C4d2) o severo (c4d3)
- Inflamacion micro-vascular (g>0 y/o ptc>0)
- Aumento de la expresion de genes o transcriptos en el tejido de la biopsia
asociados a RMA

(c) Evidencia seroldgica de anticuerpos donante especificos (DSA HLA u otros

antigenos). La tincién de C4d o la expresién de tridnscriptos genéticos asociados a

RMA puede sustituir la presencia de DSA: sin embargo, se recomienda realizar la

determinaciéon de DSA. incluyendo determinacion de anticuerpos no HLA si no se

detectan Anticuerpos HLLA, especialmente si se cumplen los criterios 1y 2.

- RMA croénico activo [se requiere 3/3]

(a) Evidencia histol6gica [al menos 1]
- Glomerulopatia del trasplante (ct>0; incluidos cambios detectados
unicamente por microscopia electronica (cgla)
- Multilaminacion de capilar peritubular ultraestructural (microscopia
electronica)
- Fibrosis arterial intimal de novo

(b) Idéntico a criterio 2 para RMA activo

(c) Idéntico a criterio 3 para RMA activo, incluyendo la recomendacién de realizar la

determinacién de DSA si se cumplen los criterios 1y 2

- C4d sin evidencia de rechazo [se requiere 4/4]
- Deposito de C4d en capilar peritubular moderado (C4d2) o severo (c4d3)
- Ausencia de criterio (a) para RMA activo o cronicolactivo

- No evidencia molecular de RMA activo o cronicol/activo

- Sin cambios mediados por células T agudos o cronicos o cambios borderline

Las novedades de esta clasificacidon con respecto a la previa (subrayadas en la tabla) se han
centrado en la aceptacion de los trdnscritos genéticos asociados al RMA como criterio de

interaccion del anticuerpo con el endotelio pero también como criterio de evidencia seroldgica
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de anticuerpo dirigido frente al donante; aunque se sigue recomendando que se realice la

determinacion de DSA anti-HLA o de anticuerpos no HLA en ausencia de estos.

1.3.3. Criterios diagnosticos del RMA segiin Banff

Dentro del RMA se incluyen diferentes hallazgos histolégicos que definen este tipo de rechazo
de acuerdo a los criterios de Banff. A continuacidn, se detallan las caracteristicas especificas de

cada una de estas lesiones anatomo-patoldgicos que se integran dentro del rechazo humoral.
C4d

C4d es un subproducto inactivo derivado de la activaciéon de la cascada del
complemento, a partir de C4b, y tiene la capacidad de formar un enlace covalente con la
célula diana sobre la que se sitdan los complejos antigeno-anticuerpo. Debido a que esta
unién permanece estable en el sitio de activacion durante mds tiempo que los
anticuerpos, se considera como huella tisular de lesiéon humoral. La inmunotincién de
C4d fue desarrollada por primera vez por Feucht et al en 1991 (144) y posteriormente se
estableci6 la asociacion entre el deposito de C4d en CPT y el rechazo humoral agudo
como criterio diferenciador del rechazo celular agudo, identificando un mayor riesgo de

pérdida de injerto (145).

En 2003, el depdsito de C4d se incorpora como criterio histolégico de RMA en la
clasificacién de Banff (146), y es en la actualizacién de 2007 cuando se establece la
triada cldsica del rechazo humoral: presencia de DSA, tincién de C4d positiva y

hallazgos histolégicos de dafio mediado por anticuerpos (140)

El depdsito de C4d y el dafio endotelial se ha asociado a RMA crénico, establecido

como una causa frecuente de pérdida de injerto (8, 73, 147-151).

Un nuevo fenotipo de rechazo humoral ha emergido con la apariciéon de los estudios
moleculares, el RMA C4d negativo. En la biopsia del trasplante, los niveles de RNAm
de genes implicados en la activacion y dafio del endotelio se conocen como “transcritos
asociados al endotelio” (ENDATS: ENDothelial cell Associated Transcript). Los
primeros estudios realizados en este sentido corresponden al grupo de Halloran (152,
153), que observd una sobreexpresion de genes implicados en RMA en biopsias de
pacientes con DSA con lesiones caracteristicas de rechazo humoral con tincién de C4d
negativa. En 2013, el mismo grupo publica dos importantes estudios en este sentido. En
el primero de ellos, incluyen 403 biopsias realizadas por indicacién de cuatro centros de
trasplante renal e identifican 20 genes que se asocian mds frecuentemente al RMA y
construyen asi el “score RMA”(154). En su experiencia, un “score RMA” mayor de 0.2
tenfa una precision diagndstica del 85% (sensibilidad 67% y especificidad del 90%)

para el diagndstico histolégico de RMA. Estaba fuertemente asociado a lesiones de
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microinflamacidén vascular y GCT y a la detecciéon de DSA, sin asociacion con lesiones
tipicas de rechazo celular. En el andlisis multivariante, el score RMA resulté un factor
de riesgo independiente para la pérdida de injerto. El segundo, el estudio INTERCOM,
con el andlisis de microarrays de 300 biopsias de injertos renales demostré que el “score
RMA” era mejor predictor independiente de riesgo de pérdida de injerto comparado con

el diagndstico histoldgico estandar del rechazo mediado por anticuerpos (155).

Por otro lado, se ha descrito el impacto del RMA C4d negativo en las biopsias de
protocolo. Loupy et al. observaron que la presencia de capilaritis peritubular en ausencia
de C4d en biopsias de protocolo a los 3 meses era predictor de riesgo para el posterior
desarrollo de GCT (156). Debido a estos hallazgos, la clasificacion de Banff en 2013
incluy6 dentro de la categoria 2 el RMA C4d negativo (142).

Inflamacion microvascular

La lesion en la microcirculacién definida como inflamacién microvascular con la
presencia de glomerulitis (g) +/- capilaritis peritubular (ptc) como hallazgos
histolégicos de RMA también se ha asociado a la pérdida de injerto, incluso en biopsias

C4d negativas (149).

Se ha descrito esta microinflamacion como agregados de leucocitos
(monocitos/macrdfagos, células NK, neutrdfilos, menos frecuentemente linfocitos T) en

las luces capilares.

La definicién por el score ptc+g fue establecida por Sis et al. (157), al encontrar una
peor supervivencia del injerto en pacientes con scores mds elevados. En el analisis
multivariante, el tnico factor predictor independiente de pérdida de injerto, ademads del
tiempo postrasplante, fue el score g+ptc; ni el C4d ni la CGT resultaron factores

predictores.

Glomerulopatia cronica del trasplante (GCT)

La lesion histoldgica que caracteriza la GCT es la duplicacién de la membrana basal
glomerular. La prevalencia de GCT secundaria a RMA crénico oscila entre el 5.6%
(158) y el 20% (159). Esta incidencia es mds elevada (55%), segtin la experiencia de la
Clinica Mayo, en pacientes de alto riesgo inmunolégico que reciben tratamiento

desensibilizador (160).

El mecanismo patogénico implicado en el desarrollo de esta entidad se debe
probablemente a que la interacciéon de los anticuerpos anti-HLA con el endotelio
desencadena un proceso de activacion que causa un dafio litico en las células

endoteliales del capilar glomerular; esto hace que se pongan en marcha los mecanismos
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de reparaciéon que van a producir una nueva capa en la membrana basal. Episodios
repetidos de esta activacion endotelial, con dafio y reparacidn, dardn como resultado el
depdsito de multiples capas en la membrana basal. Estas nuevas capas se reconocen
como un doble contorno o multilaminacién de las membranas basales glomerulares que
se observan con la tincion de plata metenamina en los cortes histolgicos. Este mismo
fenémeno ocurre en las membranas de los capilares peritubulares, pero como son muy
delgadas solo se hardn perceptibles con el estudio ultraestructural mediante microscopia
electronica. De hecho, la multilaminacion de la membrana basal en CPT forma también

parte de los criterios histolgicos del RMA aceptados por Banff en 2013.

Aunque la lesiéon de GCT se ha descrito en diferentes patologias (microangiopatia
trombdtica, infeccion por VHC y enfermedades autoinmunes), fundamentalmente se ha
asociado al dafio mediado por anticuerpos en trasplante renal. Asi, los DSA se han
postulado como el factor mds importante para el desarrollo de GCT, que producird una

disfuncién tardia del injerto.

Desde el punto de vista histologico, la clasificacion de Banff adjudica grados
progresivos de CGT: cgtO: cuando la afectacion es <10% de la luz del capilar; cgtl:
entre el 10%-25%; cgt2: 25-50% y cgt3: si la afectacion es >50%. Una de las
aportaciones de Banff 2013 que se desarrollard mds adelante fue la subclasificacion de
la categoria cgtl en cgtla (CGT detectada solo por microscopia electrénica) y cgtlb
(GCT en microscopia 6ptica). Esto fundamentalmente se debe a los recientes avances en
la descripcién de la GCT en fase incipiente. Wavamunno et al. (161) reportaron las
caracteristicas anatomopatoldgicas de la CGT precoz o temprana: expansion del espacio
subendotelial, vacuolizacién de las células endoteliales y pérdida de la fenestracién de
la membrana basal. Posteriormente, Haas et al (162) mostraron similares cambios

ultraestructurales en biopsias precoces (< 3 meses postrasplante).
Algunos factores se han asociado con el desarrollo de GCT:

e Anticuerpos anti-HLA donante especificos, especialmente de clase I1.(163)
e Pacientes sensibilizados HLA pretrasplante sometidos a protocolos de
desensibilizacion (159)

e Presencia de un RMA.

Lesiones vasculares: RMA vascular

Las lesiones vasculares (v) o endarteritis, caracterizadas por la infiltracion de células
inmunes en el endotelio vascular cldsicamente se han asociado a procesos de rechazo
mediados por células T. En los afios 90 se describid la presencia de endarteritis en las

biopsias de trasplante como una lesion de rechazo agudo grave con mal prondstico y
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peor respuesta al tratamiento (164). Recientemente se ha descrito que las lesiones
vasculares no s6lo se asocian a procesos celulares, sino que también pueden estar

implicados procesos humorales en su desarrollo.

Desde el punto de vista clinico, el estudio mas relevante es el publicado por Lefaucheur
et al (165), en el que se define por primera vez el RMA vascular. En este trabajo, los
autores demuestran que los pacientes con RMA con lesiones vasculares tienen peor
supervivencia del injerto comparada con los pacientes con RMA sin endarteritis y que
pacientes con rechazo celular, independientemente de la presencia de lesiones
vasculares. En el andlisis multivariante, la endarteritis severa (v=3) confiere 5 veces
mds riesgo de pérdida de injerto. Por tanto, se identifica un nuevo subtipo de rechazo
agudo del injerto renal con caracteristicas histoldgicas, clinicas y prondsticas propias.
Este tipo de rechazo se caracteriza por la presencia de endarteritis sin infiltrado

inflamatorio crénico y en presencia de DSA.

A la luz de esta evidencia, las lesiones vasculares se incluyen en la clasificacion de

Banff 2013 como criterio histolégico de RMA (142).

1.34. Incidencia e impacto clinico del RMA en trasplante renal

El RMA agudo y crénico se asocia con un peor prondstico en trasplante renal. Asi los pacientes
con RMA agudo, que no produce la pérdida inmediata del injerto, tienen mayor riesgo de sufrir

RMA crénico y pérdida de injerto.

En cuanto al tiempo de presentacion, se han descrito dos fenotipos de RMA: i) RMA precoz,
probamente en relacion con el aumento en el titulo de DSA pre-existentes antes del trasplante y

ii) RMA tardio, relacionado con el desarrollo de DSA de novo postrasplante (17).

Los pacientes con RMA agudo (RMAa) presentan un peor prondstico comparados con los
pacientes sin rechazo o con rechazo mediado por células T. En un importante estudio publicado
por Lefaucheur et al. que incluye 2079 pacientes trasplantados renales, el 15% habia sufrido
rechazo agudo demostrado por biopsia y tenia mds de 10 afios de seguimiento. En este estudio,
los pacientes con RMA agudo con y sin lesiones vasculares tenian 9 y 3 veces, respectivamente,
mds riesgo de pérdida de injerto que los pacientes con rechazo mediado por células T (165). De
forma similar, en la serie de Orandi et al. (166)con 219 pacientes que desarrollaron RMAa
clinico o subclinico, este hecho aumentaba 4 veces el riesgo de pérdida de injerto con un
seguimiento de 5 afios postrasplante. De hecho, el riesgo de pérdida de injerto en pacientes con
RMAa subclinico fue doble que en controles pareados sin RMA; mientras que el riesgo de
pérdida para los pacientes que tenia RMAa clinico fue de casi 6 veces mds que sus controles
pareados. Este impacto ha sido descrito tanto en pacientes que desarrollan RMAa precoz como

en aquellos que lo hacen de forma tardia, mas alla del tercer mes postrasplante (167).
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Dos estudios recientes comparan los dos fenotipos de RMA: precoz y tardio. En el primero,
Haas et al describen una serie de RMA precoz con una mediana de tiempo postrasplante de 3
meses y una serie de RMA tardio, con mediana de tiempo postrasplante de 73 meses. En el
precoz la biopsia fue indicada fundamentalmente por disfuncién aguda (65%) y en el tardio por
disfuncién crénica (53%). El 70% de las biopsias con RMA precoz presentaban un RMA
agudo/activo; mientras que en las tardias, el diagndstico mds frecuente fue el RMA
crénico/activo (60%), seguido de RMA agudo/activo (37%) y crénico (2%). En las biopsias con
RMA tardio, era més frecuente la GCT, la multilaminacién en CPT y la FI/AT. No habia
diferencias en ambos fenotipos en el depdsito de C4d, glomerulitis o capilaritis peritubular. Los
pacientes con RMA tardio presentaban una peor supervivencia del injerto comparada con los

que tenian un RMA precoz a los 21 meses de seguimiento (168).

De forma simultdnea, Aubert et al publican un estudio similar, pero abordado desde el punto de
vista de los DSA: preformados vs de novo (71). Para ello, seleccionan pacientes con RMA, de
ellos 103 con DSA preformados y 102 con DSA de novo. Los pacientes con DSA preformados
desarrollan el RMA de forma més precoz (2.8 meses postrasplante) que los pacientes con DSA
de novo (23.9 meses). Los hallazgos histolégicos en los pacientes con RMA y DSA de novo
fueron méas GCT, inflamacién intersticial, tubulitis, inflamacién intersticial, y FI/AT comparado
con los pacientes con RMA y DSA preformados. Al igual que en el estudio de Haas et al, no
encontraron diferencias en el depdsito de C4d ni en la capilaritis peritubular. La supervivencia
del injerto fue peor en los pacientes con DSA de novo comparada con los pacientes con DSA
preformados. En el andlisis multivariante los pacientes con DSA de novo tenian 1.82 més riesgo
de pérdida de injerto que los pacientes con DSA pretrasplante y la GCT también fue un factor

predictor independiente de pérdida.
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2. OBJETIVOS

Objetivo principal

Nuevos aspectos en la caracterizacidon seroldgica e histoldgica del rechazo mediado por

anticuerpos y su impacto clinico

Objetivos secundarios

1.

Analizar el impacto de DSA preformados segtin su comportamiento postrasplante en el
desarrollo de rechazo humoral y en la supervivencia del injerto en receptores de
trasplante renal.

Estudiar el papel de anticuerpos anti-HLA poco estudiados en trasplante renal: evaluar
la prevalencia de anticuerpos anti-HLA DP detectados pre y postrasplante. Y su
influencia en la supervivencia del injerto renal.

Establecer la incidencia, prondstico y supervivencia del injerto renal segin la categoria
diagndstica histoldgica de acuerdo a la clasificacion de Banff 2013 en biopsias por
indicacién en nuestro dmbito geogréfico.

Analizar la influencia de los cambios en las categorias diagnésticas que supone la
evolucién de la clasificacion de Banff”13 comparada con la clasificaciéon de Banff’09,
especificamente en la categoria de rechazo mediado por anticuerpos y su impacto

clinico.
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3. RESULTADOS
3.1.Impact of persistent and cleared HLA DSA on kidney transplant outcome

Hum. Immunol. 2018 Mar 7. pii: S0198-8859(18)30053-3.
doi: 10.1016/j.humimm.2018.02.014. [ Epub ahead of print]

Hipotesis de trabajo

Los DSA preformados o de novo aumentan el riesgo de RMA y disminuyen la
supervivencia del injerto. Sin embargo, la presencia de estos anticuerpos no parece tener

la misma relevancia clinica y prondstica en todos los pacientes.

La hipdtesis de nuestro trabajo es que el comportamiento de los DSA preformados tras
el trasplante puede influir de forma diferente en el desarrollo de RMA y en la
supervivencia del injerto. Por tanto, es importante evaluar la dindmica postrasplante de
los DSA preformados y establecer los factores relevantes que pueden influir en su

comportamiento postrasplante.

Objetivos

1.- Evaluar y confirmar el impacto de los DSA preformados pretraspante en el RMA y
supervivencia del injerto.
2.- Analizar la evolucion postrasplante de los DSA preformados y su asociacién con el

RMA vy la supervivencia del injerto.

Material y métodos

Realizamos un estudio retrospectivo de 370 pacientes trasplantados renales desde
Agosto/2006 hasta Marzo/2014 con seguimiento hasta la pérdida del injerto (vuelta a

didlisis o retrasplante, o muerte del paciente) o Septiembre de 2016.

La deteccion de anticuerpos anti-HLA se realiz6 empleando kits de
LifecodesLifeScreenDeluxe (Gen-Probe, Stanford, CT) en plataforma Luminex®, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El kit se componia de siete bolas
recubiertas con moléculas de HLA de Clase I y cinco con moléculas de HLA de Clase
II. Se incubaron 3 ul de bolas con 12,5 pl de suero durante 30 minutos y se realizaron 3
lavados. Se afiadieron 3 ul de conjugado (anti-Fc_igG humana) y 22 pl de solucién de
lavado en cada pocillo, se incubaron durante 30 minutos. Las muestras fueron
analizadas en plataforma Luminex® 100 (Lumjnex®, Austin, Tx) usando Bio-Plex
Manager 6.0 como software para adquisiciéon de datos, y el programa MATCHIT!
Antibody v1.1.0.2 (GEN-PROBE) como software de andlisis. Consideramos positivo
cuando al menos dos de los siguientes resultados estuvieron por encima de los valores

especificados: el fondo de MFI corregida calculada para cada microesfera
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(BCM)>1000, la ratio de fondo corregida (BCR)>5 o AD-BCR>5. Para el andlisis se
consideré que la MFI bruta (raw MFI).

La identificaciéon de aloanticuerpos de tipo IgG especificos frente a antigenos HLA se
realizé con kits de Lifecodes LSA de clase I y/o Clase II (Gen-Probe), segiin las
instrucciones del fabricante. El kit de LSA Clase I se componia de 93 bolas recubiertas
con moléculas HLA de clase I (HLA-A, B, C), y el kit de Clase Il LSA se componia de
69 bolas recubiertas con moléculas HLA de clase II (HLA-DR, DQ, DP). Los datos
fueron analizados utilizando el software Matchlt! (Gen-Probe). Se estableci6 el punto
de corte de valor bruto de intensidad media de fluorescencia (MFI)>1000 para

considerar positividad.

La especificidad de anticuerpos HLA frente al donante se atribuyé considerando el
tipaje del donante para HLA A, B, DRB y en algunos casos para C y DQB. Para
aquellos donantes de los que no disponiamos de tipaje DQB y C, se asignd la

especificidad mediante desequilibrio de ligamiento.
Resultados
1.- Incidencia de DSA preformados

De los 370 pacientes incluidos en el estudio, el 10.5% tenian DSA en el momento
del trasplante no conocidos en aquel momento. La presencia de DSA se asocid a
sexo femenino, mayor niimero de retrasplantes, mayor pico PRA por CDC y uso de

timoglobulina como induccién.

Los pacientes con DSA preformados sufrieron mds RMA [HR 10.6, p=0.001] y
pérdida de injerto [HR 2.5, p=0.003].

2.- Evolucion de los DSA preformados segin clase HLA

De los 39 pacientes con DSA preformados el 23.1% tenia DSA clase I, el 20.5%
clase Il y el 56.4% clase 1 y II. Los pacientes con DSA de clase I y/o clase I-1I
presentaron mds RMA precoz que los pacientes con DSA de clase II. De hecho,
todos los pacientes con clase I y/o II que sufrieron un RMA precoz perdieron el
injerto por esta causa, mientras que solo un paciente con DSA clase II desarroll6 un
RMA precoz sin que supusiera la pérdida de injerto. Los pacientes con DSA clase II
mostraron mayor MFI del anticuerpo inmunodominante asi como de la suma de la
MFI de todos los DSAs. No encontramos diferencias en otras caracteristicas
relacionadas con los anticuerpos como el nimero de especificidades donante

especificas o la capacidad de fijacién de complemento.
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3-

Evolucién postrasplante

Al afio postrasplante, entre los pacientes con DSA clase I o I-II: 29.4% habian
perdido el injerto por RMA, en 47.1% no se detectaban DSA y el 23% mantenia
DSA clase II (s6lo en un caso persistia el DSA clase I). Por otro lado, entre los

pacientes con DSA clase II, los DSA persistian en el 72.7%.

En el andlisis multivariante para determinar factores de riesgo de persistencia de
DSA preformados al afio del trasplante, solo la MFI fue un factor independiente de
persistencia (OR 1.01, p=0.023). La curva ROC determiné una MFI de 5100 como
umbral de persistencia de DSA preformados postrasplante (AUC=0.803, p=0.002).
Los DSA pretrasplante con MFI>5100 tenian 5 veces mds riesgo de persistir al afio

de trasplante comparado con los anticuerpos con MFI més bajas.

Seis (1.9%) pacientes desarrollaron DSA de novo al afio del trasplante, el 4.3% a los

3 yel 8.8% alos 5 afios postrasplante.
Rechazo mediado por anticuerpos

Durante el periodo de estudio, se realizd una biopsia del injerto renal a 165
pacientes. Los pacientes con DSA preformados, tanto si persistia el anticuerpo
como si no se en el seguimiento postrasplante presentaron una tasa similar de RMA.
El andlisis multivariante mostré que los pacientes con DSA de novo presentaba un
mayor riesgo de rechazo, seguido de los pacientes con DSA preformados tanto si
persistian como si desaparecian postrasplante comparado con los pacientes que

nunca desarrollaron anticuerpos en el seguimiento pre y postrasplante.
Pérdida de injerto

El 11.6% de los pacientes incluidos en el estudio perdieron el injerto renal durante
el seguimiento. Un anélisis de Cox no ajustado mostré que los pacientes con DSA
de novo tenian més riesgo de pérdida de injerto (muerte censurada), seguidos de los
pacientes con DSA pre y postrasplante y de los pacientes con DSA pretrasplante y
sin DSA postrasplante. En el andlisis multivariante ajustado, la presencia de DSA
de novo, DSA preformado persistente o no detectado, no se asocié con pérdida de

injerto.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Preformed HLA donor-specific antibodies (DSA) only detected with Luminex have been associated with in-
Donor-specific antibodies creased risk of antibody-mediated rejection (ABMR) and graft failure after kidney transplantation (KT). Their
Preformed

evolution after KT may modify this risk. We analyzed postransplant evolution of preformed DSA identified
retrospectively and their impact on outcomes of 370 KT performed 2006-2014. Antibodies were monitored
prospectively at 1-3-5 years after KT and if any dysfunction. Early acute ABMR was more frequent among pa-
tients with preformed DSA class-I or I + II than isolated class-II (29.4% vs 4.5%, p = 0.02). One year post-KT, 20
of 34 patients with functioning KT had persistent DSA. Preformed DSA class-II persisted more frequently than
class-I/I + II (66.7% vs 33.3%; p = 0.031). The only risk factor independently associated with persistence was
pretransplant MFI. Patients with de novo DSA had the highest risk of ABMR (HR 22.2 [CI 6.1-81.2]). Although
recipients with persisting preformed DSA had significantly increased ABMR risk (HR 14.7 [CI 6.5-33.0]), those

Kidney transplantation
Antibody-mediated rejection

with cleared preformed DSA also had a higher risk than those without DSA (HR 7.01 [CI 2.2-21.8]).
Preformed DSA are a very important risk factor for ABMR and graft loss. Patients who clear preformed DSA
still show an increased risk of ABMR and graft loss after KT.

1. Introduction

The presence of HLA donor-specific antibodies (DSA) increases the
risk of antibody-mediated rejection (ABMR) and graft failure in kidney
transplant (KT) recipients [1,2]. This negative impact on graft-survival
has been described associated with preformed pretransplant DSA [3,4]
and de novo postransplant DSA [5-7]. However, the true clinical re-
levance of DSA remains elusive as not all patients with antibodies show
the same prognosis [3-7]. The newer monitoring techniques based on
single antigen beads (SAB) are revealing HLA antibodies previously
undetected in KT recipients, and there is a need to identify if there are
safer pretransplant DSA to open up opportunities for transplantation
[8-12]. It has been suggested that some characteristics of these anti-
bodies may differentiate those DSA which portend worse prognosis,

such as the HLA class I vs. II specificity [8,12], the strength or mean
fluorescence intensity (MFI) [9], the IgG subclass [10] or the comple-
ment binding ability of the antibodies [11,12].

There is no consensus on the best way to monitor HLA antibodies
after kidney transplantation in patients with or without preformed DSA
[2,13]. Furthermore, little is known on the capability of these anti-
bodies to predict ABMR in the absence of clinical and analytical dys-
function. In particular, the evolution of preformed DSA after KT has
been scarcely studied, and their relevance as promoters of late ABMR
and graft loss is poorly defined.

Current clinical guidelines recommend avoiding transplantation
across DSA unless desensitization is implemented, although often this
approach only tempers the intensity of antibodies. In order to dissect
the true impact of pretransplant DSA, we selected an era in which some

Abbreviations: ABMR, antibody-mediated rejection; DSA, donor-specific antibodies; dnDSA, de novo donor-specific antibodies; iDSA, immunodominant DSA; KT, kidney transplant; MFI,

Mean Fluorescence Intensity; SAB, Single Antigen Beads
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KT across DSA happened with unknown preformed DSA. We analyzed
the evolution of these retrospectively known preformed DSA after KT
and their impact on graft outcomes in this cohort of patients monitored
periodically after KT. We confirmed that preformed DSA predicted
worse graft-survival, those that persisted and those that cleared after KT
associated significantly with ABMR diagnosis at follow-up.

2. Material and methods
2.1. Population and design

A prospective post-transplant HLA antibody monitoring study was
conducted in 370 consecutive KT recipients at our institution between
August 2006 and March 2014. All were transplanted across a negative
donor-specific CDC crossmatch with mixed lymphocytes (1:1 and di-
luted 1:4 at 4° and 22°, and DTT treated) and followed until graft loss
(dialysis or death) or September 2016. A database included demo-
graphics, donor type, previous transplantations, immunosuppression,
delayed or immediate graft function and acute rejection episodes.

The Hospital Research Ethical Committee approved the study and
patients signed informed consents.

2.2. Immunosuppressive regimen

All patients received immunosuppression with basiliximab, tacro-
limus, mycophenolate acid derivatives and prednisone (250 mg/day 0,
125mg/day 1, 20 mg/day 2-13, 15mg/day 14-27, 10 mg/day 28-41
and 5 mg thereafter). Thymoglobulin was used instead of basiliximab in
patients with PRA-CDC over 50% or previous renal allograft loss due to
acute rejection. Acute rejection episodes were initially treated with
steroids, but in case of resistance, thymoglobulin was added. In case of
early acute ABMR with clinical dysfunction, plasma-exchange and low-
dose polyclonal immunoglobulin or high polyclonal immunoglobulin
were employed, if no improvement in renal function (decrease > 25%
of creatinine) or histology (decrease of microinflammation and/or C4d
deposition) was obtained after 10 days, Rituximab® was administered
and plasma-exchange further extended. Late ABMR (> 1year after
transplantation) was not specifically treated.

2.3. HLA antibody detection

Luminex antibody testing was performed retrospectively on pre-
transplant serum pretreated with EDTA obtained immediately before
KT for crossmatch and prospectively on postransplant samples obtained
at dysfunction or biopsy, 1, 3 and 5 years after transplantation as pre-
viously described [12,14]. Screening for anti-HLA antibodies was per-
formed using the Luminex Lifecodes LifeScreen Deluxe assay (Immucor
Lifecodes Transplant Diagnostics, Nijlen, Belgium). Anti-HLA alloanti-
body IgG identification was performed using the Lifecodes LSA Class I
and/or Class II assays, according to the manufacturer instructions [6].
With MatchlIT software, the bead was considered positive when at least
two of the results were above the specified values: Background Cor-
rected MFI calculated for each bead or BCM > 1000, Background
Corrected Ratio or BCR > 5 and Antigen Density Background Cor-
rected Ratio or AD-BCR > 5 for pre and postransplant samples. For
analysis purposes raw MFI were considered. Donor HLA antibody spe-
cificity was ascribed considering donor HLA A, B, DRB1 and some C and
DQB typing. When typing was unknown, antibodies against C or most
DQ antigens were assigned considering linkage disequilibrium for
Caucasian donors.

For postransplant assessment in patients with preformed DSA, we
carefully reviewed that epitope reactivity. Positivity for persistence or
clearing of DSA was based on the same criteria.

Serum samples with preformed DSA were analyzed for the presence
of C3d-binding anti-HLA antibodies according to the manufacturer’s
protocol (Immucor Lifecodes Transplant Diagnostics, Nijlen, Belgium)
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[6].
2.4. Renal pathology

One-hundred and sixty-five patients underwent biopsies during the
study for clinical dysfunction or DSA detection. They were evaluated as
previously described [15]. Conventional hematoxylin-eosin staining,
PAS, silver-methenamine, and Masson’s trichrome staining were done,
as well as fluorescence microscopy examination and C4d im-
munohistochemical staining. From each biopsy, two 1 X 1 mm frag-
ments were analyzed using a transmission electron microscope. All
biopsies were evaluated according to Banff 2015 classification [13]. We
labeled as ABMR all cases which met criteria for any type of category 2
diagnosis of antibody-mediated changes, either suspicious for ABMR or
full ABMR. Patients with cleared preformed HLA DSA at the time of
biopsy could only be diagnosed as suspicious for ABMR.

2.5. Statistical analysis

We used Chi? or Fisher’s exact tests to analyze categorical data and
Student’s t-test or non-parametrical Mann-Whitney U test for con-
tinuous variables. Survival was assessed using the Kaplan-Meier
method and log-rank tests. Data are expressed as means = standard
deviation or medians with interquartile range (IQR) as appropriate.
Logistic regression was performed to evaluate risk of factors of persis-
tence of preformed DSA. Receiver operating characteristic (ROC) curve
and area under the curve (AUC) were calculated for DSA MFI values.
The Cox proportional hazards model was used to evaluate the effect of
preformed DSA (cleared and persistent) and dnDSA on graft survival
and ABMR, adjusted for confounders.

Statistical analyses were performed using SPSS v.20.

3. Results
3.1. Preformed DSA: characteristics and outcomes

Among 370 patients included, 39 (10.5%) had preformed DSA at
transplantation. They were more frequently female, retransplants, had
higher peak and pretransplant CDC-PRA and received Thymoglobuilin®
induction (35.9% vs 10.6%, p = 0.001) than those without preformed
antibodies (Table 1).

Patients with preformed DSA showed a significantly higher risk of
ABMR (HR 10.6 [95% CI 5.5-20.4]; p < 0.001) and lower ABMR-free
graft-survival (41% vs 92%, p < 0.001) than patients without DSA at a
median follow-up of 4.6 years (IQR 3.1-6.5). In addition, they had a
significantly lower death-censored graft survival (64% vs 81%,
p = 0.002) and higher graft loss risk (HR 2.5 [1.3-4.7]; p = 0.003)
than patients without antibodies.

3.2. Preformed DSA according to class

Among the 39 patients with preformed DSA, nine (23.1%) had only
HLA class I antibodies, eight (20.5%) had class I and II and twenty-two
(56.4%) only class II antibodies. There were no differences in baseline
characteristics between patients with DSA I or mixed I-II and those with
only DSA II. The strength of DSA was higher in patients with only class
II DSA, considering the DSA with the highest MFI, immunodominant
DSA (iDSA), or the sum of MFI of all DSA per patient. No differences
were found in the number of DSA specificities or in the capacity for
C3d-binding (Table 2). All C3d binding DSA were HLA class II but one.

The group of patients with isolated class I or mixed class I-II anti-
bodies showed more frequently early (within three months of trans-
plantation) acute ABMR than those with preformed class II alone
(29.4% vs 4.5%, p = 0.02). Four patients with DSA class I and one
patient with mixed class I and II-undetected by the prospective CDC
XM- and acute ABMR lost their grafts, while none with DSA class II
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Table 1

Characteristics of patients with and without preformed HLA DSA.
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All

No DSA Preformed DSA p
(N = 370) (N = 331) (N =39)

Recipient age (years) [mean (SD)] 53.7 (13.5) 53.8 (13.6) 53.3 (11.9) 0.71
Female sex (n, %) 146 (39.4) 116 (35.1) 30 (76.6) 0.001
Retransplantation (n, %) 55 (14.8) 29 (8.8) 26 (66.6) 0.001
Deceased donor (n, %) 325 (87.3) 289 (87.3) 36 (92.3) 0.36
Donor age (years) [mean (SD)] 52.6 (14.2) 52.6 (14.4) 52.7 (12.5) 0.97
Previous pregnancies (n, %) 112 (76.7) 88 (75.9) 24 (80) 0.99
HLA mismatch [mean (SD)]

Class I (A/B) 2.9 (0.9) 2.8 (0.9) 2.9 (0.9) 0.69
Class II (DR) 1.2 (0.6) 1.2 (0.6) 1.4 (0.5) 0.13
preKT PRA CDC > 5% (n, %) 24 (6.5) 11 (3.3) 13 (33.3) 0.001
Peak PRA CDC > 5% (n, %) 71 (19.2) 50 (15.1) 21 (53.8) 0.001
Antilymphocyte induction (n, %) 49 (13.2) 35 (10.6) 14 (35.9) 0.001

Initial immunosuppression: Tacrolimus + Mycophenolate (n, %) 370 (100) 331 (100) 39 (100) 1
Delayed graft function (n, %) 120 (32.4) 104 (31.4) 16 (41.0) 0.27
Cold ischemia time (h) [mean (SD)] 13.9 (6.1) 14.1 (6.2) 12.8 (5.0) 0.13

DSA: donor-specific antibodies. SD: standard deviation. KT: Kidney transplantation. PRA: panel reactive antibodies.

Bold values indicate the significant value (p < 0.005).

Table 2
Characteristics of patients with preformed DSA according to HLA class.

Preformed Preformed p
DSA class I DSA class IT
and class I&II (N = 22)
N=17)
Recipient age (years) [mean (SD)] 50.24 (12.7) 55.64 0.35
(11.04)
Female sex (n, %) 13 (76.5) 17 (77.2) 0.62
Retransplantation (n, %) 9 (53) 17 (77.2) 0.11
Deceased donor (n, %) 16 (94.1) 20 (90.1) 0.59
Donor age (years) [mean (SD)] 50.53 (10.1) 54.3 (14.1) 0.16
Cold ischemia time (h) [mean (SD)] 12 (3.8) 13 (5.8) 0.63
Previous pregnancies (n, %) 10 (76.9) 14 (82.3) 0.50
HLA mismatch [mean (SD)]
Class I (A/B) 3(0.7) 3(1.1) 0.89
Class II (DR) 1.38 (1.1) 1.44 (0.5) 0.75
Antilymphocyte induction (n, %) 8 (47) 6 (27.3) 0.33
Pretransplant PRA CDC > 5% (n, %) 6 (35.3) 11 (50) 0.54
Peak PRA CDC > 5% (n, %) 12 (70.6) 9 (40.1) 0.06
Initial immunosuppression: 17(100) 22 (100) 1
Tacrolimus + Mycophenolate (n,
%)
Delayed graft function (n, %) 7 (41.2) 9 (40.1) 0.70
Pretransplant DSA characteristics
MFI iDSA [mean (SD)] 7125 (6669) 11,909 0.02
(13,782)
Sum MFI all DSA specificities [mean 9525 (8191) 15,232 0.04
(SD)] (11,460)
Number of DSA specificities [mean 1.6 (0.8) 1.5 (0.6) 0.84
(SD)]
DSA specificities > 1 (n, %) 7 (41.2) 10 (45.4) 0.78
C3d positive DSA (n, %) 7 of 14 (50) 140f20(70) 0.23
Follow up
Early acute ABMR (n, %) 5(29.4) 1 (4.5) 0.02
Early graft loss (n, %) 5(29.4) 0 < 0.001
Graft loss due acute ABMR (n, %) 5(29.4) 0 < 0.001

DSA: donor-specific antibodies. SD: standard deviation. KT: Kidney transplantation. PRA:
panel reactive antibodies. MFI: Mean fluorescence intensity. ABMR: Antibody-mediated
rejection. iDSA: immunodominant DSA.
Bold values indicate the significant value (p < 0.005).

* Early was considered during the first 3 months after transplantation.

alone did (Table 2). ABMR-free survival was lower in patients with class
I or mixed than in those with class I alone (65 vs 91%, p = 0.043), with
median follow-up of 4.6 years (IQR 3.1-6.5) (Fig. 1).

3.3. Postransplant evolution of preformed DSA

Within one year after transplantation, 29.4% patients with pre-
formed DSA class I or I-II had lost their grafts, 47.1% had cleared DSA
and 23.1% maintained DSA (mean MFI = 8581 (SD 6822)). Of them,
persistency affected almost exclusively DSA II; only one patient in this
group had persistent DSA class I (without ABMR in the biopsy). In the
group with isolated preformed DSA II, persistence happened in 72.7%
compared with 23% in the group with preformed DSA class I or I-II
(p = 0.026) (Fig. 2).

When we evaluated only the 34 patients with a functioning graft at
one year, preformed DSA were still detected in 20 of them. Patients
with persistent DSA were younger and more frequently retransplants
than those who cleared. We found no differences in persistent vs cleared
preformed DSA regarding donor characteristics, HLA mismatches, PRA-
CDC, immunosuppression, cold ischemia time or delayed graft function.
Persistent preformed DSA displayed a higher MFI of the iDSA, a higher
MFI sum of DSA and more frequent C3d-binding capability than cleared
preformed DSA at the time of transplant (Table 3). ROC curve analysis
showed an MFI cut-off point of 5100 as predictive of DSA persistence
(AUC = 0.803, p = 0.002) (Fig. 3).

A multivariate analysis evaluated factors associated with persistence
of preformed DSA one year postransplantation and identified only DSA
MFI as predictor, either as a continuous variable (OR 1.01 [CI
1.001-1.010], p = 0.023) or as a categorical variable setting the
threshold in 5100 (OR 6.2 [CI 1.05-36.2], p = 0.004).

3.4. De novo DSA

All patients were monitored for DSA after transplantation regularly
and at dysfunction or biopsy. Among 331 patients without DSA at the
time of transplantation, 6 (1.9%) had developed de novo DSA (dnDSA)
one year, 13 (4.5%) 3years and 8 (8.8%) at 5years after transplanta-
tion. No patient with preformed DSA developed de novo DSA.

3.5. Antibody-mediated rejection

One-hundred and sixty-five patients (44.6%) underwent kidney
graft biopsies. Antibody-mediated changes (Category-2 Banff'2015)
were diagnosed in 15 patients without DSA (11.2%). Patients with
persistent preformed DSA, cleared preformed DSA and dnDSA showed
similar ABMR rates in the biopsy (Table 4).

Multivariate analysis in search of risk factors for ABMR adjusted for
recipient gender, retransplantation, HLA mismatch class II and pre-
transplant PRA CDC showed that dnDSA was the most significant risk
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Fig. 1. Kaplan Meier curves for acute antibody rejection-free survival in patients with preformed DSA in comparison with patients without preformed DSA.

factor (HR 7.7 [IC 2.2-27.3, p = 0.008]), followed by preformed DSA,
either persistent (HR 5.3 [IC 2.5-11.0], p = 0.001) or cleared (HR 2.8
[IC 1.6-13.0], p = 0.004) (Fig. 4).

3.6. Graft loss

During follow-up, 41 patients (11.6%) lost their grafts. Graft-loss
and death-censored graft-loss were higher in patients with preformed

100%
90%
80%
70%
60%

50%

20%

10%

DSA and those with dnDSA than in patients with no DSA (Table 4). Cox
regression analysis showed higher risk of graft loss in patients with
dnDSA (HR 5.9 [3.9-25.0]; p = 0.016), persistent preformed (HR 4.8
[2.3-10.4]; p = 0.016) or cleared preformed DSA during follow-up (HR
3.7 (1.3-10.6); p = 0.015). But when the analyses was adjusted for
donor and recipient age, recipient gender and induction treatment,
dnDSA [HR 4.3 (IC 0.95-17.9); p = 0.05], preformed persistent [HR 2.9
(IC 0.99-8.6); p = 0.058] and preformed cleared DSA [HR 2.5 (IC

DSA class | / 1&l1

DSA class Il

[C]Cleared DSA-1y 8(47.1%)

6 (27.3%)

[ Persistent DSA-1y 4 (23.5%)

16 (72.7%)

[ Early acute ABMR and

graft loss 5(29.4%)

0

Fig. 2. Outcome at one year after transplantation: graft-loss and persistence of preformed DSA according to HLA class.
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Table 3
Characteristics of patients with functioning grafts at one year after KT according to the
evolution of preformed DSA (Univariate analysis).

OR 95%IC P

Recipient age (years) (mean, SD) 1.068 1.000-1.140 0.050
Female sex (n, %) 1.200 0.257-5.593 0.816
Retransplantation (n, %) 7.556 1.494-38.208 0.014
Deceased donor (n, %) 0.692 0.057-8.470 0.773
Donor age (years) (mean, SD) 1.043 0.985-1.104 0.148
Cold ischemia time (h) (mean, SD) 1.106 0.947-1.293 0.204
HLA mismatch (mean, SD)

Class I (A/B) 1.273 0.552-2.932 0.571

Class II (DR) 0.857 0.172-4.267 0.851
Pretransplant PRA CDC > 5% (n, %) 1.429 0.013-1.474 0.102
Peak PRA CDC > 5% (n, %) 1.875 0.150-23.396 0.625
Antilymphocyte induction (n, %) 2.444 0.514-11.619 0.261
Delayed graft function (n, %) 1.469 0.350-6.168 0.599
Pretransplant DSA characteristics
Class I or I&II 1
Class 11 5.333 1.162-24.469 0.031
MFI iDSA (mean, SD) 1.000 1.010-1.100 0.007
Sum MFI all specificities (mean, SD) 1.001 1.000-1.010 0.016
C3d+ (n, %) 10.010 1.781-56.150 0.009

Bold values indicate the significant value (p < 0.005).
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1
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| T |
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Fig. 3. ROC curve: MFI cutoff for persistence of preformed immunodominant donor-
specific antibodies.

0.8-7.4); p = 0.105] did not associate with graft-loss.

4. Discussion

Corresponding to an era in which SAB monitoring for HLA anti-
bodies was not systematically performed in the waiting list, we retro-
spectively identified that 10.5% of our patients underwent KT with
unknown preformed DSA without desensitization. This prevalence is
similar to 8.5-11.5% described in other series [16-18]. These patients
with preformed DSA showed 10-fold risk of ABMR than those without
DSA, not different to previously described [1,19,20]. In addition, they
showed worse death-censored graft survival than those without DSA at
transplantation [3,4,21,22]. Interestingly and opposite to other studies
[23-25], we found that preformed DSA correlated with postransplant
ABMR even if cleared after transplantation, although this latter group
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Table 4
Biopsy data according to the presence of DSA.

No DSA Persistent Cleared De novo
(n = 306) Preformed Preformed DSA  DSA within
DSA (n=14) 1year
(n = 25) (n=6)
Early acute ABMR 0 6 (24%) 0 0
g+ptc=2 5 (83.3%)
C4d =3 6 (100%)
IF/TA =1 1 (16.6%)
v>1 1(16.6%)
cg>0 0%
Histological findings
Late biopsy (n, %) 133 (36.9%) 19 (76%) 7 (50%) 6 (100%)
Banff’15 category
Category 1 17 (12.8%) 1 (5.2%) 0 0
Category 2 15 (11.2%) 10 (52.6%) 4 (57.1%) 3 (50%)
g+ptc=2 12 (80%) 8 (80%) 3 (75%) 3 (100%)
C4d > 0 6 (40%)* 8 (80%) 3 (75%) 3 (100%)
IF/TA 5 (33.3%) 4 (40%) 1 (25%) 2 (33.3%)
cg>0 3 (20%) 5 (50%) 2 (50%) 1 (33.3%)
PTCBM 2 (13.3%) 4 (40%) 1 (25%) 0%
Category 3 9 (6.8%) 0 0 0
Category 4 16 (12%) 0 0 0
Category 5 34 (25.6%) 6 (31.7%) 1 (14.3%) 1 (16.6%)
Category 6 42 (31.6%) 2 (10.5%) 2 (28.5%) 2 (33.4%)
Time to biopsy 12 (2-20) 16 (11-32.5) 13 (8.5-33.5) 10.5 (3-14)
(months)
[median (IQR)]
Follow up
Graft loss (n, %) 50 (16.3%) 10 (40%) 8 (57.4%) 4(66.6%)
Graft loss (death- 26 (8.5%) 9 (36%) 4 (28.6%) 2 (33.3%)
censored) (n,
%)
Death with 24 (7.8%) 1 (4%)" 4 (28.6%) 2 (33.3%)
functioning

graft (n, %)
Time of follow up
(median, IQR)

58 (40-82) 59.5
(41.5-82.5)

55.5 (30-72) 24.5
(15-43)

DSA: Donor-specific antibodies. ABMR: Antibody-mediated rejection. g: glomerulitis. ptc:
peritubular capilaritis. cg: transplant glomerulopathy. PTCBM: peritubular capillary
basement membrane multilayering. IF/TA: interstitial fibrosis/tubular atrophy

** Moderate and severe IF/TA.

* p < 0.05 No antibodies vs persistent, cleared and dnDSA.

& p < 0.05 persistent DSA vs cleared and dnDSA.

exhibited and intermediate risk.

In our cohort, antibodies involved in early graft loss were HLA class-
I DSA either isolated or combined with class-II. These antibodies were
detected in 43.6% of our patients with preformed DSA. Almost one
third developed early acute ABMR with 100% graft loss, as no de-
sensitization protocol was implemented because they were retro-
spectively identified. Contrarily, only one patient with isolated HLA
class-II preformed DSA developed early ABMR without graft loss.

Some groups have published their experience in assessing differ-
ences in graft survival according to the preformed DSA HLA class. In a
previous study, we noticed that preformed DSA class-I was associated
with 40% early graft-loss compared with 0% in cases with DSA class-II
[12]. Willicombe et al. described worse rejection-free survival in pa-
tients with preformed DSA class-I or mixed class I-II than those with
class-II alone or those without DSA [16]. Otten et al. described worse
graft survival only in patients with mixed class I-II DSA [8]. Similar to
our experience, Caro-Oleas et al. reported that patients with either
class-I or mixed classes I-II had worse graft survival when compared to
those with preformed class-II alone or no DSA [17]. Contrarily, Le-
faucheur et al. showed similar graft survival with preformed class I-II
[3]. In a different setting, Dar et al. found that among six patients who
received a combined liver-kidney transplant with DSA, three with DSA
I-II and one with only DSA-II suffered acute ABMR. After ABMR of the
kidney, DSA-I were cleared but DSA-II were not [28]. In sensitized
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Fig. 4. Antibody mediated rejection-free survival according to the evolution of preformed DSA after transplant or the appearance of de novo DSA. Cox regression analysis unadjusted and
adjusted for gender, retransplantation, HLA mismatch class II and pretransplant PRA CDC.

patients with preformed DSA treated with intravenous immunoglobulin
or plasma exchange with rituximab peritransplantation, subclinical
ABMR at one year was more frequent with DSA-II than with I [27].
Consequently, our experience and that of others suggest that preformed
class-I DSA should discourage KT unless desensitization or combined
transplantation is planned before KT. On the other hand, preformed
class-Il DSA confers risk for the development of late ABMR with or
without peritransplant treatment.

Through monitoring with SAB one year after KT, we detected that
41.2% of patients with preformed DSA and functioning grafts cleared
their antibodies without any specific treatment. Two previous very
small studies described postransplant persistence of preformed DSA in
some patients, but lacked systematic surveillance of all patients with
preformed DSA [29,30]. No correlation with ABMR or graft survival
was attempted in these studies. To our knowledge, only four recent
studies have systematically assessed persistence of preformed HLA DSA
employing SAB after transplantation [23-26]. They showed 62-65%
clearance at follow-up. Marfo et al. and Adebiyi et al. did not find any
influence of preformed DSA on graft survival [24,26]. The other two
studies reported an increase rate of graft loss at follow-up in patients
transplanted with DSA only when they persisted after KT [23,25]. We
did not detect impact on graft-survival in an adjusted analysis of per-
sistent preformed or persistent cleared, but we observed a higher risk of
ABMR both in patients with persistent and cleared preformed DSA.
When adjusted their analysis, Caillard et al. found no differences in
graft function and survival among patients with cleared preformed

DSA, with persistent preformed DSA, with dnDSA and those without
DSA [25].

In our cohort, patients with preformed cleared DSA showed inter-
mediate ABMR rates between persistent DSA and no DSA. A likely ex-
planation may be that persistent DSA are produced in higher amounts
and yield graft damage, while cleared DSA might be partially controlled
by immunosuppression so injury evolves slowly. Marfo et al. found that
patients with preformed DSA had more acute and chronic rejection with
persistent vs cleared DSA (30 vs 7%, p = 0.006) without details about
the type of rejection [24]. Kimball et al. found 43% ABMR in patients
with persistent DSA, 3% in those who cleared DSA and 1% in those
without DSA [23]. Interestingly, in patients transplanted with a nega-
tive flow crossmatch, Adebiyi and col. found that only DSA with MFI
over 3000 associated with an increased risk of biopsy-proven acute
rejection with indication biopsies. They saw that patients with persis-
tent or recurrent DSA had a non-significant decrease in 5-year death-
censored graft survival but provided no information on the incidence of
ABMR [26]. The difference of the impact of preformed DSA on ABMR
diagnosis in our study compared with those may be due to different
definition of DSA and the fact that biopsies were not classified following
Banff 2015 criteria. Evolving Banff classification allows a more precise
diagnosis of ABMR [15].

As persistence or clearance of DSA impacts ABMR free graft-sur-
vival, attempts to distinguish how preformed antibodies will behave
after transplantation is clinically relevant. In our cohort, preformed
DSA class II, with high MFI and complement binding capacity persisted
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more frequently, but the only factor independently associated with
persistence was the strength of DSA pretransplantation with a cutoff
MFI of 5000. Among the three studies mentioned before, only Caillard
et al. reported similar results. They found that the iDSA MFI was the
most significant factor related to persistence after KT [25]. The other
studies did not find any characteristic of DSA associated with clearance
or persistence of DSA after KT [23,24].

Through postransplant monitoring one year after kidney trans-
plantation, we also detected dnDSA at a low incidence of 1.9% in a low-
risk population under conventional immunosuppression. It is well-
known that dnDSA are associated with an increased incidence of ABMR
[5-7]. Our experience confirms that in a multivariate adjusted analysis.
Furthermore, this risk is also largely increased in patients with pre-
formed DSA, either detected postransplant or not. The incidence of
ABMR in the three main types of patients (preformed DSA, de novo DSA
and no DSA) is similar in our experience to that described by Caro-Oleas
et al. [4], with cleared preformed DSA retaining their impact.

The main limitation of our study is that our patient cohort is im-
munologically low-risk, as illustrated by the low incidence of de novo
DSA, and full high resolution HLA typing was not available for all do-
nors, so donor-specificity had to rely on linkage disequilibrium and
interpretation consensus for some Caucasian donors. In addition, sur-
veillance biopsies were not available, so subclinical ABMR infra-
estimation is likely [31]. However, ours is a large well characterized
cohort, with tight DSA monitoring during a long period after KT and
evidences that not all preformed DSA that disappear after KT are in-
nocuous. One may argue that some of these DSA may not have been
completely cleared but persist very weakly with MFIs below 500, so it
may be a matter of definition.

In summary, patients with preformed DSA carry a higher risk of
graft loss, being early graft loss high if DSA class I alone or with class II
are present and no pretransplant treatment is implemented. Preformed
DSA class II are frequently associated with detection of late ABMR in
the graft biopsy, regardless potential DSA clearing or minimization to
very low MFI after transplantation. These findings are clinically re-
levant for desensitization programs. Larger studies with systematic
postransplant follow-up biopsies in patients with preformed DSA are
needed to characterize better patient phenotypes and design persona-
lized management of this greater immunological risk to increase
transplant opportunities.
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Hipotesis de trabajo

Los ensayos en fase sdlida proporcionan informacién sobre antigenos HLA
clasicamente considerados menos inmunogénicos y poco relevatnes en el campo del
trasplante de 6rgano sélido, como son los anticuerpos frente a los antigenos HLA-DP.
Desconocemos si la presencia pre y postrasplante de estos anticuerpos anti-DP

detectados en plataforma Luminex® influye en la supervivencia del injerto renal.

Objetivos

1.- Evaluar la prevalencia y caracteristicas de los anticuerpos anti-HLA DP en
receptores de trasplante renal.
2.- Analizar el impacto en la supervivencia del injerto de los anticuerpos anti HLA-DP

detectados pre y postrasplante renal.

Material y métodos

Realizamos un estudio retrospectivo de 440 receptores de trasplante renal reclutados
entre Enero de 2008 y Marzo de 2013 con injerto funcionante mds de 3 meses,
realizados entre 1979-2012 en el Hospital del Mar, Barcelona. Todos los pacientes se

trasplantaron con prueba cruzada CDC pretrasplante negativa.

De los 440 pacientes incluidos en el estudio, se realizé estudio de anticuerpos anti-HLA
pretrasplante de 291 receptores con muestra de suero disponible y de 346 postrasplante.
Todos los pacientes fueron seguidos hasta Marzo de 2013 o hasta la pérdida de injerto

por vuelta a didlisis, retrasplante o muerte con injerto funcionante.

Ver métodos de deteccidn de anticuerpos anti-HLA en apartado de Material y Métodos

3.1
Resultados
1.- Anticuerpos antiHLA-DP pretrasplante

Se detectaron anticuerpos anti-HLA pretrasplante en el 23.3% de los pacientes. De estos, 27
(39.7%) presentaban anticuerpos frente a moléculas DP en el estudio de SA. Los pacientes
con anticuerpos frente a HLA DP presentaron mayor funcion retrasada del injerto (60% vs
20%, p=0.002) y mds tendencia a tener DSA frente a antigenos HLA A, B, C, DR o DQ
(62.9% vs 46.9%, p=0.09) que los pacientes sin anticuerpos HLA-DP.
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De los 68 pacientes con anticuerpos anti-HLA clase II, 36 (52.9%) tenian DSA. En el 47.7%
de los pacientes con DSA se detectaron anticuerpos frente HLA-DP y en el grupo de

pacientes con anticuerpos anti-HLA no ADS, la presencia de anti-HLA DP fue del 31.2%.

En relacién con las caracteristicas de los anticuerpos anti-HLA DPB1*, en el grupo de
pacientes con DSA, la mediana de MFI fue de 3623 (RIQ: 2067-15736) sin diferencias
estadisticamente significativas con la mediana de MFI 3672 (RIQ: 1683-7279) del grupo de
pacientes sin DSA. La especificidad DPB1* mds frecuentemente detectada fue DPB1*05:01
en el 18.5% de los pacientes estudiados. En el grupo con DSA, la mdas frecuente

DPB1%*04:02 y en el grupo con anticuerpos no DSA, DPB1*02:01.

En el 90% de los pacientes, ademds de anticuerpos anti HLA-DP detectamos otras
especificidades en el estudio de SA. Sélo 3 pacientes presentaban Unicamente anticuerpos
frente a DP con una mediana de MFI de 3059 (1937-3590). En ninguno de los tres pacientes
se detectaron estos anticuerpos postrasplante, y mantenian su injerto funcionante al final del

seguimiento.

Los pacientes con DSA pretrasplante presentaron peor supervivencia del injerto (p=0.01)
que aquellos con anticuerpos no-DSA, con una mediana (RIQ) de seguimiento de 76.5 (35-
149) meses. La presencia o ausencia de anticuerpos anti-HLA DP no afect6 la supervivencia
del injerto en los pacientes con DSA (DSA con anti-HLA DP vs DSA sin anti- HLA DP,
p=0.78); ni en aquellos sin DSA (p=0.09).

2.- Anticuerpos antiHLA-DP postrasplante

De los 346 pacientes, 59 (17.1%) tenian anticuerpos anti-HLA clase II positivo. De ellos, 33

(56%) presentaban anticuerpos antiHLA-DP cuando se estudiaron mediante técnica de SA.

Al comparar las caracteristicas basales de los pacientes con y sin anticuerpos frente a HLA-
DP, encontramos que la funcién retrasada del injerto fue mds frecuente en pacientes con
anticuerpos anti HLA-DP (60 vs 39.2%, p=0.058). La tasa de rechazo agudo demostrado
por biopsia fue similar en ambos grupos. No hubo diferencias significativas en la presencia
de DSA entre ambos grupos; se detectaron DSA en 14 pacientes (42.4%) con antiHLA-DP
yen 9 (35.6%) del grupo sin antiHLA-DP.

La mediana (RIQ) de MFI de los anticuerpos anti-HLA DP detectados postrasplante fue de
3116 (1814-4322). Las especificidades DPB* mas frecuentes fueron DPB1*¥17:01 (21.2%),
seguida de DPB1*13:01 y DPB1*¥18:01 presentes en el 18.2% de los pacientes. Similar a lo
que ocurre pretrasplante, en el 91% de los pacientes la presencia de anticuerpos anti-HLA
DP se asoci6 con la presencia de otras especificidades DR y DQ. De nuevo, sélo detectamos

3 pacientes con anti-HLA DP de forma aislada; de éstos, en dos pacientes habian aparecido
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de novo y los tres mantenian su injerto funcionante sin episodios de rechazo al final del

seguimiento.

La mediana (RIQ) de MFI de los anticuerpos anti-HLA DP fue similar en el grupo de
pacientes con DSA y el grupo HLA no-DSA [2435 (1718-3869) y 2650 (1655-4290),
respectivamente]. En 5 y 8 pacientes se detectaron anticuerpos anti-HLA DP de nueva
aparicion en el grupo DSA y en el grupo sin DSA, respectivamente. En 6 pacientes
desconocemos si estos anticuerpos son de novo, ya que no tenian suero disponible

pretrasplante.

Con una mediana (RIQ) de 48 (35-50.7) meses de seguimiento tras la determinacién de
anticuerpos postrasplante, la supervivencia del injerto (muerte censurada) fue superior en
los pacientes sin DSA (p=0.02). Al analizar la supervivencia segiin la presencia de
anticuerpos anti HLA-DP, observamos como la presencia de estos anticuerpos no
modificaba el impacto en la supervivencia. Asi, los pacientes con DSA con y sin
anticuerpos anti HLA-DP presentaron una supervivencia del injerto similar (p=0.089). De
igual manera ocurre en el grupo no-DSA, los pacientes con y sin anticuerpos anti HLA-DP
tampoco presentaron diferencias en la supervivencia del injerto al final del seguimiento.

(p=0.18).
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