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RESUMEN

Introduccion: En la supervivencia del corazon trasplantado son de importancia el empleo
de los anticuerpos contra el sistema principal de histocompatibilidad (anticuerpos anti-
HLA). Hace seis afios se introdujo en Cuba el porcentaje de anticuerpos anti-HLA frente a
panel (PRA) por método de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) como
parte de las pruebas de compatibilidad pretrasplante de los receptores de trasplante cardiaco.
Objetivo: Caracterizar los anticuerpos anti-HLA en pacientes receptores cubanos de
trasplante cardiaco.

Métodos: Entre septiembre de 2013 y abril de 2017 se les realizé el PRA por ELISA a 38
muestras de pacientes recibidas en el laboratorio de histocompatibilidad del Instituto de
Hematologia e Inmunologia. Se utilizd la comparacion de proporciones para el analisis
estadistico.

Resultados: El 47,4 % de los pacientes estudiados present6 anticuerpos anti-HLA, fueron

los mas frecuentes los de clase I. La proporcion de pacientes con PRA del 0 % fue mayor

Esta obra estd bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://orcid.org/0000-0001-7085-9185
https://orcid.org/0000-0002-8604-421X
https://orcid.org/0000-0001-7095-5660
https://orcid.org/0000-0003-4485-166X
https://orcid.org/0000-0003-3982-1554
https://orcid.org/0000-0002-0843-372X
mailto:rchematologia@infomed.sld.cu

Revista Cubana de Hematologia. 2020;36(2):e1115

en PRA clase Il que en I (p= 0,0027). Mientras que fue mayor la proporcion de pacientes
con PRA clase I entre el 20 y el 75 % (p= 0,0046). El 77,8 % de los pacientes tuvo un PRA
clase I mayor al 10 % y en el PRA clase Il alcanzé el 80 %.

Conclusiones: El porcentaje de anticuerpos anti-HLA frente a panel por método de ensayo
de inmunoabsorcion ligado a enzima permitié una mejor caracterizacion de los anticuerpos
anti-HLA, lo que contribuy6 a mejorar la compatibilidad en este tipo de paciente.
Palabras clave: anticuerpos anti-HLA,; trasplante cardiaco; método de ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA); anticuerpos frente a panel (PRA).

ABSTRACT

Introduction: In survival after heart transplantation, the use of antibodies against the main
histocompatibility system (anti-HLA antibodies) is important. Six years ago, the percentage
of anti-HLA antibodies against panel (PRA) by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) method was introduced in Cuba as part of the pre-transplant compatibility tests of
heart transplant recipients.

Objective: To characterize anti-HLA antibodies in Cuban heart transplant recipients.
Methods: Between September 2013 and April 2017, PRA by ELISA was performed on 38
patient samples received in the histocompatibility laboratory of the Institute of Hematology
and Immunology. Comparison of proportions was used for statistical analysis.

Results: 47.4% of the study patients presented anti-HLA antibodies; those in class were the
most frequent. The proportion of patients with PRA of 0% was higher in PRA class Il than
in class I (p=0.0027). The proportion of patients with PRA class | was greater, accounting
for 20-75% (p=0.0046). 77.8% of the patients had a class | PRA greater than 10%, while in
class Il PRA it reached 80%.

Conclusions: The percentage of anti-HLA antibodies versus a panel of enzyme linked
immunosorbent assay method allowed better characterization of anti-HLA antibodies,
which contributed to improving compatibility in this type of patient.

Keywords: anti-HLA antibodies; heart transplantation; enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) method; antibodies versus panel (PRA).
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Introduccion

La insuficiencia cardiaca es una afeccién cronica en la cual el corazén ya no puede bombear
sangre en oxigeno al resto del cuerpo de forma eficiente. La prevalencia de pacientes con
esta afeccion alcanza el 2 % de la poblacion de paises europeos y en Estados Unidos.
Ademas, son reportados 550 000 nuevos casos por afio.)

La mortalidad a los 5 afios de los pacientes con insuficiencia cardiaca cronica sintomatica
alcanza el 50 %™? y puede ser tan alta como el 80 % durante el primer afio al entrar a la
fase terminal.®

Se desconocen con exactitud las cifras de incidencia y prevalencia de la insuficiencia
cardiaca en nuestro pais.®

Su prevalencia en Cuba se estima en alrededor del 1,7 %, similar a lo referido en estudios
foraneos y que dicha prevalencia aumenta con la edad (7-18 % en mayores de 70 afios).*
En Cuba, las enfermedades cardiacas constituyen la primera causa de mortalidad y la
insuficiencia cardiaca es la tercera causa de mortalidad dentro de estas enfermedades.®

A pesar de los avances farmacoldgicos y en aditamentos tecnoldgicos para el tratamiento de
la insuficiencia cardiaca cronica, la morbilidad y mortalidad a largo plazo permanecen altas
en los pacientes que la padecen y usualmente progresan hacia la insuficiencia cardiaca
terminal.?)

El trasplante cardiaco ha evolucionado desde décadas pasadas para convertirse en la mejor
terapia disponible en la insuficiencia cardiaca avanzada con alta probabilidad de muerte,®
prolonga significativamente la sobrevida de los pacientes, que puede llegar hasta 13 afios,®
y mejora su calidad de vida.®")

La supervivencia del érgano trasplantado depende de muchos factores y entre ellos cobran
especial importancia los anticuerpos contra el sistema principal de histocompatibilidad
(HLA) o anticuerpos anti-HLA, que pueden ser de clase | y clase II.

La alosensibilizacion pretrasplante de los receptores de trasplante cardiaco con estos
anticuerpos disminuye el nimero de posibles candidatos a donante, prolonga el tiempo en
espera del trasplante, ademas aumenta la mortalidad y morbilidad postrasplante.?7:8)

Esto se debe a que pueden causar rechazo hiperagudo, aumentan el riesgo de rechazo agudo
celular y mediado por anticuerpos (AMR, del inglés, antibody mediated rejection), y
predisponen al desarrollo de una vasculopatia del injerto cardiaco (CAV, del inglés,
cardiovascular allograft vasculopathy), que constituye la causa mayor de falla

cardiaca.®6798)
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La AMR provoca falla cardiaca y es responsable del 35 al 40 % de las muertes en los 5
primeros afios posteriores al trasplante y su variante cronica, tanto sintomatica como no
sintomatica, frecuentemente asociada a CAV, es responsable del 50 al 60 % de la
mortalidad.®

Entre las pruebas de compatibilidad inmunologica donante-receptor previas a este tipo de
trasplante se realiza, ademas de la compatibilidad de grupo sanguineo ABO, el PRA
(anticuerpos anti-HLA frente a panel), que permite determinar el porcentaje y especificidad
de los anticuerpos anti-HLA si existieran.

Cuando el paciente presenta un PRA > 10 % se considera sensibilizado con anticuerpos anti-
HLA,*819) y cuando el porcentaje del PRA rebasa el 10 %, se recomienda realizar una
prueba cruzada pretrasplante entre el posible donante y el receptor.819 En caso de ser
positiva indicaria que el receptor presenta anticuerpos especificos de donante (DSA, del
inglés, donor specific antibodies) e invalida el uso de ese posible donante para el receptor
en estudio.

La introduccion de los ensayos de fase solida: ELISA (ensayo inmunoenzimatico, del inglés,
enzyme-linked immunosorbentassay), Luminex y citometria de flujo, en sustitucion a su
predecesor la microlinfotoxicidad dependiente de complemento (CDC), mejoré la
sensibilidad de la deteccion, asi como la caracterizacion de la especificidad de los
anticuerpos anti-HLA, y permitié mejorar la compatibilidad donante-receptor.®&1

Se ha descrito una relacion inversamente proporcional entre los niveles de PRA y la
supervivencia del injerto cardiaco.®!? Los pacientes trasplantados con una prueba de
cruzada positiva tienen un mayor riesgo de fallo cardiaco temprano postrasplante y una
reduccion drastica de la supervivencia del injerto durante el primer afio, comparado a
aquellos trasplantados con la prueba negativa.®) Esto valida la importancia de la
determinacion pretrasplante de ambos estudios.

Desde hace 6 afios a los pacientes receptores de trasplante cardiaco en Cuba se les realiza la
deteccion de anticuerpos anti-HLA mediante dos métodos como parte de la evaluacion
inmunoldgica pretrasplante, el PRA por ELISA 'y la prueba cruzada por citometria de flujo.
Esta dltima se realiza cuando se tienen potenciales donantes y la sensibilizacién con
anticuerpos anti-HLA de los receptores sobrepasa el 40 %.

El objetivo del presente trabajo es caracterizar los anticuerpos anti-HLA en pacientes
receptores cubanos de trasplante cardiaco. Este es el primer analisis que se realiza de los
resultados hallados desde la introduccion del PRA por ELISA como estudio pretrasplante

en estos receptores.
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Métodos

Se estudiaron 38 muestras de pacientes con criterio de receptor de trasplante cardiaco
recibidas en el laboratorio de Histocompatibilidad del Instituto de Hematologia e
Inmunologia, entre septiembre de 2013 a abril de 2017.

Previo consentimiento informado, la recoleccion de las muestras se realizo en el Hospital
Clinico Quirargico Hermanos Ameijeiras. Se extrajeron 10 mL de sangre periférica en tubos
secos, que se conservaron entre 4 y 8 °C hasta ser centrifugadas a 1500 g durante 15 min a
temperatura ambiente (22-24 °C). El suero se distribuyé en alicuotas de 2 mL que se
conservaron a -20°C hasta su envio al laboratorio de Histocompatibilidad. La transportacion
se hizo en recipientes adecuados para garantizar la calidad de las muestras. Los datos
demogréaficos e inmunoldgicos de los pacientes se recogieron en planillas de Estudio Inicial.
Se realiz6 primeramente la deteccion de anticuerpos 1gG anti-HLA, se utilizanron los
estuches comerciales: LIFECODES QuikScreen y LIFECODES B-Screen, para la
determinacion de anticuerpos anti-HLA clase | y |1, respectivamente. A aquellos pacientes
cuyas muestras resultaron positivas se procedié a la identificacidn de porcentaje de PRA 'y
especificidades mediante los estuches comerciales LIFECODES Quik-ID Class | para
anticuerpos anti-HLA clase |1 y LIFECODES Quik-ID Class Il para anti-HLA clase 11, se
siguieron las instrucciones del fabricante.!¥ Estas técnicas se realizaron de forma
automatizada mediante un analizador tipo ChemWell® (AwarenessTechnology, Inc).

Se utilizé para el analisis estadistico la prueba de comparacion de proporciones con un nivel

de confianza del 95 % en el programa Epidat version 3.1.

Resultados

En los pacientes estudiados predominé el grupo etario de 40-45 afios edad, el sexo
masculino (89,5 %) y la miocardiopatia dilatada, que fue el diagndstico mas frecuente de
insuficiencia cardiaca.

El 47,4 % (18 pacientes) presentaron anticuerpos anti-HLA de alguna clase, fueron mas
frecuentes los anticuerpos anti-HLA clase | (presentes en el 100 % de los pacientes
positivos). Solo 5 pacientes (27,8 %) tuvieron anticuerpos de clase I, que se aproximo en
todos los casos con la sensibilizacion con anticuerpos de clase I o doble sensibilizacion (Fig.
1).
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Fig.1 - Sensibilizacién segln clase de anticuerpos anti-HLA en receptores cubanos de

trasplante cardiaco.

La proporcion de pacientes con PRA del 0 % fue mayor en clase Il que en | (p: 0,0027) y
por otro lado fue mayor la proporcién de pacientes de clase | con PRA entre el 20y el 75 %

(p: 0,0046). No se encontraron diferencias significativas en los otros rangos de porcentaje
(Fig. 2).
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Fig. 2 - Namero de pacientes segun porcentaje del PRA de anticuerpos anti-HLA.
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De los pacientes con anticuerpos anti-HLA clase | positivos, 6 (el 33,3 %), tuvieron un PRA

mayor del 40 %, mientras que todos los PRA clase Il estuvieron por debajo del 40 % (Fig.

3).
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Fig. 3 - Porcentaje de pacientes segun PRA mayor o menor del 40 %.

El 77,8 % de los pacientes tuvo un PRA clase | mayor al 10 %, mientras que en el PRA

clase 1l alcanzo el 80 % (Fig. 4).
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Fig. 4 - Porcentaje de pacientes segun PRA mayor o menor del 10 %.
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Las especificidades mas frecuentes de los anticuerpos anti-HLA clase | fueron contra los
genes B*67 y B*59 (83,3 % de los pacientes), los anticuerpos anti-Cw*14, A*80, B*15
(B63y B76); B*81 y Cw*18 estuvieron en el segundo lugar con el 72,2 % y en tercer lugar
estuvieron los anti-A*66, B*50 y B*52 presentes en el 55,5 % de los pacientes positivos.
Las especificidades de los anticuerpos anti-HLA clase Il no pudieron ser determinadas

debido a las limitaciones del ELISA como método.

Discusion
Alrededor de la mitad de los pacientes estudiados presentaron anticuerpos anti-HLA. Esto
concuerda con lo informado a nivel mundial acerca del aumento durante la ultima década
del nimero de candidatos a trasplante cardiaco sensibilizados con estos anticuerpos.(®6812
Lo anteriormente planteado se debe a que estos pacientes, ademas de tener los factores de
riesgo para la sensibilizacion con estos anticuerpos comunes a otros receptores de 6rganos
solidos como: las transfusiones sanguineas y de hemoderivados, trasplantes y embarazos
previos, tienen dos factores que solo se ven en este tipo de trasplante: los injertos humanos
(homoinjertos) realizados durante cirugias reconstructivas cardiacas y los sistemas de
asistencia ventricular (VAD, del inglés ventricular assistdevices).(®6812)
Los pacientes con VAD que reciben transfusiones de plagquetas perioperatorias o
eritrocitarias no depletadas de leucocitos, tienen mas posibilidades de desarrollar
anticuerpos anti-HLA de clase | sin impactar en los anticuerpos anti-HLA de clase 1, a no
ser que el paciente sea HLA-DR3, pues se ha comprobado que guarda relacion con la
aparicion de anti-HLA clase 11 en pacientes con VAD.®
En nuestro pais no se realiza la implantacion de VAD, y aunque los homoinjertos cardiacos
se realizaron en la década del 80 y el 90 no se llevan a cabo en la actualidad, por lo que las
transfusiones sanguineas son la principal causa de sensibilizacion con anticuerpos anti-HLA
pretrasplante cardiaco, segtin informan otros autores.®
Los anticuerpos anti-HLA clase | pretrasplante estan directamente relacionados con la
inmunopatologia de la CAV®?" y estos estuvieron presentes en todos los pacientes
estudiados que presentaron anticuerpos lo que constituye un elemento a considerar.
Los niveles de sensibilizacion en estos pacientes sugieren que se deben establecer
estrategias de seguimiento seroldgico pretrasplante de estos anticuerpos.
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Estudios recientes mostraron que el PARA > 25 %)y el PARA > 10 %! estan asociados
con pobre supervivencia después del trasplante cardiaco. Otro estudio de un grupo de
trasplante pediatrico evidencié una supervivencia al cabo de un 1 afio del 73 % de los
receptores de trasplante cardiaco con un PRA > 50 %, mientras que aquellos con un PRA <
10 % la supervivencia fue del 90 %.¥

Un PRA elevado esta descrito como uno de los factores de riesgo que aumenta la
probabilidad de rechazo en los pacientes con trasplante cardiaco.> E1 PRA > 10 % esta
asociado con una incidencia incrementada de rechazo celular agudo, vasculopatia del injerto
cardiaco y mortalidad,® ademéas de mas posibilidades de tener DSA.(*?

En nuestro pais se sigue tomado el PRA > 40 % como criterio para realizar la prueba cruzada
pretrasplante, aunque muchos autores recomiendan realizarla cuando este alcance el 10
%.0712 A pesar de que no fueron muchos los pacientes que tenian més del 40 % en clase |
y no existio ninguno en clase 11, si fueron varios los que presentaron un PRA > 10 %, por lo
gue quizas se deberia valorar el criterio de porcentaje hasta ahora utilizado para realizar una
prueba cruzada previa.

En la actualidad se maneja que el porcentaje calculado de anticuerpos anti-HLA o PRA
calculado (cPRA) es de mayor importancia que el PRA definido por ensayo de fase sélida,
pues el porcentaje de este Gltimo se define segln la representacion que tengan los antigenos
HLA en la técnica y no refleja la frecuencia de estos antigenos en la poblacion. Este Gltimo
no arroja la posibilidad real de encontrar un donante compatible, que si lo contempla el
CPRA.(11’15)

Si el candidato a trasplante presenta un cPRA, segun frecuencia poblacional de antigenos
HLA inaceptables (que son contra los que el receptor presenta anticuerpos especificos),
mayor del 50 %, se recomienda la desensibilizacion o disminucion del porcentaje de
anticuerpos antes de trasplantar.”

Aunque en nuestro pais ya contamos con el cPRA,® en el presente estudio se utilizé el
PRA definido por la técnica de ELISA. Esto se debi6 a que por limitacion de la prueba
cuando el porcentaje del PRA se encuentra por debajo del 30 % no se puede realizar una
caracterizacion adecuada de la especificidad de los anticuerpos anti-HLA; si se hubiera
utilizado el cPRA no se hubieran podido introducir los anticuerpos anti-HLA clase 11, lo que
arrojaria un resultado negativo para estos anticuerpos y por lo tanto no real.

Los genes B*67 y B*59 pertenecen al mismo grupo GREG o familias de antigenos
relacionados estructuralmente, por lo tanto, con reactividad cruzada entre ellos. Lo anterior

explicaria que fueran reconocidos por el mismo anticuerpo, al ser los anticuerpos contra
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antigenos publicos los mas frecuentes y que son los que reconocen a mas de un antigeno de
un mismo grupo CREG.(®

En otro estudio realizado en nuestro pais, pero con otro tipo de trasplante, se han descrito
los anticuerpos anti-HLA contra el locus B, asi como el anti-Cw14, A*80, A*66 como
frecuentes,*” al igual que en la presente investigacion.

Una de las limitaciones del PRA por ELISA es que no permite conocer la cuantificacion o
titulo de los anticuerpos anti-HLA; esto es de vital importancia a la hora de seleccionar entre
todas las especificidades de los anticuerpos aquellas a considerar en primer lugar.® El
conocer las especificidades de los anticuerpos anti-HLA es importante porque permite
realizar la prueba cruzada virtual, y predecir el resultado de la prueba cruzada real antes de
realizarse.

La prueba cruzada virtual se realiza al conocer la tipificacion HLA de un posible donante y
las especificidades de los anticuerpos anti-HLA del receptor,!? es negativa si ambos no
coinciden, o sea, si el receptor no presenta DSA. Ella permite agilizar los resultados y una
mejor seleccion de los receptores ante un posible donante en un operativo de trasplante,
sobre todo en receptores hipersensibilizados que necesitan injertos cardiacos con tiempos
de isquemia cortos, lo que no permiten realizar pruebas cruzadas previas“? o simplemente
en aquellos en que el tiempo de isquemia sea corto.0:12)

En otros paises en donde la cantidad de receptores es grande y localizados en mayores
extensiones de territorio, se ha adoptado la prueba cruzada virtual sobre la real para la
asignacion de los injertos cardiacos, lo que amplia las posibilidades territoriales de
seleccion®®1Y) y disminuye el tiempo y la muerte en la lista de espera de trasplante
cardiaco.®V

La prueba cruzada real tiene la limitacion de que quien la realiza debe de tener muestras de
sangre tanto de donante como receptor para llevarla a cabo, lo que restringe la seleccion del
receptor a la regién en donde se encuentra el donante. Sin embargo, en nuestro medio es
posible mantener este método, pues los trasplantes cardiacos se realizan en un solo hospital
de la capital y los receptores de todo el pais son tambien trasladados a la capital para realizar
su espera hasta el trasplante.

En nuestro pais la prueba cruzada en el trasplante cardiaco inicié su realizacién de forma
retrospectiva, o sea, cuando ya se habia llevado a cabo el trasplante. Esta era una practica
que se utilizaba y aun se utiliza a nivel mundial.*? Sin embargo, debido a las condiciones
antes mencionadas en Cuba esta se puede realizar previo al trasplante, ya sea de forma real

o virtual. Favorece la compatibilidad donante receptor y como tal el resultado del trasplante.
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El tener casi la mitad de receptores cardiacos sensibilizados con anticuerpos anti-HLA y
casi todos ellos con PRA mayor o igual al 10 %, implica valorar un nuevo criterio para
realizar una prueba cruzada pretrasplante.

La introduccion del PRA por ELISA en los pacientes cubanos receptores de trasplante
cardiaco, a pesar de sus limitaciones, ha permitido una mejor caracterizacion de los
anticuerpos anti-HLA y con ello contribuira a mejorar no solo la compatibilidad

pretrasplante de estos pacientes con sus donantes, sino sus posibilidades de supervivencia.
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