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Sistema de Histocompatibilidad

Injerto Receptor

Trasplante Rechazo

Componentes Polimorfismo Inmunogenicidad

1 Antigenos Grupo sanguineo:
ABO

Poco Muy alto

2 Antigenos Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad:
HLA

Mucho Alto

3 Antigenos menor histocompatibilidad:
HA-1, HA-2, HA-3  etc

Mucho mas Bajo



Complejo Mayor de Histocompatibilidad

 Localizado en el cromosoma 
6p21.3.

 Aproximadamente 4,600 Kb

 La región del genoma mas 
densamente poblado.

 224 genes han sido 
identificados

 128 genes predicción 
expresados

 50 de estos genes muestran 
función inmune.

 La región del genoma mas 
densamente poblado

 Físicamente agrupados en 
tres regiones:

 Clase I

 Clase II

 Clase III



Genes HLA son poligénicos y polimórficos
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HLA difiere sustancialmente entre individuos
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Terminología “Matching” para trasplante de órganos 
sólidos



a) Kaplan–Meier survival curve of overall graft failure according to the number of HLA mismatches with corresponding

numerical table of the number at risk at 0, 4 and 8 years post-transplant (adapted from Lim WH et al Clin Transplant

2012).

b) Odds ratio plot of HLA mismatches and acute rejection according to donor type (reference live donor 0 HLA

mismatch) and corresponding table of the adjusted odds ratio between HLA mismatches and acute rejection

according to donor type (reference live or deceased donor 0 HLA mismatch; adapted from Lim WH et al Clin

Transplant 2012).



Reconocimiento de aloantígenos
por Linfocitos aloreactivos



Inmunología Trasplante Renal



Inmunología Trasplante Renal





Introducción

El estudio inmunológico de la pareja donante-receptor

 Cuantificar y minimizar la probabilidad de pérdida del injerto a
corto y largo plazo.

 Es necesario hacer el estudio pre-trasplante y post-trasplante
mediante el uso de diversas tecnologías .

 Los resultados no solo evitaran los trasplantes de alto riesgo sino
ofrecer el tipo de tratamiento inmunosupresor adecuado a cada
nivel de riesgo.

 Para determinar los aloanticuerpos existen diferentes métodos que
tienen diferente sensibilidad y diferente valor pronóstico, unos
determinan un alto riesgo de rechazo hiperagudo, otros un aumento
en el riesgo de pérdida de injerto en retrasplantes.



Tamizaje de aloanticuerpos, identificación de
aloanticuerpos anti-HLA o PRA

1.1) Prueba Tamizaje: (Reactividad Celular)-Crossmatch o Prueba
Cruzada. (crossmatch-CDC) tiene un alto valor pronóstico
positivo (VPP) sobre la pérdida del injerto (80%). Esta técnica
detecta la presencia en suero de anticuerpos citotóxicos de clase
IgG1, IgG3 e IgM.

1.2) Pruebas Serológicas: (Anticuerpos)-Panel de Anticuerpos
Reactivos (PRA), basado en un panel de glicoproteinas HLA de
clase I y II, fijados en una fase solida.

 ELISA

 Citotometría de flujo

 Luminex®



1.3) Asignación de especificidad anti-HLA con técnicas de fase
sólida.

 Dianas multi-alélicas de un individuo único: cada microesfera está
rebozada de los antígenos purificados procedentes de una línea celular
(en general dos alelos) de clase I locus 2A + 2B + 2C, o bien clase II 2DR
y/o 2DQ y/o 2DP.

 Dianas con antígenos aislados (o «single antigen»): cada microesfera
está rebozada con un solo alelo HLA clase I o de HLA clase II.



Métodos para la evaluación de anticuerpos 

anti-HLA

 Crossmatch-CDC.
 Estándar

 Modificado

 DTT

 Anti-globulina

 Crossmatch Citometría
de flujo (células).
 Linfocitos T/B 

 Pronase

 ELISA.

 PRA % (I & II)

 Especificidad (I & II)

 Citometría de flujo 
(perlas)

 PRA % (I & II)

 Especificidad (I & II)

 Luminex®

 PRA % (I & II)

 Single antigen

 Donor Specific
Antibodie (DSA)

Antígeno no especifico Antígeno especifico



 Reacción antígeno-anticuerpo con fijación de complemento y
visualización de la reacción con un colorante.

 Se pueden utilizar células (linfocitos T y/o B) aislados de S.P,
ganglio linfático o bazo.

 La reacción se cuantifica según el porcentaje de células muertas.

 Este es el método de referencia clásico.

 Prueba cruzada pre-trasplante frente a células T y células B
(Patel y Terasaki 1969).

Crossmatch-CDC 

(Citotoxidad dependiente del Complemento)



Problema Sensibilidad

Problema Especificidad



Prueba cruzada linfocitaria (o Crossmatch-CDC)

1.1) Prueba cruzada linfocitaria por Citotoxidad dependiente
del Complemento (CDC) entre donante y receptor

 Detecta anticuerpos de clase IgG1, IgG3 e IgM.

 Se realiza utilizando sub-poblaciones de linfocitos T y B es posible
diferenciar los anticuerpos anti-HLA-I de los anti-HLA-II .

 Tratamiento adicional con DTT (Ditriotreitol), para romper puentes
bisulfuro de los auto-anticuerpos citotóxicos IgM. (Frecuente en
pacientes con enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso
sistémico; artritis reumatoide, cirrosis biliar primaria, etc.).



Crossmatch-CDC 

(Citotoxidad dependiente del Complemento)

+ Complemento



Crossmatch-CDC Modificado

DTT: Ditiotreitol

AHG: Anti-human globulin

1) Incrementa las Especificidad:

•Elimina IgM, por acción del 

DTT

2) Incrementa la Sensibilidad:

•AHG

•Mayor tiempo de incubación

DTT, rompe

puentes bisulfuro

+ Complemento



Crossmatch-Citometría de Flujo

1) Detecta solo anticuerpos IgG
2) Tratamiento de los linfocitos con 

Pronasa: elimina receptores Fc de 
linfocitos B que se unirían a IgG
inespecíficamente aumentando
el background.  



Evolución del Crossmatch



Paradigma de los años 1970s-80s del Crossmatch



Como los individuos son sensibilizados a los 

antígenos HLA

 Trasplante

 Embarazo

 Trasfusion sanguinea, plaquetas.

 Infecciones

 Vacunacion





Determinaciones en la primera fase del estudio 

pre-trasplante:

a) Tipificación HLA del receptor y de los posibles donantes.

b) Aloanticuerpos por citotoxicidad dependiente de complemento frente
a panel (PRA-CDC) y cribado de aloanticuerpos anti-HLA por fase
sólida.

c) En enfermos sensibilizados, puede ser útil identificar las
incompatibilidades aceptables mediante una determinación de
antígeno aislado en fase sólida y la evaluación del «crossmatch virtual»
(VCM).



Panel de Anticuerpos Reactivos (PRA)

Cual es el propósito del PRA?

 CONOCER el grado de sensibilización de un paciente ANTES de un
trasplante.

 En caso si esta sensibilizado, CONOCER específicamente que
anticuerpos se han producido.

 Hacer un SEGUIMIENTO post-trasplante, frente a la posibilidad de un
rechazo o un segundo trasplante.



Panel de Anticuerpos Reactivos (ELISA-PRA)

 Búsqueda en simultáneo
de anticuerpos contra
HLA Clase I y Clase II.

 Aprox. 33% de los
individuos pueden
desarrollar anticuerpos
anti-HLA.

 PRA (Panel de
anticuerpos reactivos) se
expresa en porcentaje.

 Diversos métodos:

 ELISA.

 Citometria de flujo

 Luminex®.

Procedimiento:
•1er paso: Tamizaje (HLA clase I y clase II)
1. HLA clase I, glicoproteínas aprox. 300 donadores (1/3

caucásicos, 1/3 afro-americanos y 1/3 hispánicos.
2. HLA clase II, glicoproteínas purificado de Linfocitos B.

•2do paso: Identificación de anticuerpos anti-HLA clase I y
clase II.
1. HLA clase I, panel de 40 donantes (líneas celulares

de linfocitos).
2. HLA clase II, panel de 30 diferentes líneas celulares de

linfocitos B transformados.



Panel de Anticuerpos Reactivos (ELISA-PRA)

QUIK-ID®Class I                                  QUIK-ID®Class II



Resultados (ELISA-PRA), 

calculo “PRA” HLA clase I



Resultados (ELISA-PRA), 

calculo “PRA” HLA clase I

PRA 50%



Resultados (ELISA-PRA), 

calculo “PRA” HLA clase II



Resultados (ELISA-PRA), 

calculo “PRA” HLA clase II

PRA 47%



Fase solida Luminex®

• Controles + 96 especifificos

(clase I) o 76 especifificos (clase II)

•Tiempo de ensayo = 2 horas

• Alta sensibilidad y especificidad



Fase solida Luminex®

Laser 1

Laser 2

Indica al instrumento de 
que esfera se trata, y que 

antígeno HLA porta

Indica la fuerza de unión del 
anticuerpo a la esfera

Class I beads:
HLA-A, -B, -C loci

Class II beads:
HLA-DR, -DQ, -DP

“Single antigen” 
beads:



Anticuerpos anti-HLA, Fase solida Luminex®



Diferentes ensayos con Luminex®

3 tipos de ensayos, analizando y detectando anticuerpos anti-HLA (One
Lambda):

1. LABScreen Mixed (LSMix) – Solo Tamizaje

2. LABScreen PRA (LumPRA1 or LumPRA2) – Tamizaje y
determinación especifica de grupos anticuerpos anti-HLA

3. LABScreen “Single Antigen” (LSA1 or LSA2) – Determinación
especifica de anticuerpos anti-HLA a nivel de un antígeno.



“Single antigens” (Luminex®)



“Single antigens” datos (Luminex®)

MFI: “Mean Fluorescent intensity”

“Single antigens” presente
en cada esfera



“Single antigens” datos (Luminex®)

define lo fuerte, Moderado, debil de los anticuerpos anti-HLA



PRA vs cPRA
PRA
1. Se basa su aproximación, en un panel de antígenos, que varia según casa

comercial.
2. Su valor es inconsistente y variado, muchas veces no representa las

frecuencias de antígeno en la población de donantes.
3. Es necesario acompañar estos resultados con “crossmatch-CDC”, para

trasplante renal.

PRA calculado “cPRA”
1. Se basa en un cálculo de la frecuencia de la reacción de un conjunto de

incompatibilidades inaceptables para un paciente, contra un panel de
14.000 donantes fallecidos .

2. Por lo tanto, el cPRA da una medida de las posibilidades de un paciente de
encontrar a un donante compatible en grupo de donantes.

3. Se calcula ingresando los resultados de “Single antigens” obtenidos por fase
solida Luminex, a la “UNET PRA Calculator”

http://optn.transplant.hrsa.gov/converge/resources/allocationcalculators.asp?i
ndex=78



PRA Calculado (cPRA)

Numero Proporcion

Blancos 9,811 0.687

Afro-Americanos 2,101 0.147

Hispanicos 2,037 0.143

Asiaticos 333 0.023

Total 14,282 1.000

Frecuencia etnica fue basado sobre donantes renales cadavericos,
recogidos desde enero, 2007 hasta diciembre del 2008*

* Based on OPTN data as of August 19, 2011



PRA Calculado (cPRA)

* Based on OPTN data as of August 19, 2011

2. Para cada etnia por separado:

 S1 – Suma de cada 1 locus su frecuencia haplotipica (A, B, DR, DQ, C)

 S2 - Suma de cada 2 locus su frecuencia haplotipica (AB, ADR, ADQ, AC, BDR, 
BDQ, BC, DRDQ, DRC, DQC)

 S3 - Suma de cada 3 locus su frecuencia haplotipica (ABDR, ABDQ, ABC, 
ADRDQ, ADRC, ADQC, BDRDQ, BDRC, BDQC, DRDQC)

 S4 - Suma de cada 4 locus su frecuencia haplotipica (ABDRDQ, ABDRC, 
ABDQC, ADRDQC, BDRDQC)

 S5 – Suma de 5 locus su frecuencia haplotipica (ABDRDQC)

 cPRA para cada etnia es: 

probabilidad de un positivo crossmatch = 1  - probabilidad de un negativo
crossmatch = 1 – (1 – S1 + S2 – S3 + S4 – S5)2



Colocar los resultados de 
“single antigen” fase solida 
por luminex®

Antígenos inaceptables

“unacceptable antigens”.

Ejemplo:
A2, A68, A69, B57 y B58

http://optn.transplant.hrsa.gov/converge/resources/allocationcalculators.asp?index=78



Ejemplo:
A2, A68, A69, B57 y B58

http://optn.transplant.hrsa.gov/converge/resources/allocationcalculators.asp?index=78

Paciente tiene posibilidad de 
crossmatch positivo con 61% 
de los donantes en la base de 
datos.



Anticuerpos HLA donante especifico (DSA)

 Ya sea detectado pre-o post- trasplante, la presencia de anticuerpos
dirigidos contra antígenos expresados en los órganos del donante,
cuando no se trata ataca al órgano trasplantado, aumentando el riesgo
y/o perdida del injerto.

 La detección (pre-trasplante) y el monitoreo (post-trasplante, se realiza
mediante ensayos con la tecnologia Luminex® (“Single antigen”)



Anticuerpos HLA donante especifico (DSA)



Efecto de Anticuerpos donante especifico (DSA), 
en la sobrevida del injerto renal















Prueba cruzada virtual “Virtual crossmatch”

 Se usa para determinar la presencia o ausencia de
anticuerpos HLA donante-específicos (DSA) en un
paciente comparando el perfil de especificidad de los
anticuerpos HLA del paciente con el tipo HLA del
donante propuesto sin tener que realizar una prueba
cruzada clásica tal como una prueba cruzada por
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)
o citometría de flujo.



 Esta prueba está indicada en pacientes candidatos a retrasplante, en
mujeres con embarazos previos y en caso de resultados positivos en el
cribado por fase sólida pero negativos por CDC.

 Esta técnica permite conocer con precisión y con alta sensibilidad si un
receptor posee anticuerpos IgG contra cada uno de los antígenos del
sistema HLA.

 Se pueden identificar anticuerpos contra moléculas HLA de clase I (A,
B, C) y contra moléculas HLA de clase II (DR, DP y DQ). Los reactivos
tienen un coste elevado.

Prueba cruzada virtual “Virtual crossmatch”



“Virtual crossmatch”- Infaltables

 Evaluación del donante
 Requiere una completa y exacta tipificación molecular HLA.

 HLA-A, -B, -C (Clase I)

 HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5, -DQB1, -DQA1, -DPB1, -DPA1
(Clase II)

 Evaluación del Receptor
 Tipificación molecular HLA, Clase I y II

 Evaluación de todos los anticuerpos anti-HLA y su fuerza mediante
“single antigen beads” por Luminex®.

 (MFI – mean fluorescence intensity) proporciona una medida de la
fuerza del anticuerpo.



“Virtual crossmatch”- Criterios

Que criterios deberían ser considerados para hacer un
“virtual crossmatch”?

 Considerar un “virtual crossmatch” cuando se tenga suficientes datos:
tipificacion HLA donante-receptor, determinación de “single antigen”
del paciente (receptor), así como anticuerpos donante especifico
“Donor Specific Antibodies” (DSA).

 Pacientes (receptor) deben ser evaluados para anticuerpos anti-HLA
contra (A,B,C,DRB1, DRB 3,4,5, DQB1, DQA1, DPB1, DPA1).

 Deben ser evaluados como recientes (<30 días), sin embargo una
muestra debe ser obtenido el día del trasplante.

 Debe estar registrado todos los eventos potenciales de sensibilización
en el paciente (receptor).





“Virtual crossmatch”- Dudas

 ¿Es posible que la detección de anticuerpos anti-HLA en el receptor , y
tipificación molecular HLA en el donante y “virtual crossmatch”
pueden hacerse en lugares distintos? SI

 Tecnología y POEs acreditados y certificados.

 Resultados confiables y totales para quien realiza el “Virtual crossmatch”

 Quien realiza el “Virtual Crossmatch”, debe se un profesional calificado y
debidamente entrenado para discusión final con los clínicos.

 ¿Se puede hacer una prueba cruzada virtual, si el suero del receptor
tiene una antigüedad mayor a 30 días? NO

 No es preciso

 Posibilidad de eventos pro-inflamatorios y transfusiones que pueden
aumentar la sensibilidad del paciente durante ese tiempo,



a) Añade precisión al actual crossmatch.

b) Elimina el crossmatch físico, sin embargo puede ser utilizado como
complementado con“Virtual crossmatch”.

-No requiere de mas muestras.

-Reduce la carga de trabajo en el Laboratorio.

-Reduce costos.

c) Mejora la eficiencia de selección del receptor adecuado.

d) Aumento de la sensibilidad y especificidad, conduciendo a un mejor
emparejado donante / receptor.

e) Reduce el tiempo de isquemia fría.

f) Permite el acceso de pacientes sensibilizados (pacientes trasplantados).

g) Permite el acceso al programa de trasplante a pacientes inmunológicamente y
geográficamente desfavorecidos.

h) Mejora la evaluación del riesgo de rechazo del injerto.

“Virtual crossmatch”- Ventajas



Pacientes

a) Existe la posibilidad de negar el uso de un órgano de un donante que podrían
ser trasplantado con éxito.

b) No garantiza la compatibilidad al 100%

Laboratorios

a) Reducción de personal debido a la disminución de “crossmatch” físico cuando
se hacen con menos frecuencia.

b) Aumento del tiempo de interpretación no reembolsable.

c) requiere más coordinación con programa de trasplante

Programas de trasplante

a) El personal del programa de trasplante tienen que aprender un nuevo
vocabulario interpretativo.

b) Tiempo y trabajo adicional para asegurar que los pacientes entienden sus
riesgos.

“Virtual crossmatch”- Desventajas



















Acción de los inmunosupresores




