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RESUMEN

La necesidad de ajustar la inmunosupresion en forma indivi-
dualizada ha estimulado la emergencia de técnicas que per-
miten predecir eventos clinicos como rechazo agudo o tole-
rancia. Esta revision analiza, considerando principalmente el
trasplante renal, las limitantes actuales de la inmunosupre-
sién para concluir que una terapia individualizada permitiria
mejorar la sobrevida de pacientes y érganos trasplantados
en el largo plazo. En sequndo lugar describe los métodos
diagndsticos que en forma mas consistente han demostrado
tener valor predictivo con importancia clinica. Entre ellos se
cuentan ensayos funcionales, determinacion de anticuerpos
especitficos y linfocitos reactivos contra el donante, asi como
el anélisis de marcadores a nivel de proteinas o gendmicos.
Los avances logrados auguran el comienzo de una nueva era
en trasplantes.
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SUMMARY

Organ transplantation is often related to higher survival and
lower morbidity than conservative treatments. Nevertheless,
survival and morbidity could be optimized tailoring the
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immunosupression to the particular needs of each individual
patient. The requirement to optimize immunosupression
makes necessary to improve the immunologic assessment
and therefore has promoted the development of new
immunological diagnostic tools.

This reviewaddresses first the need to tailorimmunosupression,
and then focuses in the value of anti HLA antibodies,
alloreactive T cells, phenotypic analysis of lymphocytes and
cytokines, repertoire analysis and genetic approaches, as well
as in vivo studies.

Further validation and standardization of these tests are
needed in order to enter the routine clinical practice.
Accomplishment of these goals would signal the beginning
of a new era in transplantation.
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INTRODUCCION

El trasplante renal se ha convertido en una terapia muy exitosa en el
sentido que se relaciona tanto con una mayor sobrevida como con
una mejor calidad de vida. A pesar de ello el trasplante renal tiene
limitaciones, como la falta de drganos y la pérdida de injertos en el
largo plazo.
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A pesar de la elevada sobrevida de injertos y pacientes en el corto pla-
20, la sobrevida en el largo plazo no ha mejorado en la misma medida.
La pérdida de injertos en el largo plazo contribuye a aumentar la bre-
cha entre oferta y demanda, aumentando la demanda por segundos o
terceros trasplantes. Esta revisidn tiene por objeto entregar una vision
de las principales causas de pérdida de trasplantes renales en el largo
plazo y de cémo el mejor monitoreo inmunolégico puede contribuir a
mejorar los resultados. Es oportuno destacar que los trasplantes de
diversos drganos tienen caracteristicas comunes y caracteristicas que
son especificas para cada d6rgano. De ello se deduce que los marca-
dores con valor diagnéstico pueden variar dependiendo del 6rgano
trasplantado. Una revision mas detallada en referencia a marcadores
de tolerancia para los diversos érganos se encuentra en el trabajo de
Turka LAy Lechler RI (1).

SOBREVIDA DE INJERTOS A CORTO Y LARGO PLAZO

Diversos factores han contribuido a mejorar sustantivamente el pronds-
tico del trasplante renal. En la década de 1980 fue la introduccién de la
ciclosporina, en la década de 1990 la introduccion de nuevos antivirales
y antiflngicos y desde los finales de esa misma década la introduccion
de la rapamicina, el alemtuzumab y el rituximab. Ello se ha traducido en
una sobrevida de érganos y pacientes superior al 90% en el primer afio
de trasplante (Figura 1).

En el mediano y largo plazo el pronéstico registra también una mejoria.
Sin embargo, esta mejoria no alcanza la misma proporcion que en el
corto plazo (Figura 2) y contribuye substancialmente a la lista de espera
(2). Este fenémeno tiene dos componentes. Por un lado, la mortalidad
de pacientes con injerto funcionando y por otro lado la pérdida de fun-
cion del rifidn trasplantado.
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La sobrevida de trasplante renal al primer afio ha mejorado en forma continua.
USRDS 2005 Annual Data Report: NIH and NIDDK, Bethesda, MD, 2005.

La principal causa de mortalidad es enfermedad cardiovascular, seguido
de enfermedades infecciosas y neoplasias (Figura 3) lo que guarda rela-
cion con efectos colaterales del tratamiento inmunosupresor.

Los medicamentos anticalcineurinicos (ciclosporina, tacrolimus) han
significado un enorme progreso en la reduccién de los episodios de
rechazo agudo. Sin embargo también se relacionan con una mayor
incidencia de enfermedad cardiovascular, neoplasias, infecciones y

FIGURA 2. SOBREVIDA AJUSTADA DEL
TRASPLANTE RENAL A LOS 5 ANOS.
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FIGURA 3. CAUSAS DE MORTALIDAD CON
INJERTO FUNCIONANTE, EN FUNCION DEL
TIEMPO TRANSCURRIDO DESPUES DEL
TRASPLANTE
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disfuncion del injerto en el largo plazo (3). Los esteroides se utilizan
actualmente en dosis muy bajas o se suspenden del todo por su perfil
de efectos colaterales. Los inhibidores de la proliferacién (azatioprina,
micofenolato mofetil o sédico) y los inhibidores mTOR (rapamicina
o sirolimus y everolimus) tienen también efectos colaterales signifi-
cativos que pueden limitar tanto la esperanza de vida como la vida
media del trasplante. Por lo tanto, el dptimo seria tener elementos de
laboratorio que permitan modular la inmunosupresién en forma indi-
vidual para evitar tanto fenémenos de rechazo inmunoldgico como
sus efectos colaterales.

Las causas especificas de pérdida del injerto se sefialan en la Tabla
1. Entre ellas, la mas frecuente es la "nefropatia crénica del injerto”.
Esta corresponde al cuadro histolégico de atrofia tubular, fibrosis in-
tersticial y obsolescencia glomerular. Sus causas son complejas y no
se encuentran plenamente esclarecidas (4). Juegan un rol muy impor-
tante la edad del donante y del receptor, la causa del fallecimiento,
la isquemia fria, la compatibilidad, la ocurrencia de rechazo agudo,
la intensidad de caracteristicas de la inmunosupresion. También jue-
gan un rol importante otros fendmenos como la posible existencia
de hipertension arterial, dislipidemia y, diabetes mellitus. Cualquiera
sean las causas, cuando la nefropatia crénica del injerto es detectada
por elementos clinicos, ya es irreversible. De alli emanan los esfuerzos
dirigidos a prevenir la nefropatia cronica del injerto y a encontrar ele-
mentos clinicos y de laboratorio que permitan predecir su aparicién
en el futuro.

TABLA 1. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA
DISFUNCION DEL RINON TRASPLANTADO

1- Nefrotoxicos
2- Nefropatia cronica del injerto
-Dafo tubulo-intersticial esclerosante inespecifico
-Rechazo celular crénico
-Rechazo humoral crénico
-Nefrotoxicidad por anticalcineurinicos
-Glomerulopatia del trasplante
3- Rechazo agudo tardio y recurrente
-Falta de adherencia
-Latrogénico/inmunolégico
4- Infecciones:
-Nefropatia por virus polioma
-Pielonefritis recurrente/reflujo vésico-ureteral
5- Glomerulonefritis: recurrencia y de novo
6- Obstruccion del flujo urinario

7- Estenosis de arteria renal

INSTRUMENTOS TRADICIONALES PARA LA EVALUACION
FUNCIONAL DEL TRASPLANTE

Los instrumentos tradicionales no invasivos como la creatinina o la
medicion de la filtracion glomerular son claramente elementos tar-
dios, que solamente reflejan el dafio ya producido. Los estudios de
correlacion entre biopsias realizadas regularmente en un protocolo de
estudio y la filtracion glomerular medida por la creatinina plasmética
y métodos cintigraficos ilustran claramente esta afirmacion. En el es-
tudio del grupo de Sydney (5) la filtracién glomerular alcanza su mejor
nivel a los 6 meses con 60 ml/min. Luego, esta hiperfiltracion inicial
inicia un descenso en paralelo con alteraciones histolégicas. Estas
consisten en fibrosis intersticial, atrofia tubular, hialinosis arteriolar.
Si existe rechazo subclinico este s6lo puede observarse en biopsias
de protocolo. En este estudio la creatinina sélo registra un alza clini-
camente evidente cuando la filtracién glomerular alcanza valores de
30 ml/min. (Figura 4). En ese momento en la histologia ya se obser-
van alteraciones avanzadas, que incluyen la obsolescencia glomerular.
Desde ese momento en adelante, la progresion hacia la insuficiencia
renal es una realidad inevitable.

La ecotomografia doppler del riiidn trasplantado puede prestar cierta
ayuda en el monitoreo. Por un lado es Util para diagnosticar colec-
ciones y obstruccion del flujo urinario. Por otro lado se ha visto que
indices de resistencia mayores a 0.8 se correlacionan con un pronos-
tico mas limitado (6). Ello permite identificar pacientes con riesgo
muy elevado de pérdida del injerto. Sin embargo, el examen carece
de la sensibilidad necesaria para detectar una nefropatia inicial, leve
o moderada.

La biopsia renal constituye actualmente el método de referencia para
monitorizar la evolucién del trasplante. La utilizacién de agujas auto-
maticas mas finas y el apoyo in situ de la ecotomografia han permitido
bajar la frecuencia de complicaciones mayores (transfusiones de sangre
o intervenciones) en pacientes trasplantados a menos del 1% (7, 8).
Por esa razon la biopsia renal se ha convertido en un método practica-
mente de rutina en el seguimiento de los pacientes trasplantados. Se
trata sin embargo de un método invasivo que tiene morbilidad y costos
relacionados. Por Ultimo, a pesar de ser el mejor método disponible
todavia esta lejos de ser perfecto. Entre sus limitantes se cuenta el
requerimiento de alta especializacion para la interpretacion correcta
de los resultados. Por otro lado aun cuando la informacién morfolé-
gica es bastante detallada, la informacion referida a la funcionalidad
es limitada.

De lo sefialado se desprende la necesidad de disponer de métodos de
seguimiento de naturaleza no invasiva que permitan evaluar funcional-
mente los diversos aspectos de la respuesta biolégica del rifion tras-
plantado, incluyendo la capacidad de predecir ciertas patologias, antes
que ocurran cambios histolégicos irreversibles. Estos métodos deben ser
capaces de indagar en la condicién del sistema inmune previo al tras-
plante, asi como en la interaccidn del donante y el receptor en forma de
ensayos funcionales (9).
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FIGURA 4.
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En la parte superior se sefalan los principales factores incidentes en la disfuncidn crénica del trasplante renal graficados en funcion de su tiempo de aparicion. En la
parte inferior se observa que el alza de creatinina es un marcador tardio en relacion a la disminucion de la filtracién glomerular. Informacion extraida de los trabajos de

Chapman JR, Nankivell BJ et al.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI HLA

Peter Morris describid la formacion de anticuerpos en pacientes tras-
plantados en el afio 1969 (10). Paul Terasaki fue el primero (11) en es-
tudiar el problema en forma dirigida al realizar mediciones seriadas de
anticuerpos durante ocho afios en la evolucién de 139 pacientes tras-
plantados renales. 29 de esos pacientes evolucionaron hacia un “recha-
zo cronico” en ese periodo. En todos estos pacientes se demostré la for-
macion de anticuerpos anti HLA ya sea preexistentes o de novo. Cuando
se analizan los datos en forma retrospectiva en todos los pacientes que
perdieron el injerto (n=14) se detecté la aparicion de anticuerpos previo
a la pérdida. Un estudio prospectivo, multicéntrico en 2.231 pacientes
(12) ha venido luego a confirmar el valor predictivo de la deteccion de
anticuerpos en la evolucién post trasplante (Figura 5).

En pacientes hipersensibilizados (es decir aquellos que presentan anti-
cuerpos anti donante antes del trasplante) se ha estudiado la relacion

entre la presencia de anticuerpos anti HLA y la incidencia de rechazo
agudo (13). El estudio realizado en 70 pacientes permite extraer las
siguientes conclusiones. Por una parte, la presencia niveles elevados de
anticuerpos donante-especificos se correlaciona con una mayor inciden-
cia de rechazo humoral agudo. Por otra parte los niveles permanecen
bajos en los pacientes que no hacen rechazo humoral agudo, mientras
que cuando suben (alrededor del dia 10 post trasplante) se observa una
elevada incidencia de rechazo humoral (92%).

Sin embargo la evaluacion de anticuerpos anti HLA tiene limitaciones.
Se ha visto que en algunos pacientes los anticuerpos anti HLA pueden
persistir por afios sin deterioro aparente de la funcion renal y que pue-
den estar presentes en pacientes que cursan con tolerancia operacional
(14). Una segunda limitante es la gran variabilidad de las técnicas y
falta de estandarizacion entre los diferentes laboratorios. Las técnicas
principales de determinacidn de anticuerpos anti donante son el cross-
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FIGURA 5.
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Los pacientes que desarrollan anticuerpos anti HLA tienen una menor sobrevida.
Las diferencias se acenttan en funcion del tiempo transcurrido desde el trasplan-
te. Terasaki Pl, Ozawa M.

Valor predictivo de Ac HLa y creatinina sérica en rechazo crénico: resultados de
estudio prospectivo de 2 afios.

match por linfocitotoxicidad y el cross-match por citometria de flujo. Las
principales técnicas de determinacion de anticuerpos anti HLA especifi-
cos son el ELISA, la citometria de flujo y el sistema xMAP-Luminex. Re-
cientemente la técnica XMAP-Luminex ha sido adaptada también para
|a realizacién de crossmatch.

En la practica, la determinacion de anticuerpos anti HLA es un instru-
mento que permite identificar -tanto antes del trasplante como durante
su evolucion- aquellos pacientes de mayor riesgo inmunolégico, lo que
tiene consecuencias terapéuticas. Entre estas no disminuir la inmuno-
supresion, motivar un estudio histopatoldgico y eventualmente realizar
un tratamiento destinado a disminuir la formacién de anticuerpos. Por
esa razon se propone realizar esta determinacion en forma rutinaria en
periodos regulares (Figura 6).

OTROS INSTRUMENTOS EMERGENTES PARA LA EVALUACION
FUNCIONAL DEL TRASPLANTE

Determinacion de linfocitos T (LT) Aloreactivos

El sistema inmune adaptable reconoce antigenos presentados en el
marco del MHC propio. En ese contexto la deteccién de antigenos pre-
sentados por MHC extrafio constituye una excepcion a la regla y una
paradoja en el funcionamiento del sistema inmune. Se estima que la
frecuencia de linfocitos T periféricos que reconocen antigenos del do-
nante varfa entre el 1y el 10% dependiendo de los métodos utilizados.
Utilizando diversas técnicas se ha comprobado que la cantidad de estos
linfocitos “aloreactivos” se correlaciona con la presencia de rechazo en
la evolucion post trasplante (15) y que las terapias de induccién con an-
ticuerpos benefician especialmente a los pacientes con una frecuencia
elevada de LT aloreactivos. Las técnicas mas cominmente empleadas
con esta finalidad son las siguientes:

El cultivo mixto linfocitario, en su forma mas tradicional pone en
contacto células del donante irradiadas con células del receptor midien-

FIGURA 6. ALGORITMO PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI HLAY SUS CONDUCTAS
DERIVADAS EN PACIENTES CON FUNCION RENAL ESTABLE
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Durante el primer afio de evolucion o si la funcién renal es fluctuante la determinacion deberia ser hecha en forma mas frecuente. Clinica Las Condes 2009 (Mayo).
IVIG: Inmunoglobinas intravenosas en désis de 2 grs por kilo de peso, dosis méaxima 140 grs.

231



232

[REV. MED. CLIN. CONDES - 2010; 21(2) 227 - 237]

do la proliferacion celular por medio de la incorporacion de timidina
marcada radioactivamente. Este ensayo cre6 inicialmente grandes ex-
pectativas, sin embargo tiene limitaciones, como el hecho que permite
observar sélo la presentacion directa y no la presentacion indirecta,
que en el concepto actual constituye el principal mecanismo de pér-
dida de injertos en el largo plazo.

El analisis de dilucion limitante estima la frecuencia de precurso-
res aloreactivos por medio de diluciones seriadas de células respon-
dedoras en contacto con células del donante. El ensayo se mide en
términos de produccion de citoquinas, de proliferacion o citotoxicidad.
Utilizando esta metodologia se ha observado que un aumento en el
numero de precursores de LT citotdxicos anticipa un episodio de re-
chazo agudo durante el primer afio de evolucion (16). Sus principales
limitantes son su laboriosidad y dificultades en la reproducibilidad de
|os resultados.

La técnica de ELISPOT (Enzyme-Linked Immunosorbent Spot) en su
forma més clasica, consiste en poner en contacto células presentado-
ras del donante (generalmente irradiadas) con respondedoras del re-
ceptor en una placa que permite la captura y deteccién de citoquinas
en el lugar en que es secretada. Ello permite la deteccion a nivel de
células individuales, lo que le da una extraordinaria sensibilidad. Esta
técnica se utilizd primero para evaluar la presentacion directa (17) y
luego la presentacion indirecta (18) . Estudios prospectivos demostra-
ron que la deteccion de LT productores de interferon gama antes del
trasplante constituye un factor de riesgo de rechazo en los primeros
meses de evolucién (19) que se correlaciona a su vez con la funcién
renal en el corto (20) y largo plazo (21). Por las razones sefialadas
se ha propuesto su utilizacién como un anélogo del crossmatch para
evaluar la reactividad celular antes del trasplante (22). Especialmente
interesante podria ser la monitorizacion de la reactividad de subpobla-
ciones linfocitarias. Se ha evaluado la respuesta de PBMC comparando
antes y después de depletar LT requladores (CD4+, CD25high), obser-
vando en algunos pacientes que la presencia de esta subpoblacién
disminuye la produccién de interferén gama por LT efectores expues-
tos a presentacion indirecta. Esta reaccién fue observada en 40 %
de los pacientes que no habian experimentado nunca un episodio de
rechazo (23).

Experimentos en modelo animal sugieren que la activacion sequida
de agotamiento y delecién de linfocitos T CD8+ aloreactivos constitu-
ye un predictor de aceptabilidad y tolerancia (24). Especialmente, LT
reactivos en presentacion indirecta podrian tener gran importancia en
la evolucion del trasplante (25).

EL ANALISIS DEL REPERTORIO DE LOS RECEPTORES DE
LINFOCITOS T (TCR)

Se basa en la demostracién que pacientes que han perdido el injerto
renal por rechazo crénico tienen linfocitos infiltrantes cuyo TCR tiene
un repertorio fuertemente alterado (26), sugiriendo que un nimero

limitado de determinantes antigénicas son criticas para estimular el
sistema inmune del receptor y provocar una disfuncion crénica y pér-
dida del injerto.

Un fenémeno similar de alteracion en el repertorio de TCR, junto a
una falta de produccion de ciertas citoquinas se observa en pacientes
tolerantes al injerto (27).

No existen aln pruebas consistentes que el estudio del repertorio de
TCR en forma aislada (por tipificacion espectral) constituya un buen
instrumento para predecir eventos clinicos. Sin embargo, la utilizacion
de esta técnica puede ser (til en el marco de estudios genémicos
complejos. Utilizando estos instrumentos la empresa TcLand, locali-
zada en Nantes ha desarrollado un “Kidney Score” de aceptacién o
rechazo y ofrece este servicio a pacientes trasplantados (http://www.
tcland-biotech.com/).

CD30 SOLUBLE (TUMOR NECROSIS FACTOR RECEPTOR
SUPERFAMILY, MEMBER 8)

CD30 es una molécula de superficie perteneciente a la familia de
receptores del Factor de Necrosis Tumoral TNF que se sobre expresa
y libera a la circulacién luego de la activacion de LT. Tanto LT acti-
vados de memoria como efectores contribuyen a su concentracion
circulante (28). Se ha observado una buena correlacion entre los ni-
veles de CD30 soluble pre trasplante con la posibilidad de rechazo
o pérdida de injerto (29, 30), sin embargo existen también repor-
tes en contrario (31, 32). Existe informacion en el sentido que su
elevacién podria ser predictiva de bronquiolitis obliterante en tras-
plante pulmonar (33). Por tratarse de un marcador inespecifico cuya
elevacion es caracteristica de infecciones (34) y otros fendmenos
como el embarazo (35), es posible que otras variables oscurezcan
su valor.

CUANTIFICACION DE CITOQUINAS CIRCULANTES

La concentracion plasmética de ciertas citoquinas asi como la detec-
cion de sus mensajeros (36) han sido evaluadas con resultados con-
tradictorios respecto de su posible valor predictivo de disfuncién del
injerto en trasplante renal o hepético. Se han publicado estudios que
asignan un valor predictivo positivo para rechazo a los valores eleva-
dos de IL-6 (37) o al balance de TGF beta y PDGF-BB (38). Otros es-
tudios entregan resultados distintos (39). Seguramente su corta vida
media, su influencia potencial por mdltiples factores no relacionados
al trasplante, su distancia al sitio del injerto y sus funciones reverbe-
rantes hacen que sus valores sean demasiado fluctuantes y complejos
para revelar las interacciones estables entre el huésped y el érgano
trasplantado. Una estrategia alternativa es el seguimiento de ciertas
citoquinas en los productos del 6rgano trasplantado. Asi por ejemplo,
la expresion del mRNA de IL23 e IL17 se encuentra elevada en células
de secrecion bronquial en pacientes trasplantados de pulmén que cur-
san con bronquiolitis obliterante (40).
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El ANALISIS DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS constituye
un nuevo recurso para monitorizar el sistema inmune del paciente
trasplantado. Gracias al conocimiento de marcadores caracteristicos
de los diversos grupos celulares su analisis puede realizarse en sangre
por medio de citometria de flujo y en tejido por inmunohistoquimica.
La subpoblacién de linfocitos T reguladores que expresan el factor de
transcripcion Foxp3 es facilmente identificable y su andlisis ha per-
mitido la introduccion de nuevos conceptos en la inmunologia del
trasplante. En especial, su presencia se encuentra relacionada tanto
a tolerancia (41) como a rechazo (42) hacia el érgano trasplantado.
En ese sentido existe experiencia publicada que evalda la presencia
de linfocitos T reguladores en relacion a LT totales (43), asi como LT
efectores y de memoria (44).

La deteccién de diversos tipos de células dendriticas puede constituir
también un elemento valioso de monitoreo inmunoldgico. Se ha obser-
vado que aquellos pacientes tolerantes que no tienen inmunosupre-
sién o tienen inmunosupresion minima tienen una mayor proporcion
de células dendriticas plasmocitoides (45). Mas tarde, el mismo grupo
ha demostrado que la razon de PD-L1 (programmed death ligand-1)/
(D86 se relaciona con LT reguladores Foxp3+ (46). Un fendmeno que
apunta en la misma direccién se observa en pacientes trasplantados
de pulmén. En estos pacientes se ha observado que la presencia de
bronquiolitis obliterante se asocia a la presencia de células dendriti-
cas mas maduras, a una menor cantidad de LT reguladores y a una
mayor expresion de CTLA-4 en los LT. Para interpretar adecuadamente
la informacién referida a LT reguladores, debe considerarse que estas
células también pueden aumentar en el érgano trasplantado durante
los fendmenos de rechazo (47).

La determinacién de LT de memoria central y efectores también tie-
ne el potencial para correlacionarse con eventos clinicos como se ha
observado en casos aislados tratados con alemtuzumab (48). En otra
serie clinica mas extensa se ha observado que la incidencia de rechazo
agudo al retirar los anticalcineurinicos se correlaciona con una mayor
proporcion de LT de memoria versus LT reguladores antes de la sus-
pension (49).

El ANALISIS DE EXPRESION GENICA incluye diversas técnicas
para identificar secuencias especificas del DNA o RNA que a su vez
se correlacionan con ciertas funciones del sistema inmune. Para
ello utiliza las técnicas de microarray, PCR (Reaccion de Polimerasa
en Cadena) en tiempo real y recientemente se ha agregado el com-
plejo sistema DASL (DNA-mediated Annealing, Selection, extension
and Ligation) (50). El microarray permite el andlisis simultaneo de
hasta miles de genes en forma no sesgada, mientras que el andlisis
y cuantificacion dirigida de algunos de ellos es dominio del PCR. El
sistema DASL permite el andlisis de expresion de ciertos genes en
tejido fijado en formalina. Para ello “reconstruye”el mRNA altera-
do y parcialmente degradado (http://www.illumina.com/downloads/
WGDASLAssay_Datasheet.pdf).

La principal ventaja del microarray es el andlisis simultaneo de gran
cantidad de genes, incluso aquellos aparentemente no relacionados
con los procesos inmunoldgicos. Ello equivale a identificar el RNA
mensajero de proteinas que no han sido buscadas en forma dirigida.
Luego es posible identificarlas y cuantificarlas con la ayuda de PCR, lo
que se puede realizar tanto en sangre como en tejido. Ambas técnicas
tienen una correlacion adecuada (51).

El trasplante hepéatico ha permitido identificar pacientes en los que
la inmunosupresion ha sido suspendida sin efectos negativos para el
6rgano trasplantado. En esos pacientes se han identificado en sangre
periférica los RNA mensajeros de proteinas cuya expresion se mani-
fiesta en forma de patrones caracteristicos (52).

En trasplante renal esa blsqueda se ha iniciado exitosamente tanto
en modelos murinos (53) como humanos (54). Recientemente se ha
identificado en forma consistente en sangre periférica un set de 343
genes que permite clasificar correctamente a > 80 % de los pacientes
(55, 56).

Al restringir el andlisis a ciertos grupos celulares se pueden observar
fendmenos especificos como la sobreexpresion de transcriptos de lin-
focitos B, células plasmaticas e inmunoglobulinas a lo largo del tiem-
po (57) o los transcriptomas de LT efectores de memoria y citotdxicos
(58).

La misma metodologia ha permitido evaluar la expresién génica en
relacion a rechazo en orina o secrecién bronquial, lo que constituye un
examen no invasivo y por lo tanto exento de riesgos (59). Ello es es-
pecialmente valioso cuando se requiere un monitoreo continuo, como
es el diagndstico de rechazo agudo durante un episodio de necrosis
tubular (60).

QUIMERISMO

El estudio de la presencia de células del donante en el receptor cons-
tituye un tema central en el trasplante de médula 6sea. En trasplante
de drganos sdlidos se ha detectado la presencia de quimerismo en
un nimero substancial de los pacientes (61, 62). El valor clinico de la
presencia de quimerismo ha sido extensamente discutido en la litera-
tura. Existen reportes que plantean que la presencia de quimerismo se
correlaciona y sobre todo favorece la induccion de tolerancia (63), sin
embargo ello no es sinénimo de un buen predictor del curso clinico
del trasplante. Mientras algunos reportes informan su deteccion como
un buen indicador de aceptacion del érgano trasplantado (64) otros
observan resultados variables (65), faltos de valor predictivo (66) o
dependientes del 6rgano trasplantado (67). Actualmente no se consi-
dera la deteccién de microquimerismo un instrumento til en el sequi-
miento de pacientes trasplantados bajo inmunosupresion estandar y
su valor podria estar més bien relacionado a los mecanismos posibles
de induccién de tolerancia.

La reaccion de HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA TRANSVIVO

233



234

[REV. MED. CLIN. CONDES - 2010; 21(2) 227 - 237]

representa otro posible predictor de rechazo o aceptacién del injerto.
Este tipo de analisis se realiza rutinariamente para evaluar la respuesta
inmune frente a antigenos como la tuberculosis. En el caso de pacien-
tes trasplantados se utilizan células de sangre periférica del receptor
junto a antigenos del donante obtenidos por sonicacion celular y la
reaccion se observa utilizando ratones portadores de inmunodeficien-
cia combinada severa (SCID) (68). El estudio por lo tanto constituye
un ensayo funcional en el que participan todos los tipos celulares de
la sangre periférica del receptor, las proteinas sonicadas del donante y
un medio (oreja o pie del animal) con capacidad para secretar citoqui-
nas, reclutar células accesorias y aumentar la permeabilidad vascular.
Ello le confiere caracteristicas que lo distinguen de las reacciones de
cultivo mixto linfocitario y le agrega similitud a la situacion del tras-
plante. En contraposicion su evaluacion es subjetiva y sujeta a factores
incontrolables como la variacién interindividual de los ratones. Los
estudios publicados permiten identificar pacientes hiporespondedores
en los cuales se ha retirado la inmunosupresion (69, 70). Sin embar-
go, en estudios clinicos mas amplios no se ha podido demostrar el
valor predictivo de este examen (71). Su importancia principal es que
ha permitido observar detalladamente fenémenos relacionados a la
patogenia de la aceptacion y rechazo (72).

La REACTIVIDAD DE LT LUEGO DE ACTIVACION POLICLONAL
medida por la produccion de ATP es un ensayo funcional que entrega
una medida de la inmunoreactividad inespecifica y por esa via un esti-
mado del nivel global de inmunosupresién. La activacion de LT puede
realizarse con PHA y su activacién puede ser medida por la expresion
de marcadores de superficie como CD69 (73) o la concentracion de
ATP. La Ultima técnica, con el nombre de ImmuKnow ha alcanzado
cierto desarrollo luego de su aprobacién por la FDA (http://www.cylex.
net/products.html).
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