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PRESENTACION DE CASO

Seguimiento inmunoldgico con anticuerpos anti-HLA
por tecnologia Luminex™, ;se puede prevenir el rechazo
agudo celular y humoral en trasplante de intestino?

Anti-HLA antibody immunological follow up by the Luminex TM. Is it
possible to prevent the acute cell and humoral immune rejection in small
bowel transplant? Report of one case
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Resumen

Introduccion. El trasplante de intestino mejora la supervivencia de pacientes con falla intestinal secundaria al
sindrome de intestino corto. Estos receptores tienen gran riesgo de rechazo agudo, por lo cual, de manera pro-
tocolaria y como método de referencia, se practican biopsias intestinales.

En este reporte de caso se hizo el seguimiento inmunolégico de anticuerpos anti-HLA por tecnologia Luminex™
(LSA) de un paciente con trasplante de intestino méas biopsias por protocolo para un diagndstico temprano, y
una adecuada correlacién histologica.

Presentaci6n del caso. Se trata de un paciente de 20 afios de edad con sindrome de intestino corto, que ingresé
ala Fundacion Valle del Lili (Cali, Colombia) y requiri6 un trasplante aislado de intestino.

El seguimiento inmunolédgico se hizo con tecnologia Luminex™ y biopsias intestinales mensuales. Segtn la
tamizacion contemplada en el protocolo previo al trasplante, el paciente tuvo anticuerpos anti-HLA (PRA de
clase I y II) negativos; y a los 11 meses después del trasplante, los anticuerpos anti-HLA de clase I y II fueron
positivos. Con la prueba de LSA se detectd un anticuerpo especifico contra donantes (Donor Specific Antibodies,
DSA) y varios anticuerpos contra otros subtipos moleculares.

Se tom6 una biopsia que mostré un leve rechazo celular agudo y se inici6 tratamiento con plasmaféresis. Hasta
21 meses después del trasplante, el paciente no ha presentado rechazos clinicos y ha tenido una adecuada evo-
lucién clinica y paraclinica.
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Conclusioén. Este es el primer trasplante de intestino en nuestro centro, en el que se hace seguimiento inmu-
nolégico con tecnologia Luminex™. Consideramos que la deteccién con DSA es un buen marcador de rechazo
agudo humoral, que permitiria una aproximacion diagndstica y una intervencién oportuna.

Palabras clave: intestino delgado; trasplante de 6rganos; antigenos HLA; antigenos de histocompatibilidad; in-
munologia del trasplante; rechazo de injerto.

Abstract

Background: Small bowel transplant improves survival of the recipients that have intestinal failure secondary
to short bowel syndrome. These patients have a high risk of acute rejection; for this reason bowel biopsies are
performed as protocol and is the gold standard. Immunological follow-up of anti-HLA antibodies with Lu-
minex® technology (LSA) was carried out in a patient with intestinal transplant and biopsies were performed to
achieve an early diagnosis and a suitable histological correlation.

Case report: A 20-year-old patient with short bowel syndrome secondary to extensive intestinal resection due
to a complicated appendicitis underwent isolated bowel transplantation. The post-transplant immunological
follow-up was performed with LSA and monthly intestinal biopsies. Antibodies with mean fluorescence inten-
sity greater than 1500 were positive. During the pre-transplant protocol, the patient was screened for anti-HLA
antibodies with negative results. Eleven months post-transplant, the screening test for anti-HLA Class I and II
antibodies was positive; the specificity of the LSA test detected one specific donor antibody (DSA) and several
antibodies against other molecular subtypes. The biopsy result was a mild acute cellular rejection and plasma-
pheresis therapy was started. The patient has not presented a clinical rejection, and at 21 months post-transplan-
tation exhibits an adequate clinical and paraclinical evolution.

Conclusions: This is the first small bowel transplant where immunological follow-up is done with LSA. We
believe that the detection of DSA is a marker of acute humoral rejection that allows a diagnostic approach and
a timely intervention.

Keywords: Intestine, Small; organ transplantation; HLA antigens; histocompatibility antigens; transplantation
immunology; graft rejection.

Introduccion
El trasplante de intestino mejora la superviven-
ciay la calidad de vida de los pacientes con falla
intestinal, la cual puede ser secundaria al sin-
drome de intestino corto o a una alteracion de la
motilidad '. No obstante, los resultados a largo
plazo son un reto debido al gran riesgo de re-
chazo agudo, por lo cual se debe hacer un segui-
miento estricto del paciente con trasplante 3.
El rechazo agudo es una reaccion inmuno-
légica mediada por anticuerpos, linfocitos T o
ambos. En el trasplante de intestino delgado
hay un mayor riesgo de rechazo debido a la gran
cantidad de tejido linfoide en la lamina propia,
los ganglios linfaticos mesentéricos y las placas
de Peyer 4. Actualmente, el estindar de referen-
cia para el diagnoéstico del rechazo agudo, es la

evidencia histopatolégica sumada a manifesta-
ciones clinicas como fiebre, sangrado y sinto-
mas gastrointestinales °.

En muchas ocasiones, los anticuerpos anti-
HLA son responsables de la disfuncién y pérdi-
da del injerto °. El seguimiento con anticuerpos
especificos contra donantes (Donor Specific Anti-
bodies, DSA) para determinar si el paciente esta
cursando con un rechazo agudo mediado por an-
ticuerpos, tiene un valor predictivo positivo del
44 % y un valor predictivo negativo del 85 % .
Un resultado positivo de DSA puede preceder
los sintomas clinicos de rechazo crénico del in-
jerto y se podria considerar como un factor pre-
dictivo de rechazo °.

Actualmente, el diagnéstico de rechazo agu-
do de trasplantes mediado por anticuerpos se
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puede establecer por medio del DSA circulante,
la presencia de C4d (producto de degradacién
del complemento), y las manifestaciones clinicas
e histopatolégicas ™. Las estrategias de manejo
cuando el DSA es positivo incluyen plasmafére-
sis e inmunoglobulinas, ante la sospecha de un
rechazo humoral 8

Se han realizado varios estudios observacio-
nales en los cuales se asocia la presencia de DSA
de novo con la aparicién de rechazo agudo tem-
prano; los factores de riesgo para la formacién
de estos anticuerpos son eventos sensibilizantes
previos, incompatibilidad del HLA y pobre ob-
servancia del tratamiento inmunosupresor .

En este caso, se hizo el seguimiento inmuno-
légico de anticuerpos anti-HLA en un paciente
con trasplante de intestino delgado, por medio
de tecnologia Luminex™ (LSA). Inicialmente, se
utilizé una prueba de tamizacion (LIFECODES
LifeScreen Deluxe) y, después, para determinar
la especificidad de los anticuerpos detectados, se
utiliz6 la prueba de antigeno tinico por Luminex™
(LSA Clase I, LSA Clase II, Immucor), para lograr
un diagndstico temprano y una adecuada corre-
lacién histologica, con el fin de impactar en la su-
pervivencia del paciente y del injerto.

Un resultado mayor de 1.500 de los anticuer-
pos con intensidad media de fluorescencia, se
considerd positivo para anticuerpos anti-HLA
del donante, lo que en la literatura cientifica
mundial corresponde a un paciente con gran ries-
go inmunoldgico o hipersensible.

Presentacion del caso
Se trata de un paciente de sexo masculino de 20
anos de edad, con antecedentes de apendicitis
complicada y laparotomia por peritonitis.
Ingreso inicialmente a otra institucién por
un cuadro clinico de dolor abdominal subi-
to, intenso, asociado a nauseas y deposiciones
blandas, cuya radiografia de abdomen mostré
niveles hidroaéreos, por lo que consideraron el
diagnostico de obstruccidn intestinal. No hubo
una adecuada respuesta al tratamiento farma-
colégico, por lo cual fue sometido a cirugia.
Durante la intervencion, se encontrd isquemia
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intestinal por trombosis mesentérica, lo que re-
quirié una amplia reseccion intestinal.

El paciente fue remitido a nuestra institucion
para su manejo multidisciplinario, y requiri6
multiples reintervenciones quirturgicas. Du-
rante la cirugia se observo isquemia intestinal
por trombosis venosa mesentérica con isquemia
intestinal generalizada, lo cual requirié una
amplia reseccioén intestinal; primero, se rese-
caron 210 cm desde una distancia aproximada de
5 cm del angulo de Treitz, y se dejaron 130 cm, y
después, se resecaron casi 50 cm de ileon, a par-
tir de una distancia de 10 cm de la valvula ileo-
cecal.

Se diagnosticaron falla intestinal, sindrome
de intestino corto, gastroparesia grave y desnu-
tricion proteico-calérica. Asimismo, durante la
hospitalizacién presenté multiples complicacio-
nes, entre estas, una sepsis por Candida spp. aso-
ciada a infecciéon del catéter central de nutricion.

Se inici6é nutricién parenteral total que se
prolongé durante 27 dias de hospitalizacion,
debido a que la lejania de su residencia impo-
sibilitaba el manejo domiciliario. Por el cuadro
clinico del paciente, los Servicios de Gastrohe-
patologia y de Cirugia de Trasplante, en conjun-
to, decidieron su ingreso a la lista de espera para
trasplante aislado de intestino.

Segun la tamizaciéon contemplada en el pro-
tocolo previo al trasplante, se solicitaron el
perfil infeccioso, la prueba cruzada por CDC
(citotoxicidad dependiente de complemento)
para linfocitos T y B, y una prueba de tamiza-
cién para anticuerpos anti-HLA (PRA de clase I
y Il negativo), cuyos resultados fueron todos ne-
gativos.

Antes del trasplante, recibié 2 mg/kg de ti-
moglobulina, esteroides y profilaxis antimicro-
biana. Después de seis dias en lista de espera, se
llevé a cabo el trasplante de intestino delgado de
donante cadavérico (tiempo de isquemia en frio
de 4,5 horas). Se encontr6 la cavidad peritoneal
completamente bloqueada por adherenciasy se
practicé una yeyunostomia de tipo Witzzel, sin
que se presentaran complicaciones.
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Se inicid el protocolo de inmunosupresién
con timoglobulina (2 mg/kg), tacrolimus (3 mg),
azatioprina (50 mg) y prednisolona (5 mg); ade-
més de profilaxis con ganciclovir (500 mg), flu-
conazol (200 mg) y trimetoprim-sulfametoxazol
(160/800 mg).

Se hicieron estudios de extensién para deter-
minar la posible etiologia del episodio trom-
bético mesentérico. No obstante, se descartaron
trastorno autoinmunitario, procoagulante u
otras alteraciones, por lo cual, finalmente, se
diagnostic6 un episodio tromboético mesentéri-
co idiopatico.

Durante el seguimiento clinico y paraclinico,
se encontraron los niveles de tacrolimus entre
los limites normales, la carga de virus Epstein-
Barr fue menor de 500 copias/ml, la carga para
citomegalovirus no fue detectable y la prueba
LSA fue negativa (5,7 g/dl). A los 40 dias después
del trasplante, se logré la tolerancia a la via oral,
la gastrostomia no mostraba produccion y habia
deposiciones, por lo cual se decidié suspender
la nutricién parenteral.

El seguimiento inmunoldgico posterior al
trasplante se hizo mediante tecnologia Lu-
minex™ (LIFECODES LifeScreen Deluxe, LSA
Clase I, Clase II) y biopsias intestinales men-
suales por endoscopia y mediante el uso de la
técnica quirtrgica de ileostomia en T invertida
o ‘chimenea’ (chimney). La biopsia de un mes
después del trasplante demostr6 cambios le-
ves de reperfusion, sin evidencia de rechazo
agudo; el C4d fue negativo en los capilares de
la mucosa, y negativo para displasia o neoplasia
maligna.

A los 11 meses después del trasplante (ene-
ro de 2016), continuaba su tratamiento inmu-
nosupresor con dosis diarias de prednisolona
(5 mg), tacrolimus (10 mg) y everolimus (3 mg).
Se obtuvo un resultado positivo en la prueba de
tamizacién para anticuerpos anti-HLA de clase I
y II. Con la prueba de especificidad LSA, se de-
tecté un anticuerpo especifico contra donante
y varios anticuerpos contra otros subtipos mo-
leculares; este fue el tinico momento en que la
prueba LSA fue positiva (tabla 1, figura 1).
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Tabla 1. Seguimiento inmunoldgico después de
trasplante de intestino

Aloanticuerpos Serolégico IMF Epitopo
A2 5710 62GE
DSA
A203 4651 62GE
B45 8445 162GLS
B44 4735 162GLS
B82 3098 162GLS
Otros Ac HLA
B76 10040 163LG
A1 7767 44KM3
A36 5281 44KM3

Ac: anticuerpos; IMF: intensidad media de fluorescencia;
DSA: Donor Specific Antibodies
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Figura 1. Seguimiento inmunoldgico después de tras-
plante de intestino

Se practicaron examenes de extensioén: ni-
veles de tacrolimus (4,7 ng/ml) y everolimus en
sangre total (4,4 ng/ml). Debido a esto, se deci-
di6é tomar una biopsia por endoscopia, en la
cual se observaron células inflamatorias de tipo
linfoplasmocitario en las criptas, con cuerpos
apoptéticos en nimero de 6 por 10 a 12 criptas
y cariorrexis focal; de acuerdo con la clasifica-
cién de Phillip Ruiz (2004), se consideré como
un leve rechazo celular agudo (figura 2).

Con todo lo anterior, se hizo diagnoéstico
presuntivo de rechazo celular agudo y el pa-
ciente recibi6 tratamiento con seis sesiones de
plasmaféresis y gammaglobulina hiperinmu-
ne (100 g/dia).
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Después del tratamiento se obtuvo mejoria
clinica y paraclinica: en la biopsia de control se
encontr¢ infiltrado linfoplasmocitario en la 14-
mina propia, sin eosindfilos, arquitectura con-
servada, cuerpos apoptoticos en nimero de 2 por
10 a 12 criptas y cariorrexis focal, sin evidencia
histolégica de rechazo. De acuerdo con la cla-
sificaciéon de Phillip Ruiz (2004) se considerd
como indeterminado para rechazo celular agu-
do, por lo cual se iniciaron nuevamente everoli-
mus (3 mg), prednisolona (40 mg) y tacrolimus
(10 mg), y se dio de alta con seguimiento clinico
y biopsia de control a los 15 dias.

A los 18 meses después del trasplante (ju-
nio de 2016), se practicé una biopsia protoco-
laria, en la cual hubo cambios indicativos de
rechazo agudo moderado, por lo que requirié
nuevamente tratamiento con plasmaféresis
(figura 3).

En la actualidad, 24 meses después del tras-
plante, el paciente ha tenido una adecuada evo-
lucidn clinica y paraclinica; asimismo, la prueba
LSA continta siendo negativa.

Discusion

El rechazo agudo después de un trasplante de in-
testino es una complicacion que afecta tanto al
paciente como al injerto, lo cual genera una nece-
sidad de vigilancia continua. En pacientes con sos-
pecha de rechazo humoral y antecedentes de una
prueba negativa para anticuerpos anti-HLA,
se puede hacer el seguimiento del trasplante
utilizando la prueba de tamizacién con tecno-
logia Luminex™. En caso de tener una prueba
para LSA positiva, se determina la especifici-
dad para DSA v, asi, se hace una intervencién
oportuna para el paciente.

La tecnologia Luminex™ es un método no
invasivo, muy sensible y especifico ®. En este
reporte, se expone un caso de trasplante de in-
testino delgado debido a sindrome de intestino
corto, al cual se le hizo seguimiento inmunolé6-
gico de anti-HLA por Luminex™. Segin nues-
tro conocimiento, este es el primer trasplante de
intestino con este tipo de seguimiento inmuno-
légico en Colombia.
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Figura 2. Cuerpos apoptoticos en nimero de 6 por
10 criptas y cariorrexis focal. Hematoxilina y eosina,
400X.

Figura 3. Se evidencio criptitis focal, polimorfonuclea-
res, apoptosis y cambios reparativos, indicativos de re-
chazo agudo moderado. Hematoxilina y eosina, 100X.

El paciente ha tenido una adecuada evolu-
cion y no ha presentado rechazo clinico; ade-
mas, se logré hacer un diagnéstico temprano
de rechazo agudo del injerto mediado por anti-
cuerpos con correlacién histologicay, asimismo,
se inici6 de manera temprana el tratamiento.

En los pacientes con evidencia clinica o sub-
clinica de rechazo agudo y prueba positiva de
DSA, que tengan biopsia negativa para rechazo,
se deberia iniciar tratamiento contra el rechazo.
Su éxito se puede comprobar con la disminucién
en los valores de intensidad media de fluorescen-
cia de los DSA o su desaparicion, y la mejoria en
la funcién del injerto ®. En el caso de este paciente,
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los resultados para anticuerpos anti-HLA y DSA
fueron negativos después del tratamiento.

En un estudio de Gerlach, et al., se encontrd
una asociacion entre los anticuerpos anti-HLA
de novo en pacientes con trasplante de intestino
y el rechazo humoral agudo; la formacién de los
anticuerpos DSA de novo se dio en los primeros
seis meses después del trasplante . Durante el
rechazo agudo mediado por anticuerpos, se ac-
tivan respuestas de rechazo humoral y celular
secundario a la cooperacién BT, lo cual gene-
ra un mayor dafio en el injerto. Por lo tanto, se
puede considerar que los anticuerpos anti-HLA
son un biomarcador para rechazo agudo del in-
jerto de tipo celular .

Kuba, et al., no encontraron asociacion entre
los anticuerpos preformados y el cuadro clini-
co de los pacientes; no obstante, si hubo una ten-
dencia a la pérdida del injerto debido a rechazo
agudo, con la apariciéon por primera vez de an-
ticuerpos circulantes inmediatamente después
del trasplante ®.

Tsai, et al., hicieron un estudio de pacientes so-
metidos a trasplante aislado de intestino o multi-
visceral. Hubo 6 trasplantes de intestino aislado,
2 de los cuales presentaron episodios de rechazo
clinico y se asociaron con la presencia de DSA
(p = 0,041). Ademas, obtuvieron 291 biopsias de
ileo y se relacionaron con los DSA; en el 21,6 %
de las biopsias se encontré rechazo agudo y
una asociacion positiva entre los resultados de
la biopsia y la presencia de DSA (kappa=0,30).
Por lo anterior, concluyeron que el aumento de
los DSA debe alertar sobre la presencia de re-
chazo agudo *.

Se ha comprobado que el aumento de los an-
ticuerpos anti-HLA, medido por PRA (Panel Re-
active Antibody), tiene una asociacién importante
con los episodios de rechazo agudo ®. También,
Gonzaélez-Pinto, et al., reportaron que un resulta-
do positivo de PRA se asocia con un rechazo en
el 44 % de los casos, mientras que en el 79 % de
casos PRA negativos estaban libres de rechazo *.

Consideramos que, para poder comprobar
nuestra hipotesis, se requieren estudios prospec-
tivos multicéntricos para evaluar el seguimiento

Seguimiento inmunolégico en trasplante

inmunolégico con los anticuerpos anti-HLA me-
diante la tecnologia Luminex™ en este tipo de
trasplante. Por el momento, creemos que la detec-
cion de DSA es un marcador de rechazo agudo
humoral que permite una aproximacion diag-
nostica y una intervencion oportuna.
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