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RESUMEN

Introduccién: existen sistemas antigénicos leucocitarios asociados a reacciones transfusionales. Los anticuerpos
dirigidos contra algunos sistemas causan reaccion transfusional febril no hemolitica y dafio pulmonar agudo
asociado a la transfusion. La pesquisa de estos anticuerpos es la estrategia para evaluar a los pacientes y
donantes involucrados en estas reacciones. Objetivo: profundizar en las caracteristicas fisiopatogénicas,
diagnéstico y medidas de prevencion del dafio pulmonar agudo asociado a la transfusion. Métodos: se realizod
una revisién de la literatura, a través del sitio web PubMed y el motor de blusqueda Google Académico, de
articulos publicados en los ultimos 10 afios sobre el dafio pulmonar agudo asociado a la transfusién. Se hizo un
analisis y resumen de la bibliografia revisada. Desarrollo: en el dafio pulmonar agudo asociado a la transfusién
mediado por anticuerpos, es requisito que los presentes en el donante se unan al antigeno diana presente en el
receptor, lo que conduce a la activacion del complemento y causa secuestro pulmonar y activacion de los
neutréfilos. En algunos casos los anticuerpos no son detectados en el donante ni en el receptor. Los ensayos
mas empleados para la deteccion de anticuerpos anti-HNA son las técnicas de aglutinacion, de
inmunofluorescencia o citometria de flujo y la técnica de inmovilizacion de antigenos granulociticos con
anticuerpos monoclonales. Consideraciones finales: deben tomarse medidas preventivas para evitar la
transfusién de productos sanguineos que contengan anticuerpos antileucocitarios, a la vez que la identificacion
de los factores de riesgo perfeccionaria la estimacién de riesgo-beneficio en este procedimiento terapéutico.
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ABSTRACT

Introduction: HLA and HNA leukocyte antigenic systems are associated with transfusion reactions. Antibodies
directed against both systems cause febrile nhonhemolytic transfusion reaction and acute pulmonary damage
associated with transfusion. The investigation of these antibodies is the strategy to evaluate the patients and
donors involved in these reactions. Objective: to deepen the physiopathogenic, mechanistic characteristics,
diagnosis and measures of prevention of acute pulmonary damage associated with transfusion. Methods: a
review of the literature was conducted, through the PubMed website and the Google academic search engine, of
articles published in the last 10 years on the acute pulmonary damage associated with transfusion. An analysis
and summary of the reviewed bibliography was made. Development: in acute lung damage associated with
antibody-mediated transfusion, it is required that those present in the donor bind to the target antigen present in
the receptor, which leads to complement activation and causes pulmonary sequestration and activation of
neutrophils. In some cases the antibodies are not detected in the donor or in the recipient. The most commonly
used assays for the detection of anti-HNA antibodies are the agglutination, immunofluorescence or flow cytometry
techniques and the immobilization technique of granulocytic antigens with monoclonal antibodies. Final
considerations: preventive measures must be taken to avoid the transfusion of blood products containing anti-
leukocyte antibodies, while the identification of risk factors would improve the risk-benefit estimate in this
therapeutic procedure.

Keywords: leukocyte antigenic systems; transfusion reaction; acute pulmonary damage

INTRODUCCION

La reaccion transfusional es una respuesta adversa a la transfusion, que por lo general se produce durante o
inmediatamente después de la misma y que se suele deber a la combinacion de un antigeno (Ag) con un
anticuerpo (Ac). Los efectos adversos de la transfusion analizados por la relacion temporal con la misma se
pueden dividir en agudos, cuando aparecen durante el acto transfusional o poco después de finalizar (hasta 24
horas), y en retardados, cuando tienen lugar mas alla de las 24 horas de la transfusién. Segun el mecanismo de
produccion, pueden dividirse en inmunolégicos, cuando en su aparicion interviene una reaccion Ag-Ac y en no
inmunolégicos

Los sistemas antigénicos leucocitarios HLA y HNA estan asociados a reacciones transfusionales. Los Ac
dirigidos contra ambos sistemas causan reaccién transfusional febril no hemolitica (RTFNH) y dafio pulmonar
agudo asociado a la transfusién (TRALI por sus siglas en inglés) y la pesquisa de Ac dirigidos contra estos, es la
estrategia actual para evaluar los pacientes y donantes involucrados en estas reacciones.' Dada la complejidad y
gravedad del dafio pulmonar agudo secundario a la transfusion, se profundiza en las caracteristica
fisiopatogénicas, mecanisticas, diagnostico y medidas de prevencion de este tipo de reaccion transfusional.

METODOS

Se realizé una revision de la literatura, a través del sitio web PubMed y el motor de blsqueda Google académico,
de articulos publicados en los ultimos 10 afios sobre TRALI. Se hizo un analisis y resumen de la bibliografia
revisada para abordar los aspectos fisiopatogénicos y moleculares del dafio pulmonar agudo transfusional.

ANALISIS E INTEGRACION DE LA INFORMACION
Reacciones transfusionales causadas por anticuerpos antileucocitarios

Los Ac dirigidos contra antigenos especificos de polimorfos nucleares neutréfilos (PMN) y contra antigenos (Ag)
HLA, estan involucrados en la ocurrencia de RTFNH y TRALI en receptores de componentes sanguineos que
contengan granulocitos o de componentes plasmaticos que presenten mediadores moleculares producidos por
estas y otras células sanguineas.
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Reaccién transfusional febril no hemolitica (RTFNH)

En 1957, Brittingham encontrd que la transfusiébn de sangre completa en pacientes que presentaban
leucoaglutininas era la causa de fiebre alta en estos pacientes y que se podia evitar con la remocion del "buffy
coats" de la unidad a transfundir. 3

Se sospecha de RTFNH cuando la temperatura del receptor aumenta 1°C 0 mas por encima de 38°C durante o
después de la transfusion; acompafiada de escalofrios intensos. Estos Ultimos pueden aparecer sin fiebre
concomitante por lo que se le denomina como RTFNH atipica o afebril. En algunos casos el aumento de la
temperatura puede estar enmascarado por la administracion previa de antipiréticos. Otras causas de fiebre
aislada pueden ser reaccion transfusional hemolitica, reaccion transfusional séptica y también puede estar
asociada a la enfermedad de base. *

Las evidencias plantean dos mecanismos en la ocurrencia de RTFNH: los anticuerpos antileucocitarios y las
citocinas liberadas producto de la lesion por conservacion de los productos a transfundir y su infusion al
receptor. Los Ac citotdxicos pueden presentar especificidad contra Ag HLA, HNA; o Ac en el receptor contra Ag
de linfocitos, granulocitos o plaquetas presentes en la unidad a transfundir. >

De forma similar, las unidades de plasma donadas pueden contener Ac que reaccionan con los Ag celulares del
receptor. Las citocinas derivadas de leucocitos, en particular IL-8, IL-1b, y IL-6, acumuladas en los productos
plaquetarios también inducen fiebre, asi como altas concentraciones de CD40L (CD154) soluble presente en el
sobrenadante de los éproductos centrifugados. La generacion de citocinas es directamente proporcional al tiempo
de almacenamiento.

La investigacion se debe realizar de forma inmediata ya que la fiebre puede ser el primer signo de otras
reacciones mas graves, incluida la reaccion transfusional hemolitica o la sepsis, sin olvidar la condicion clinica
del paciente.7 La fiebre y los escalofrios también pueden ser causados por diferentes farmacos o estar asociados
con la inflamacion. La fiebre con neutropenia complica el cuadro clinico en aquellos pacientes con quimioterapia
mieloablativa, por las multiples transfusiones de concentrado de eritrocitos y plaquetas.8

La prevencién de las reacciones febriles recae en la administracion de productos leucodepletados para lo que
estan disponibles varias técnicas, aunque el método mas empleado es la utilizacion de filtros de leucodeplecién
prealmacenamiento, que remueve mas del 99,9 % de los leucocitos presentes en las unidades de sangre total,
con lo que se previene también la aloinmunizacién HLA y la trasmisién de citomegalovirus. °

La identificacion de la especificidad de los Ac anti-HLA, granulocitos o plaquetas que causan RTFNH no es
rutinaria y el diagnéstico es por exclusion.

Dafio pulmonar agudo asociado a la transfusion (TRALI)

Los receptores de transfusiones de granulocitos en ocasiones experimentan reacciones caracterizadas por
deficiencia respiratoria, fiebre y desaturacion de la oxihemoglobina. En la radiografia de térax de estos pacientes
se observan infiltrados pulmonares. En los casos menos graves la disfuncion pulmonar es ligera a moderada y
en pocas horas se elimina. Usualmente ocurre en receptores aloinmunizados contra Ag HLA de clase | y HNA.
Esta se produce por la formacion de complejos Ag-Ac que son atrapados en los capilares pulmonares lo que
provoca alteraciones en la ventilacion/perfusion y por lo tanto, hipoxia.10 En los casos muy graves se presenta
ademas, hipotension y taquipnea graves, vémitos, diarreas, fiebre, hipotermia, dispnea, cianosis y leucopenia
seguida de leucocitosis e incluso muerte. En la radiografia de térax se observan marcados infiltrados pulmonares
bilaterales y poca efusion pleural. **

El término TRALI fue utilizado por primera vez en la década de 1980, por Popovsky y colaboradores, para
describir este tipo de reaccién y la idea de que era producida por Ac dirigidos contra Ag HLA fue ampliamente
aceptada.’” En 1985, estos autores reportaron 36 casos de TRALI, definidos por la evidencia radiografica de
infiltrados pulmonares 4 horas después de la transfusion. El 72 % de los pacientes requirié ventilacion mecanica
y de ellos, el 80 % tuvo una rapida resolucion de estos infiltrados y retorno de valores gasométricos normales 96
horas posteriores al dafio pulmonar. Sin embargo, en el 17 % los infiltrados persistieron hasta 7 dias y
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fallecieron el 6 % de los pacientes. En el 72 % fueron encontrados Ac dirigidos contra Ag HLA en el 65 % de los
donantes, respectivamente.

En el afio 2005 el National Heart Lung and Blood Institute Working Group on TRALI, de EE.UU, establecié los
criterios para la definicion de TRALI como dafio pulmonar agudo ocurrido dentro de las 6 horas posteriores a la
transfusién de componentes plasmaticos u otro comPonente gue contenga plasma en pacientes sin dafio
pulmonar prexistente y sin ningtn otro factor de riesgo."

En estos casos se produce distrés respiratorio agudo con: tensién arterial pulmonar <18 mm Hg o sin evidencia
clinica evidente de hipertension atrial izquierda; infiltrados pulmonares bilaterales en la radiografia de térax; e
hipoxemia con una relacion PaO,/FiO, <300 mm Hg o saturacion de oxigeno <90 % respirando aire ambiente.
Esta definicion de TRALI no es dependiente de la presencia de Ac antileucocitarios en el componente
sanguineo.™

Respecto a esta definicion, Afidn y colaboradores™® plantearon:

- la definicion subraya la aparicion de TRALI como una nueva lesion pulmonar aguda (LPA) que se desarrolla
con una clara relaciéon temporal con la transfusion en pacientes con o sin factores de riesgo alternativos para
la LPA.

En los pacientes sin factores de riesgo alternativos, el diagndstico de TRALI se realiza si aparece una nueva
LPA durante la transfusion de productos hematicos o durante las 6 primeras horas tras completarla.

Se excluyen los pacientes con LPA preexistente porque los criterios para definir el empeoramiento de LPA
podrian ser dificiles de establecer. Sin embargo, no se excluyen los pacientes con enfermedad pulmonar
previa antes de la transfusion, puesto que el mismo mecanismo que produce TRALI en pulmones normales
podria producirlo en pulmones con enfermedad preexistente.

La definiciébn establece 6 h como limite para el comienzo de los sintomas, aunque mas frecuentemente
ocurre en una o 2 h tras la transfusion.

Incidencia

La incidencia real de TRALI es desconocida. Diferentes estudios reportan incidencias que oscilan entre el 0,1-15
% con un rango de incidencia entre 1 en 7 900 unidades de plasma fresco congelado y 1 en 432 unidades de
sangre total transfundidas, observandose las mayores frecuencias en el paciente critico. Los estimados historicos
reportan un rango de mortalidad en este tipo de pacientes entre el 5-8 %, pero mas del 60 % fallece por esta
causa.

Antigenos leucocitarios

Para evaluar una reaccién transfusional en la que se sospeche la asociacién con Ag leucocitarios, es importante
determinar si el Ac esta presente en el componente a transfundir o en el donante; si son detectados, es
imprescindible precisar su especificidad contra Ag HLA, HNA o ambos, presentes en el receptor. *°

Genes y Ag HLA

En general, los genes y Ag HLA de clase | y Il tienen estructura y funciones muy similares y los Ac contra estos
Ag pueden causar reacciones transfusionales.*®

Las moléculas de clase | y Il presentan cadenas ligeras y pesadas. Los genes que codifican las cadenas
pesadas de clase | y ambas cadenas de clase Il se localizan en la region MHC del cromosomas 6. Todas las
moléculas HLA de clase | comparten la misma cadena ligera 3, microglobulina, cuyo gen se localiza en el
cromosoma 15. (figura 1)*°

Los Ag mas relevantes en la ocurrencia de reacciones transfusionales son los Ag HLA-A, B y C, codificados por
tres genes separados HLA-A, HLA-B y HLA-C, los cuales presentan estructuras muy similares. Cada uno
presenta 8 exones que codifican los dominios extracitoplasmaticos a;, a, y as; un dominio transmembrana y el
tallo citoplasmatico. El primer exon de la cadena a de clase | codifica la secuencia "lider"; los exones 2, 3y 4 son
altamente polimorficos y codifican los dominios extracelulares a;, a, y az responsables de la unién del péptido al
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receptor de célula T (TCR); el exén 5 codifica la regidon transmembrana, los exones 6 y 7 el tallo citoplasmatico y
el exon 8 la regién 3'no traducida.®

Los Ag HLA de clase Il incluyen HLA-DR, -DP y -DQ. La estructura de estos difiere de los de clase | ya que son
heterodimeros compuestos por cadenas a y 3 del mismo tamafio aproximadamente. Los genes que codifican las
cadenas a y 3 de clase Il tienen similar estructura pero la cadena a tiene 5 exones y la 3 6 exones. Para ambos
genes de las cadenas a y 3, el exdn 1 codifica el péptido "lider", los exones 2 y 3 codifican dos dominios
ext(;ac_edlulgllres; el exon 4 el dominio transmembrana; el exon 5 el tallo citoplasmatico y el exén 6 la region 3'no
traducida.

Existen 5 isotipos de las moléculas HLA de clase Il designadas como HLA-DM, HLA-DO, HLA-DP, HLA-DQ y
HLA-DR, donde las cadenas a y R estan organizadas como pares. Los genes que codifican las cadenas a son
designados como "A" y las cadenas R como "B". Las moléculas HLA-DM son el producto de los genes HLA-
DMA y HLA-DMB; HLA-DO de los genes HLA-DOA y HLA-DOB; HLA-DP, de los genes HLA-DPA1 y HLA-DPB1,;
y HLA-DQ, de los genes DQA1 y DQBL, respectivamente.”*

La expresion de las moléculas HLA-DR es mas complicada que la expresién de otras moléculas HLA de clase I
porgue todas las cadenas a son codificadas por el gen HLA-DRA1. Sin embargo, varios genes funcionales y
pseudogenes HLA-DRB codifican para HLA-DR R. Las diferentes combinaciones de los genes HLA-DRB son
conocidas como haplotipos y varios de estos han sido descritos. Las moléculas HLA-DR pueden presentar
cadenas R codificadas por los genes DRB1, DRB3, DRB4 o DRB5. HLA-DRB2, HLA-DRB6, HLA-DRB7, HLA-
DRB8 y HLA-DRB9 son pseudogenes. El gen HLA-DRBL1 y el pseudogen DRB9 estan expresados en todos los
haplotipos HLA. El gen HLA DRB esta presente en 5 haplotipos, algunos de estos no son funcionales (haplotipos
DR1, DR8 y DR10); otros presentan DRB1 mas uno de los tres genes funcionales: DRB3, DRB4, o DRB5."

Genes y Ag HNA

Los Ag HNA (del inglés human neutrophil antigens) comprenden un grupo de glucoproteinas (GP) expresadas en
la membrana de los PMN y los Ac contra estos estan implicados en la ocurrencia de TRALI, neutropenia neonatal
aloinmune, neutropenia autoinmune y en reacciones febriles. Los alelos HNA estan definidos por uno, dos o mas
formas alternativas de los genes que codifican para sus respectivas GP que portan uno o mas epitopes HNA que
son reconocidos por Ac. Hasta el momento se han identificado cinco sistemas antigénicos HNA y siete Ag. %

Los Ag del sistema HNA-1 son exclusivos de los PMN y estan codificados por el gen FCGR3B, es parte de la
region de alta homologia del gen que codifica para FcgR en el cromosoma 1. Inicialmente fue descrito como un
sistema bialélico constituido por los aloantigenos NA1 (HNA-1a) y NA2 (HNA-1b); posteriormente se demostrd
gue contenia un tercer Ag, SH (HNA-1c) que fue explicado como resultado de la duplicacion del gen y un
entrecruzamiento desequilibrado en el proceso de meiosis entre dos genes FCGR3B muy préximos en el mismo
cromosoma, o contrariamente, en la deficiencia del gen. Por otra parte, la expresion de los genes HNA-1 también
esta influenciada por la expresion del gen FCGR2C vy la relacién de ambos genes fue reconocida como un solo
bloque haplotipico. Los Ag HNA-1a y HNA-1b son codificados por los alelos FCGR3B*01 y FCGR3B*02, los
cuales difieren en la posicion de cinco nucleétidos dentro del exén 3. El alelo FCGR3B*03 codifica la expresion
de los Ag HNA-1c y HNA-1b. La presencia de diferentes nucleétidos en el gen FCGR3B producto de la
recombinacién, conduce al alto grado de polimorfismo.*?

Recientemente se han identificado dos casos de neutropenia neonatal aloinmune, en el que ambas madres
portaban los alelos FCGR3B*01, *02, *03 y que producian un Ac reactivo contra FcgRlllb codificado por el alelo
FCGR3B*02 y no por FCGR3B*03 que reconocia un epipote sobre HNA-1b y HNA-1c por lo que se ha propuesto
designarlo como HNA-1d.”

La expresion celular del Ag HNA-2, al igual que el HNA-1, es especifico para los PMN y se ubican en la GP
CD177. En algunos individuos los PMN estan desprovistos de CD177 que resulta en un fenotipo nulo para el Ag
HNA-2 (HNA-2,,). La base molecular para tal deficiencia fue demostrada en dos individuos como resultado de
un "splicing" incorrecto del gen. Sin embargo, se ha demostrado que los Ac anti-HNA-2 desarrollado por los
individuos deficientes de este Ag no presentan alorreactividad por lo que se concluye que son isoanticuerpos.24
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El sistema antigénico HNA-3 se localiza en la proteina transportadora de colina 2 (CTL2) y es codificada por el
gen SLC44A2. Los aloantigenos HNA-3a y HNA-3b se localizan en PMN, linfocitos, plaquetas y en varios tejidos
como pulmon, higado y colon. HNA-3a difiere de HNA-3b en el cambio de arginina por glutamina en el primer
dominio extracellular de la GP CTL2.%®

El Ag Mart® (ahora HNA-4a) se ubica en la subunidad CD11b/ay del complejo CD11b/CD18 (Mac-1, CR3). El
mMRNA de la integrina-ay,, codifica para una proteina de 1 153 aminoacidos, que en individuos positivos para el
Ag HNA-4a, se caracteriza por la presencia de arginina en la posicion 61 de la g)roteina madura. El Ag HNA-4b
difiere de este por la presencia de arginina en la posicién 766 de dicha proteina.”

El Ag HNA-5a se localiza en el complejo a b,-integrina la cual abarca la subunidad b de CD18 y la subunidad a,
de CD11, en asociacidon no covalente. Se caracteriza por la presencia de treonina en la posicién 766 de la
proteina madura. El complejo a, b,-integrina esta expresado en todos los tipos leucocitarios.”®

POLIMORFOS NUCLEARES NEUTROFILOS Y TRALI

Popovsky y Moore fueron los primeros en postular que los PMN eran las células responsables del TRALI y estas
afirmaciones fueron confirmadas en modelos animales.?” En respuesta a una infeccién, se envian a los tejidos
sefiales proinflamatorias que causan activacion del endotelio vascular, lo que se traduce en un aumento en la
expresion de selectinas sobre la superficie de las células endoteliales (CE) que se vierte sobre los PMN. En
respuesta al estimulo proinflamatorio se sintetizan y liberan quimiocinas como la IL-8 que incrementa la
expresion de moléculas de adhesién celular, especialmente moléculas de adhesion intracelular 1 (ICAM-1). Las
quimiocinas causan rapidos cambios conformacionales en las B.-integrinas de PMN que provocan una firme
adherencia de los PMN a las CE vasculares via [3,- integrinas de PMN e ICAM-1 sobre las CE. ?8 El cambio de
PMN no adherentes a adherentes es conocido como “preparacion” y no solo involucra la adhesién de los PMN
sino también la secrecién de productos microbicidas tras la activacién de estas células para eliminar el agente
infeccioso. En respuesta a las quimiotaxinas, los PMN se dirigen al sitio de infeccién para fagocitar y destruir el
agente invasor siguiendo el gradiente de mediadores quimiotacticos. (figura 2)*°°

En la LPA mediada por PMN, los primeros pasos son idénticos excepto que el estimulo es formado en el espacio
intravascular y no en el tejido. Estos PMN "preparados” son secuestrados en el pulmén y tras un segundo
estimulo como por ejemplo modificadores de la respuesta bioldgica (MRB) o Ac en la transfusion, son activados
causando liberacion de moléculas microbicidas, dafio al endotelio celular (EC), aumento de la permeabilidad
capilar y LPA. Estos agentes activadores no tienen la capacidad de activar a los PMN quiescentes, solo en los ya
“preparados” para esta funcion.”

Existen diferentes situaciones clinicas que pueden causar activacion proinflamatoria del endotelio vascular:
infecciones virales (adenovirus o citomegalovirus), trauma o cirugia mayor en la que se liberan concentraciones
significativas de factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la transfusiébn masiva, la que expone al receptor a
grandes concentraciones de lipidos neutros que activan las CE. **

PATOGENESIS

Diferentes mecanismos basicos han sido propuestos en la patogénesis de TRALI y en estos se destaca la
presencia de PMN.

TRALI mediado por Ac

La infusién al receptor de Ac anti-HLA y -HNA presentes en el donante fue demostrado en las primeras series
investigadas. Es requisito que el Ac presente en el donante se una al Ag diana presente en el receptor, lo que
conduce a la activacion del complemento y causa secuestro pulmonar y activacion de los PMN con liberacién de
mediadores quimicos, dafio al endotelio vascular, aumento de la permeabilidad y LPA. La generalidad de estos
Ac son citotéxicos o proinflamatorios, excepto los Ac anti-HNA-3a que presentan actividad aglutinante. Este
mecanismo explica la aparicién de TRALI en individuos sanos. *
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La relevancia in vivo de Ac anti-HLA de clase | ha sido confirmada en modelos murinos donde el Ac monoclonal
(AcMc) contra Ag MHC de clase | produce LPA reproducible en dosis de 4.5 mg/kg. Los PMN son requeridos
para reconocer los complejos Ag-Ac depositados en la superficie de las CE y esta actividad citotoxica es llevada
a cabo via activacion de los receptores Fc. Los modelos animales "knockout" para este receptor, no manifestaron
TRALI tras la administracion del Ac. Los ratones desarrollaron LPA a las 2 horas posteriores a la infusién con una
mortalidad del 50 %. *

Utilizando como modelo conejos, se demostrd la significacién de los Ac anti-HNA. La infusion de una mezcla de
PMN (HNA-3a positivos), Ac anti- HNA-3a y plasma de conejo como fuente de complemento causé6 LPA a las 3-6
horas posteriores; sin embargo, la carencia de alguno de estos tres componentes en la mezcla no provocé la
aparicion de TRALI. En ratas se obvi6 la necesidad de complemento con la infusién de AcMc anti-HNA-2a
(CD177) y provocé la aparicion de TRALI espontaneo con la infusién de PMN con alta densidad de HNA-2a y
causO LPA ligera que aumenté la intensidad tras la administracién de N-formil-Met-Leu-Phe.”” Este ensayo
permitid demostrar la oxidacion de los PMN que expresaban alta densidad de Ag HNA-2a sin afectar aquellas
células de baja densidad antigénica o que no portaban el Ag. Por otra parte, la transfusion de Ac contra Ag HNA
puede resultar en neutropenia aloinmune, dependiendo de las caracteristicas de las interacciones Ag-Ac. *

Los Ac especificos contra Ag HLA de clase Il han sido implicados en gran nimero de casos con TRALL* La
union especifica de estos Ac con el Ag sobre monocitos in vitro resulta en la sintesis intracelular de TNFa, IL-1b
factor tisular a las 4 horas posteriores, comparado con monocitos idénticos incubados con suero control. ** Tras
20 horas de incubacion se observa la presencia de citocinas y quimiocinas (IL-8, GROa), que posteriormente
activan los PMN secuestrados en los capilares pulmonares. Estudios recientes, realizados in vitro, con cultivo de
CE vasculares y monaocitos estimulados con Ac anti-HLA de clase Il, demostraron la presencia de leucotrieno B,
(LTBs;) y TNFa en el sobrenadante, acompafado de apoptosis de las CE. Los Ag HLA de clase Il son
expresados sobre las CE vy la transfusién de Ac contra estos media la aparicién de TRALI con activacién de las
CE, secuestro y ligero aumento de la permeabilidad capilar. A pesar de lo atractivo de este mecanismo, es
necesario un tiempo prolongado para la sintesis y liberaciéon de citocinas y quimiocinas (4-20 h), en un periodo
menor esta citocinas no son liberadas extracelularmente. *°

Por definicion, el TRALI ocurre hasta 6 horas después de la transfusion, generalmente, ocurre 1-2 h; la sintesis
de quimiocinas y citocinas en un tiempo hasta 20 veces mayor no se relaciona con la ocurrencia de TRALI; sin
embargo, la produccién de LTB,; y TNFa en los modelos es consistente temporalmente con la ocurrencia de
TRALI. Este modelo requiere otros estudios ya que el nUmero de monocitos que estan en contacto con las CE
pulmonares es relativamente alta, como la presencia de monocitos que contienen LTA, hidrolasa para sintetizar
LTB, a partir de LTA4; mientras que las CE solo pueden sintetizar cisteinil-leucotrienos via activacion de LTA,
sintetasa y glutation (LTC,4, LTD4 y LTE,). *°

La expresion de Ag HLA de clase Il sobre PMN solo ha sido demostrada en pacientes neutropénicos tratados
con G-CSF o GM-CSF. La exposicion a tales citocinas puede predisponerlos a TRALI por lo que no manifiestan
LPA mediado por PMN. Este dato es importante porque muchas interacciones ocurren entre las CE pulmonares
y monocitcg, con concentraciones significativas de LTB, y la expresién de moléculas HLA de clase Il es un factor
potencial.

MODELO DE LOS DOS EVENTOS

El TRALI ha sido documentado en casos en que los Ac no son detectados en el donante ni en el receptor.33 Sila
infusion de Ac especificos contra Ag leucocitarios fuese necesario para que ocurra el TRALI, entonces se
produciria esta reaccion en la mayoria de los receptores que presentan el Ag diana.

Segun este modelo, el primer evento es una agresion que activa el endotelio pulmonar y favorece el
reclutamiento y la adherencia de los neutréfilos al endotelio capilar. En diferentes estudios con donantes que
presentaban altos titulos de Ac dirigidos contra Ag HLA clase | solo, HNA-3a, HLA clase | y clase Il 0 HLA clase Il
solo; pocos pacientes transfundidos desarrollaron TRALI. La condicion clinica del paciente parecer ser un
aspecto importante en la ocurrencia de TRALI, el que seria el primer evento de este modelo. *
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El segundo evento responde a caracteristicas intrinsecas del producto a transfundir, y puede ser tanto a Ac
presentes en el producto como MRB que son acumuladas durante el almacenamiento del producto y actdan
como "agentes preparadores” de los PMN, como por ejemplo lisofosfatidil-colina (liso-PC) y las citocinas IL-6 y 8,
gue se acumulan en la fraccion plasmatica de los productos celulares y permiten la efectiva oxidacion y
adherencia de los PMN in vitro, sirviendo de segundo evento en este modelo. (figura 3) 3036

Diferentes estudios clinicos fundamentan la teoria del modelo de los dos eventos donde primero se identificaron
por separado 4 posibles eventos primarios que no estaban presentes en el grupo control: (1) infeccion activa, (2)
cirugia reciente, (3) terapia con citocinas y (4) transfusién masiva. *° El segundo evento lo constituyd la infusién
de lipidos bioactivos presentes en los productos almacenados: (1) las unidades empleadas llevaban un tiempo
mas prolongado de almacenamiento que las unidades control y que no provocaron reacciones transfusionales;
(2) la presencia significativa en el plasma de PMN "preparados" comparado con las unidades control y (3) el
reconocimiento de lipidos neutros y liso-PC en pacientes que desarrollaron TRALI comparado con las unidades
de plasma pretransfusion. 40

DIAGNOSTICO INMUNOHEMATOLOGICO

La investigacién de Ac anti-HLA de clase | y Il no seran descritas en este articulo por la existencia de excelentes
trabajos de revisién e investigacion con este propdsito, pero es importante sefialar que son técnicas de muy alta
sensibilidad que detectan Ac en el suero de donantes o de receptores que pueden ser relevantes en el rechazo
de trasplantes. Por otra parte, aunque el primer paso en la investigacién de TRALI es la pesquisa de Ac anti-HLA
en el donante, diferentes reportes revelan el pequefio nimero de Ac anti-HLA de clase | que inducen TRALI. **

De igual modo, en un alto porcentaje de hombres no transfundidos se detectan Ac anti-HLA de clase | y Il con el
empleo de42tecnologia LUMINEX. Estas técnicas pueden sobrestimar el papel de los Ac anti-HLA en la ocurrencia
de TRALI.

Los ensayos mas empleados para la deteccion de Ac anti-HNA son las técnicas de aglutinacion (GAT), de
inmunofluorescencia (GIFT) o citometria de flujo y la técnica de inmovilizacion de antigenos granulociticos con
anticuerpos monoclonales (MAIGA). En la técnica de GAT, las células y el suero o plasma del receptor o donante
son incubadas de 4-6 horas a 30°C, cuando los Ac estan presentes aglutinan a los PMN como resultado de sus
qguimiotaxinas y de las interacciones homotipicas PMN:PMN. Es una técnica muy confiable pero menos sensible
gue otros ensayos. Puede detectar Ac diri%idos contra los Ag HNA-1, -2, -3, -4 y -5; y es el ensayo que mejor
identifica los Ac con especificidad HNA-3a. *°

En el ensayo de GIFT, la reaccidbn Ag-Ac es detectada con el empleo de un Ac secundario acoplado a un
fluorocromo y observada bajo un microscopio de fluorescencia. Antes de la incubacién con el suero, las células
son tratadas con paraformaldehido al 1 %, 5 min, a una temperatura entre 20-24°C para prevenir las uniones no
especificas de los Ac a los receptores Fc de los neutréfilos y para estabilizar la membrana celular. Las
reacciones fuertes son facilmente distinguibles, pero se requiere de entrenamiento para distinguir las reacciones
débiles del "ruido de fondo". La citometria de flujo es igual al GIFT con la diferencia en el empleo de un citdmetro
de flujo donde se realiza la lectura de la muestra. 4

El ensayo de MAIGA permite detectar Ac especificos dirigidos contra GP de la membrana del neutréfilo donde se
ubican los Ag especificos. En este ensayo los neutréfilos son incubados con el suero problema, lavados e
incubados con el Ac monoclonal murino especifico contra la GP. Posteriormente se solubiliza la membrana
liberando el complejo Ac humano-Ag-Ac monoclonal, el cual es capturado por Ac fijados en el fondo del pocillo
contra inmunoglobulinas de ratén, la reaccion se detecta por la adicién de un Ac conjugado con fosfatasa alcalina
o peroxidasa dirigido contra la inmunoglobulina humana y se lee en un espectrofotémetro. *°

El ensayo de MAIGA puede ser empleado para la deteccién de Ac especificos contra los Ag HNA-1a, HNA-1b, y
HNA-1c sobre FcgRlllb (CD16), HNA-2a sobre GP NB1 (CD177), HNA-4a sobre el receptor del fragmento del
complemento C3bi (CR3 o CD11b), y HNA-5a sobre el Ag 1 de funcion leucocitaria (LFA-1 o CD11a). La
utilizacion de panel de neutrofilos procedentes de donantes con fenotipo HNA-la conocido permite la
identificacién de Ac con especificidad anti- HNA-1a, -1b y -1c. En adicién, los Ac dirigidos contra FcgRlllb pero
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gue no son especificos contra los Ag HNA-1a, -1b y -1c son también detectados. El ensayo tiene la ventaja de
reconocer los Ac dirigidos contra los Ag HNA aunque concomiten Ac HLA. 5

La mayor desventaja de estas técnicas radica en que solo se aplican en los laboratorios de referencia.

PREVENCION DE LA OCURRENCIA DE TRALI
MANIPULACION DE LOS PRODUCTOS SANGUINEOS

El lavado de los productos celulares sanguineos remueve todos los mediadores implicados en el TRALI que
estan presentes en la fraccion plasmatica; sin embargo, el procedimiento de lavado es caro, consumidor de
tiempo y tiene una durabilidad restringida. “ Por otra parte, la reduccion del volumen de plasma en los
componentes celulares ha tenido pocos resultados ya que el TRALI puede ser "disparado” por pequefias
cantidades de plasma presente en el producto. En adicion la leucodeplecion prealmacenamiento remueve todos
los mediadores derivados de plaquetas y leucocitos que estan relacionados con el TRALI; sin embargo, no es
efectivo en la inhibicion de TRALI mediado por MRB in vivo. 47

SELECCION DEL DONANTE

El empleo de plasma obtenido de donantes masculinos ha repercutido en una significativa reduccién en el
nimero total de casos de TRALI, particularmente en los casos fatales; *® aunque no todos los casos estan
asociados a donantes femeninos. En un estudio reportado por Middleburg y colaboradores, encontraron que el
48 % de los casos de TRALI fueron causados por plasma proveniente de donantes masculinos.

La utilizacion de métodos de pesquisa rapidos para el escrutinio de los Ac HLA y HNA en los donantes se hace
pertinente especialmente en los donantes de aféresis. Sin embargo, el costo y el tiempo requerido es significativo
y muchos de estos ensayos presentan altos niveles de sensibilidad requeridos para el transplante de 6rganos
pero no han sido validados para la medicina transfusional. Ademas, las pruebas para la deteccion de Ac HNA no
presentan actualmente la tecnologia disponible para la pesquisa masiva.

MANEJO DE LOS DONANTES IMPLICADOS EN LA OCURRENCIA DE TRALI

La deteccién de Ac en los donantes esta seguido de la confirmacion de la presencia del Ag incompatible en el
receptor o pruebas cruzadas incompatibles entre el donante y el receptor. Los bancos de sangre necesitan tener
sistemas efectivos para identificar los donantes implicados para que futuras donaciones no causen TRALI. Si el
Ac esta dirigido contra un Ag publico el donante puede ser excluido o su plasma empleado para otros fines. *’

El TRALI es una de las complicaciones mas serias de la practica transfusional, siendo los Ac antileucocitarios en
unién a otros factores los maximos responsables de la activacion de los PMN. Medidas preventivas deben ser
tomadas para evitar la transfusion de productos sanguineos que contengan Ac antileucocitarios, a la vez que la
identificacion de los factores de riesgo perfecciona la estimacion de riesgo-beneficio en este procedimiento
terapéutico.
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ANnexos

Figura 1. Genes que codifican las cadenas pesadas de HLA de clase | y clase Il (Tomado y modificado de
Abbas AK, et al. 2017)."
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Figura 2. Respuesta inflamatoria mediada por PMN.

En respuesta a una infeccion, sefiales proinflamatorias (1) son enviadas provocando la activaciéon de las células
endoteliales (CE) (2) con sintesis y liberacién de quimiocinas, incremento en la expresién de P-selectina y de
moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1). Esta activacidon permite la atraccion PMN: CE mediada por la
glucoproteina ligando 1 de P-selectina y la P-selectina endotelial (3). Posterior a esta captura se produce una
firme adherencia de los PMN con las CE mediada por el complejo CD11b/CD18 de los PMN y las ICAM-1 de las
CE produciendo secuestro de los PMN (4). El resultado final es la diapédesis de los PMN al sitio de injuria.
(Tomado y modificado de Silliman CC, et al. 2009).30
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Figura 3. Lesiéon pulmonar aguda mediada por PMN.

En respuesta a un estimulo intravascular producto de un dafio sistémico (primer evento), las células endoteliales
son activadas (1) con sintesis y liberacién de quimiocinas, incremento en la expresién de P-selectina y de
moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) (2). Esta activacion permite la atraccion PMN: CE mediada por la
glucoproteina ligando 1 de P-selectina y la P-selectina endotelial (3). Posterior a esta captura se produce una
firme adherencia de los PMN con las CE mediada por el complejo CD11b/CD18 de los PMN y las ICAM-1 de las
CE produciendo secuestro de los PMN (4). El segundo estimulo intravascular (5) (segundo evento: transfusién de
anticuerpos contra antigenos de PMN o modificadores de la respuesta biolégica) activan los PMN "preparados”,
causando liberacion de moléculas microbicidas, incluyendo O,, provocando dafio a las CE, aumento de la
permeabilidad capilar y TRALI. (Tomado y modificado de Silliman CC, et al. 2009).%
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