Qué sabemos de Histocompatibilidad y
trasplante en Mendoza?
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O1 Donaciony trasplante



ORGANS DONATION

El trasplante de 6rganos y tejidos
consiste en el reemplazo de un 6rgano
o tejido danado, sin posibilidad de
recuperacion, por otro sano.

Se utiliza como tratamiento de aquellas
enfermedades que anulan la funcion de un 6rgano
o la reducen de tal manera que la insuficiencia
resultante sea incompatible con la vida



Tipos de trasplantes

Tejidos: cornea, hueso, valvulas cardiacas, piel.

Organos: corazon, higado, rifién, pulmon,
pancreas, intestino

Células: células de CPH

Tipos de donantes

- Donantevivo
Organos
CPH

25 % donantes CPH familiares I
|  Registro CPH1/40,000 |

. Donante cadavérico
A corazon batiente
Asistolia

La posibilidad de ser donante de
6rganos se da en 4/1000
fallecimientos



I‘CAIIMEN InCAIMen: es uno de los 24 organismos jurisdiccionales que forman parte del INCUCAL.

Y

o SINTR A Ssistema nacional de informacion de procuracion y trasplante de la Republica Argentina.
) e Blcucai

' Sistema Macional de Informacién de Procuracion y Te de |la Republi g
Registro Nacional de Procuracion y Trasplante

LEY JUSTINA I Reporte de donantes de drganos y tejidos comparativo anual

Fecha de ejecucidn de la consulta: 28/02/2024 14:23

Poblacion general de evaluacién: Donantes de drganos y tejidos a partir del 1 de enerc de 1998 inclusive.
Criterios de evaluacion seleccionados

1. Consultar: DONANTES REALES

2. Establecimiento origen: TODOS

La‘ Iey 27'447’ regla‘mentada en 2018’ dISpone Donantes agrupados por provincia del establecimiento origen

Fila seleccionada: TOTAL

que “toda persona mayor de 18 anos” es (ptiaon svaluada: 6634 i)

donante de dérganos o tejidos salvo que haya

557

Menores de edad: Voluntad es de los padres.

dejado constancia expresa de lo contrario.
Expresion negativa: Registro de no donantes.

2% TT% 13.3% 8.6% L 12.3% 1.8%
2015 2016 2017 2018

8.3%
2014 2019 2020 2023 2024



Pacientes en lista de espera

OAMACION DE PROCURACION ¥ TRASPLANTE DE LA REPLIBLICA ARGENTINA

SETEMA NACIONAL DE I

L]
mc UCAIl Listas de Espera de Organos y Tejidos SECCION PUBLICA

Reporte de pacientes inscriptos en lista de espera Aguda

Fecha de ejecucién de la consulta: 29/02/2024 12:58
Pablacidn general de evaluacién: Pacientes inscriptos en lista de espera

Criterios de evaluacion seleccionados
1. Reporte: COMPLETO - TODAS LAS LISTAS DE ESPERA
2. Situacion en lista de espera: PACIENTES INSCRIPTOS EM LISTA DE ESPERA

:i:és;:::; Salud m c U CG i : :::;s;:z:: Salud m c U CG i

ncia
Sistema Nacional de Informacion de Procuracién y Trasplante de la Replblica Argentina Sistema Macional de Informacién de Procuracion y Trasplants de Ia Repiblica Argentina
Listas de espera de érganos y tejidos P CRI Listas de espera de 6rganos y tejidos
Reporte de pacientes inscriptos en lista de espera 5 Reporte de pacientes inscriptos en lista de espera
Fecha de ejecucién de la consulta: 25/02/2024 13:03 - Fecha de ejecucién de la consulta:  28/02/2024 13:05
Poblacién general de evaluacién: Pacientes inscriptos en lista de espera Poblacién general de evaluacién: Pacientes inscriptos en lista de espera
Criterios de evaluacion seleccionados - Criterios de evaluacion seleccionados
1. Reporte: COMPLETO - TODAS LAS LISTAS DE ESPERA 1. Reporte: COMPLETO - TODAS LAS LISTAS DE ESPERA
2. Situacién en lista de espera: PACIENTES INSCRIPTOS EN LISTA DE ESPERA 1 2. Situacion en lista de espera: PACIENTES INSCRIPTOS EN LISTA DE ESPERA
Pacientes agrupados por region INCUCAI de residencia - Pacientes agrupados por provincia de residencia
Fila seleccionada: CUYO Fila seleccionada: MENDOZA
{poblacién evaluada: 663 registros) - (poblacién evaluada: 321 registros)
433 199
2
&
k
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2
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5.3% 28% 122% 0% 0% 0% 0% 40% 0% 0% 22% 0% 0% 0% 120% O1% §10% 34% 118% 0% 0% 0% 0% 04% 03% 0% 4% 0% 0% 0% 121% 0%
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Numero de trasplantes por aiio

Ministerio de Salud .
A:gs;;t?n; alu mcucal xl:;;‘rltoi:;smud mcUcai

Sistema Macional de Informacion de P ion y T de la Replblica Argentina
Registro Nacional de Procuracion y Trasplante Sisterna Nacional de én de Pr sy T de 1a Repi g
Reporte de pacientes trasplantados comparativo anual Registro Nacaonal de Procuracién y Trasphm.
Rep de por period
Fecha de ejecucion de |a consulta: 29/02/2024 13:12
Poblacién general de evaluacién: Pacientes trasplantados a partir del 1 de enero de 1998 inclusive. Fecha de ejecucién de |a consulta: 15/02/2024 11:13
Criterios de evaluacion seleccionados Poblacion general de evaluacion: Pacientes trasplantados a partir del 1 de enero de 1998 inclusive.
1. Periode de evaluacidn: FECHA DE DESCLAMPEC DEL RECEPTOR Criterios de evaluacion seleccionados .
2. Tipe de donante: TODOS 1. Periodo de evaluacién: FECHA DE DESCLAMPEO DEL RECEPTOR: OTRO ANO: desde 1-1-2023 hasta 31-12-2023
2. Tipo de donante: TODOS
Pacientes agrupados por provincia de residencia . — . -
F||a se|ecc\0r|ada MENDOZA Pacientes agrupados por provincia de residencia
D luada: 1965 registros) Fila seleccionada: MENDOZA
(poblacion evaluada: 363 registros)
169
83 84

10 1 1

0% 0% 0% 27% 02% 0% 02% 0% 0% 0% 485% 23.1%

B.4% 7 =
; HP  HI CH C CP CRR PUL PAN PI IN COR SOA

7 % 12 % 1 z
2016 2017 2019 2022 2023

Referencizs:

En el reporte comprative anual se contabiliza el afe actual (que siempre es parcial) y los diez afios antericres consecutives.

% = Porcentaje de pacientes trasplantades de |a fia respecto del total de pacientes evaluzdos.

FMH = Tasa de pacientes trasplantados por millén de habitantes (disponitle sdlo para los agrupamientos por region INCUCAI o provincia). Utiliza Ia poblaclon del afio
2024 y muestrs 3 tasa del sfo 2024, Las poblaciones pueden consultarse en el reporte Datos demog rafricos y definiciones base. Fuente INDEC (Analisis Demografico
Serie 31 "Proyeccionss provinciales de poblacidn por sexo y grupos de edad 2001-20157).




Generalidades del
02 sistema HLA



CMH en humano: HLA

Son un grupo de genes ubicados en el
cromosoma 6, que codifican para las
moléculas HLA, que son glicoproteinas de
superficie celular que se comportan como
aloantigenos, generando una respuesta
inmune.

CD8

Complejo HLA

Brazo largo Brazo corto

/%. HN

Clase ll Clase |

l |

DP DQ DR B C

1111 I 1T [ | |

A
|

Funcion: Presentacién de Ag



Estructura

Moléculas de clase |

HLA Class | Gene

|

Moléculas de clase Il

HLA Class Il Gene

Hay 3 genes que codifican para las
moléculas de clase | clasicas: HLA-A,
HLA-B y HLA-C

Se encuentran en todas las células
nucleadasy plaquetas

Hay 3 genes que codifican para las
moléculas de clase II: HLA-DR, HLA-
DQ y HLA-DP

Se expresan en las células presentadoras de
Ag: células dendriticas, LB y macrofagos




Caracteristicas

Poligenismo, polimorfismo Codominancia
HLA Class I Herencia familiar
Gene A B C
Alleles 7793 9274 7761
Proteins 4548 5580 4311
Nulls 404 325 344
HLA Class IT
Gene DRA DRB DOB1 DPB1
Alleles 46 4419 2439 2332
Proteins 5 2903 1501 1361
Nulls 0 192 109 121

Poco probable que 2 individuos no relacionados compartan los mismos Ag



Hyphen used to separate
gene name from HLA prefix

} VSepa‘rator

Nomenclatura

Suffix used to denote
' changes in expression

1 Field Separators

| ]

[
HLA-A*02:101:01:02N
S e

| HLA Prefix ' Gene Field 4; used to show
- differences in a
Field 1; allele group 1 non-coding region
LFleld 2; specific HLA protein

— b
Field 3; used to show a synonymous DNA
substitution within the coding region

© SGE Marsh 04/10

A: locus

02: grupo de alelos (eq. seroldgico)

02: 01: alelo especifico, subtipo

02: 01: 01 alelo que difiere por una
mutacion sinénima

02: 01: 01: 01 alelo que tiene una mutacion
fuera de la region codificante

02: 01 N alelo nulo, no se expresa

02: 01L alelo que codifica para proteina
con expresion baja



Muchas gracias!

gy



https://bit.ly/3A1uf1Q
http://bit.ly/2TyoMsr
http://bit.ly/2TtBDfr

Estudios de
Histocompatibilidad

parte I
Inscripcion en lista de espera

Laboratorio de Histocompatibilidad del INCAIMEN - Hospital Central
Biog. Cesia Salafia
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El ingreso a lista de espera es un proceso que tiene 6 etapas:

e 1:Indicacion de evaluacion pre-trasplante
e  2: Autorizacion de estudios pre-trasplante

e 3: Evaluacidn pre-trasplante

e  4: Estudios inmunoldgicos (HLA)
e 5: Autorizacion del financiador para realizar el trasplante

e  6: Efectivizacion de inscripcion en lista de espera

Para estar efectivamente inscripto se deben completar TODAS las etapas

Se puede seguir el paso a paso del proceso de inscripcidn ingresando al SINTRA con una clave personal.


http://sintra.incucai.gov.ar/

1: Indicacion de evaluacion pre trasplante

El médico del equipo de trasplante o del centro de dialisis indica la evaluacion pre-trasplante. Este proceso se registra en el SINTRA
y se emite una constancia que debe firmar el paciente y el médico.

2: Autorizacion de estudios pre-trasplante

Dentro de los 30 dias posteriores a la indicacidon de evaluacidn pre-trasplante, el financiador (Obra Social, Prepaga, INCLUIR SALUD,
Programas provinciales, etc) debe autorizar la evaluacion y determinar el establecimiento en el que se realizaran los estudios
pretrasplante.

3: Evaluacidn Pre trasplante

Se inicia con los estudios indicados por el médico tratante del equipo de trasplante (grupo y factor, analisis
clinicos,serologia,imagenes, cardioldgicos,odontoldgicos,etc)
Los resultados de la evaluacion pueden ser:

e  “Apto para trasplante” (se continua con el proceso de inscripcidn)
e  “No apto transitorio” (se mantiene el proceso abierto)
e  “No apto definitivo” (se interrumpe el proceso)


https://sintra.incucai.gov.ar/
https://sintra.incucai.gov.ar/

4: Estudios inmunoldgicos

Se realizan en los laboratorios habilitados para tal fin y sélo se requieren en las siguientes listas de espera:

e Renal: HLA y Cross Match contra panel.
e  Cardiaca: Cross Match contra panel.
e  Cdrnea: Cross Match contra panel (sélo si el médico lo requiere)
Las listas de espera que no requieren estudios inmunoldgicos avanzan directamente a la etapa siguiente.
5: Autorizacidn del financiador para realizar el trasplante
Una vez completado los estudios requeridos, la cobertura social debe autorizar el trasplante dentro de los siguientes 30 dias corridos.

6: Efectivizacion de la inscripcion

Una vez registrada la autorizacion y fiscalizada la documentacién, el Organismo Provincial correspondiente (InCAlMen ) efectiviza la
inscripcidn en lista de espera.

=>En este momento ya empieza a participar de los procesos de distribucidn de érganos y tejidos.

Una vez inscripto en LE se debe realizar una vez al afo la evaluacidn anual obligatoria. El equipo de trasplante solicita los estudios
correspondientes para actualizar la informacidn en el SINTRA.

Cuando no se actualizan los estudios, el sistema informatico le otorga una "exclusién transitoria" y el paciente no participa de los
procesos de donacion.



Situacion del proceso de inscripcion (formulario solo lectura)

Lista de espera: RENAL

Situacién del proceso de inscripcion: EVALUACION PRETRASPLANTE FINALIZADA
Fecha de inscripcién: -NO INSCRIPTO-

Situacién clinica: ELECTIVO / ELECTIVO

Pacienteen Método de inscripcién: NORMAL

procesode -

Y XY, FISCALIZADO pasol - INDICACION DE EVALUACION PRE-TRASPLANTE

Inscripcion F
Fecha de indicacién: 07-12-2023 10:40 C20: 4917795 Rea
Responsable 5 Responsable:
Institucion Organismo:
HEMODIA! °
Completo:

W~  FISCALIZADO paso2 - AUTORIZACION DE FINANCIAMIENTO PARA LA EVALUACION PRE-TRASPLANTE

Fecha de autorizacién: 23-01-2024 09:10 C21: 4958014 =
Responsable Responsable:
Institucion Organismo:
Completo:

FISCALIZADO paso3 - EVALUACION PRE-TRASPLANTE

Fecha de evaluarisn: 01-02-2024 12:27 C22: 4967936
Responsable Responsable
Institucion Organismo:
Completo:

L~ PENDIENTE  paso4 - ESTUDIOS INMUNOLOGICOS

Fecha de estudios: C23: -sin dato- Reg:
Responsable: Responsable:
Institucion: Organismo:
Completé: i i

= PENDIENTE pasoS - AUTORIZACION DE FINANCIAMIENTO PARA EL TRASPLANTE
Fecha de autorizacion: C21: -sin dato- Reg:
Responsable: Responsable:
Institucion: Organismo:
Completd:

= PENDIENTE paso6 - INSCRIPCION

Fecha de inscripcién: -NO INSCRIPTO-
Responsable:
Organismo:




Pacienteinscripto
en listadeespera

Situacion del proceso de inscripcion (formulario solo lectura)

\/ FISCALIZADO

‘/ FISCALIZADO

\/ FISCALIZADO

\/ FISCALIZADO

\/ FISCALIZADO

v~  FISCALIZADO

Lista de espera: RENAL

Situacién del proceso de inscripcion: INSCRIPTO
Fecha de inscripcion: 31-07-2023 14:04
Situacioén clinica: ELECTIVO / ELECTIVO
Método de inscripcion: NORMAL

Pasol - INDICACION DE EVALUACION PRE-TRASPLANTE

Fecha de indicacién: 21-10-2022 13:17 C20: 4786408 Reg: 31-07-2023 14:04
Responsable: Responsable

Institucioén: Organismo:

Completé:

Paso2 - AUTORIZACION DE FINANCIAMIENTO PARA LA EVALUACION PRE-TRASPLANTE

Fecha de autorizacién: 25-10-2022 12:00 C21: 4519164 Reg: 28-10-2022 12:25
Responsable: Responsable

Institucion: Organismo:

Completo:

Paso3 - EVALUACION PRE-TRASPLANTE

Fecha de evaluacion: 26-07-2023 09:21 C22: 4780594 Reg: 31-07-2023 08:42
Responsable Responsable:

Institucion: Organismo:

Completé:

Paso4 - ESTUDIOS INMUNOLOGICOS

Fecha de estudios: 27-07-2023 07:05 C23: 4782118 Reg: 31-07-20232 14:04
Responsable: Responsable:
Institucién:

Organismo:

Paso5 - AUTORIZACION DE FINANCIAMIENTO PARA EL TRASPLANTE

Fecha de autorizacién: 28-07-2023 09:13 C21: 4783635 Reg: 28-07-2023 11:39
Responsable Responsable:

Institucién: Organismo

Completé:

Paso6 - INSCRIPCION

Fecha de inscripcion: 21-07-2023 14:04
Responsable:
Organismo:




Estudios inmunoldgicos

» Tipificacion HLA: (locus A,B,DR y DQ): por biologia molecular
PCR-SSO (sequence specific oligonucleotide) -Luminex®

» Deteccidn de anticuerpos: Cross match frente a panel por fase sélida-Luminex®

Luminex®

=Se basa en los principios del
citometro de flujo.

=Se utilizan microesferas de
poliestireno (perlas) que
contienen fluorocromos de
diferente intensidad, dando una
sefal Unica a cada una.

=Se compone de 2 lasers.

(uno identifica a la perlay el otro
a la que reacciond)



Tipificacion HLA

Muestra: sangre con EDTA(6ml) =R

Procedimiento:

*Extraccion ADN

*PCR(primers con biotina)
*Hibridizacién con sondas de
oligonucledtidos marcadas(beads)
*Conjugacion y deteccion

HLA typing by SSO using Luminex platform

100 types of microspheres distinguished by
fluorescence emission signature

Each microsphere type is coated with different
sequence specific oligonucleotide (HLA allele)

b

.
.
2 lasers .
( : Tellsthe instrument
e which bead is being
00000000 o examined
oooooooo%% 3\ /
0000000000 & g
0000000000 a
0000020255 @
000000000 M

Tellsthe instrument how much
DNA is bound to the bead

LABType 550
| | | |
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Un laser identifica cada bead
de la mezclay el otro la
sefal de fluorescencia que
emiten las beads que
reaccionaron por
complementariedad con el
ADN amplificado



vory P g |1 SVReL s el
QC  Rxn RecSite LocalQC Patient/Sample Results
One Lambda QC 1D 002, Probe ID A127

Max Scale: |

Bead Raw Beadinfo
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Pars  Foce Type/SubType Match Ser

Local Demographic Data [CWD_TDX_3.51.0]

Group l: frequent on both alleles

RA%02:01:01:01 A*02:05:01:01(Gl)

A%02:01:04 A*02:05:01:01(G1)

A%02:07:01:01 R*02:05:01:01(Gl)

A*02:09:01:01 A*02:05:01:01(G1)

RY02:14 A*02:22:01:01(Gl)

RA*02:18 R*02:05:01:01(GL)

A*02:24:01 A*02:05:01:01(G1)

R*02:25 R*02:05:01:01(GL)

< >

Close Bead Rxn

Possible Allele Code

XX1:=:02:01102:07/02:09/02:14/02:15N/102:18102:2002:24/02:2502:29/02:30/02:32N/02:33/02:42.02:43N/02:53)
XX2:=:02:05/02:22/02:104/02:172/02:179/02:191/02:229/02:232/02:267/02:286:02:324/02:337/02:344/02:359/02

Assigned Allele Pairs v I xI Assigned Sero

[w]x]|Assigned code

T

|




Deteccion de anticuerpos:
Cross match frente a panel por fase sélida

El suero del paciente se enfrenta con Ag HLA de clase | y Il fijados a una fase sélida (suspensién de
perlas o beads de poliestireno con diferente concentracion de fluorocromos en su interior)

Los Acs anti HLA se uniran a los Ag de las perlas y se pondran de manifiesto con el agregado de
una anti-IgG humana marcada con un fluorocromo (r-ficoeritrina PE)

Existen 3 tipos : Screening,PRA y SAB

Basic Principle of LABScreen”

Antigen

«—— Luminex Bead




Screening:-Determina la presencia o ausencia de ac anti HLA clase | y/o Il
-Cada perla posee una mezcla de antigenos HLA de clase | o clase Il
provenientes de células de varios individuos

-Resultado: negativo/positivo
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PRA(panel reactive antibody): Cw4d
-Indica el % de reactividad del suero del paciente contra un panel de Ag

-las perlas contienen antigenos purificados de un individuo teniendo asi All
un fenotipo HLA por cada perla

-Se informa: %PRA A2
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A2

SAB(Single Antigen bead):

. . . . 4 ” e 7 . . . . 2 ‘)
-Permite identificar contra qué Ag especificos estan dirigidos los Ac del paciente A2
-Cada perla contiene multiples copias de un Unico antigeno HLA recombinante

A2
A2
CBREEHAEEALHE: e lEE AR208
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Ficha de inscripcion en lista de espera RENAL

e PR st

Indicacion
Pr:‘t;mt::;l de evaluacion
P pretrasplante

Ayuda  Agenda loatructiva
Autorizacién Evaluaciéon Estudios Autorizacion Inscripcion
de evaluacién pretrasplante Inmunolégicos de trasplante

FORMULARIO 23-LE - ESTUDIOS INMUNOLOGICOS (formulario editable - = datos obligatorios)

Laboratorio:
Nro de laboratoric / Provincia:

LABORATORIO DE HISTOCOMPATIBILIDAD - INCAIMEN INST COORDINADOR
DE ABLACION E IMPLANTE DE MENDOZA
20012 / MENDOZA

Fecha de registro: 24-01- 414:10
* Inmunélogo responsable: L . __-
Histocompatibilidad
Antigenos HLA Clase I:
* Fecha: | 11 HO1 j- [|00 HOO ] (dd-mm-2aaa hh:mm formato 24hs)
* Método: | MOLECULAR-MEDIANAA BAJA RESOLUCION - LUMINEX v |

A [/ ] =sm_|/ |
B largos |6 7] | c | | 7] |
Antigenos HLA Clase II:
* Fecha: ‘ 11 H01 |—|2024 ||00 HOO | (dd-mm-aaaa hh:mm formato 24hs)
= Método: | MOLECULAR-MEDIANA A BAJA RESOLUCION - LUMINEX v
*DR |13 [/{14 | DR largos [ |/[ |
oQ |5 |7[6 | op | /] |
Cross match contra panel
* Fecha: |11 HO1 [-|2024 [[00 i:lOO | (dd-mm-aaaa hh:mm formato 24hs)
* Método: LUMINEX FASE SOLIDA v |

Resultado anti clase I:

Resultade anti clase II:

* Resultado:

Antigenos no deseados

[% (valor entero de 0 a 100)

I% (valor entero de 0 a 100)

| Agregar nuevo

No se han encontrado resultados de antigenos no deseados




Muchas gracias!
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https://bit.ly/3A1uf1Q
http://bit.ly/2TyoMsr
http://bit.ly/2TtBDfr

Estudios de
histocompatibilidad I1

Operativos y seguimiento post trasplante (DSA)

Laboratorio de Histocompatibilidad del INCAIMEN - Hospital Central
Biog. Nicolas Juarez - Esp. en Inmunologia

LABORATORIO DE UNIVERSIDAD

l" HOSPITALCENTRAL ‘ \ ASOCIACION P \. HISTOCOMPATIBILIDAD
xd DE MENDOZA AL VBl BIOQUIMICA DE MENDOZA MAZA



Tabla de contenidos

01 Operativos de trasplante (Laboratorio)
0?2 Seguimiento post-trasplante (DSA)

O3 Rechazo del injerto



01 Operativos de trasplante



Paso a paso de la donacion de 6rganos

1 Certificacion de la muerte

2 Tratamiento de los drganos

3 La voluntad

4 Estudios bioquimicos, seroldgicos y de
histocompatibilidad

5 Asignacién y Ablacién

6 Trasplante



Estudios bioquimicos

Hemograma
Glucemia

Urea
Creatinina
Gases en Sangre
TPy APTT
Hepatograma
LDH
Amilasemia
CPKy CPK-Mb
Orina completa

Estudios serologicos

! Sitodo se encuentra dentro de
valores normales, se procede a |
realizar los estudios de histocomp. |

SARS-CoV 2
Hepatitis B
Hepatitis C
HIV Iy
HTLV Iy
Sifilis
Chagas
Toxoplasmosis
Brucelosis
Epstein Barr
CMV



Estudios de histocompatibilidad

Tipificacion HLA Se estudian los loci A, B, DRB1y DQBI.
) - | La tipificion del potencial donante se realiza por
-8 | &  EEEE la técnica de SSP.

Se enfrentan las células del
Cross-match potencial donante contra los sueros de
los potenciales receptores

Obtencion [

ey - . . Existen 2 técnicas:
Eg_} J — ! : XM por Citotoxicidad Dependiente de
Placa da Rasccian REACCHN
. Terasa ki nesgativa pasitiva | Com plemento. (CDC)

* XM por Citometria de Flujo. (CF)



Tipificacion HLA

)  SALTINGOUT
EXTRACCION DE ADN * ENCOLUMNA (MANUAL O AUTOMATIZADO)

AMPLIFICACION POR PCR SSP " A e
« CADA UNO CONTIENE: PRIMERS ESPECIFICOS DE UN
ALELO Y/O GRUPO ALELICO Y UN PAR DE CONTROL.

v

CORRIDA ELECTROFORETICA
EN GEL DE AGAROSA

) « SE ANALIZAN LOS PATRONES DE BANDEO OBTENIDOS.
INTERPRETACION DEL GEL « ASIGNACION DE LOS ALELOS CORRESPONDIENTES

INFORME



INFORME

Histocompatibilidad

NACIONAL DE INFORMACION DE PROCURACION Y TRASPLANTE DE LA "UBLICA ARGENTINA

mCU CG' Reg|stro Nacional de Procuracién y Trasplante

Laboratorio:

Mro de laboratorio:
Provincia:
Responsable:

Antigenos HLA Clase I:
Fecha v hora:
Método:

Antigenos HLA Clase II:
Fecha v hora:
Método:

LABORATORIO DE HISTOCOMPATIBILIDAD - INCAIMEN INST COORDINADOR
DE ABLACIONM E IMPLANTE DE MENDOZA

20012

MENDOZA

07-02-2024 00:00 )
MOLECULAR- BAJA RESOLUCION - 55P

A 24 / 30 B 27/ 18
Bw 4/ 6

07-02-2024 00:00 ;
MOLECULAR- BAJA RESOLUCION - 55P

DRB1 11 / 15 DRB3 52 / -sin dato-
DRE4 _sin dato- / -sin dato- DRBS 51 [ -sin dato-

DOBE 6 /7



Marcacion con

DONANW‘{\B B/)Ecgm Beads Magnéticas

Beads
Cells Magnetics Tubo T

Linfocitos Ty B Suero \l?m-(ims \

Obtencion de |l —
Células Mononucleares i 1)

X

Beads
Cells Magnetics Descarta

\ anti- CD3 \
y »
Em
¢
4 “
TuboT @ "
L

Sangre total
diluida



Prueba de Microlinfocitotoxicidad de Terasaki
(Citotoxicidad Dependiente de Complemento)

[ peteccién de anticuernas. I

Deteccidon de anticuerpos.

. Aloanticuerpos fijadores de |
| complemento: IgG1y IgG3. |
| + Autoanticuerpos: IgM |
I I
I I
I I

(interferentes)
 DTT: Rompe enlaces disulfuro
que unen al pentamero de IgM.

Linfocitos ---._ Z': %;asa,d
R Y
%ecoee® Jgran® Suero
\ ¥
Incubaciéon
Complemento
; g - e durante 1/2 hora
e conejo
A /

Incubacion ==
durante 1 hora _.-=== Bromuro de Etidio (1/40)

\ Vi

L~

Colorante Colorante
Lectura
al microscopio //
Células tefiidas S Células tefiidas

Rojas = muertas l Verdes = vivas

Presencia de anticuerpos
linfocitotoxicos

Ausencia de anticuerpos
linfocitotoxicos



CDC crossmatch Flow cytometric crossmatch

Recipient anti-HLA

- antibodies
Complement

HLA
molecule MAC

Dye

Donor
Lymphocyte

e STHHLA
% antibodies
m anti-human
IgG-antibody
HLA
molecule

Donor
Lymphocyte




Seguimiento Post-

02 trasplante (DSA)



DSA
La biopsia y el estudio de anticuerpos son dos

herramientas esenciales en el sequimiento
postrasplante

Tipos de deteccion de Alo-Anticuerpos

Prueba de Microlinfocitotoxicidad de Terasaki.
ELISA.

Citometria de Flujo.

Luminex.



LUMINEX

SCREENING

PRA

SINGLE ANTIGEN




Metodologia

Alloantibody

antigenos en las perlas.

Se marcan con anti-lgG humana conjugada con ,
. L Dye impregnated ———
ficoeritrina (PE). bead

Los anticuerpos anti-HLA (suero) se unen alos PR == '(jl
o

= HLA molecule

SERUM

e O
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Correlacionando MFI y los resultados
del Cross Match:

Cross Match

Luminex (MFI) Citometria
CDC :
de Flujo
Negativo <1000 Negativo Negativo
Débil 1000 - 2000 Negativo Negativo
Moderado 2000 - 8000 Negativo/Positivo(c/AHG) Positivo/Negativo
Elevado >8000 Positivo Positivo

MFI # Titulo



Titular anticuerpos anti-HLA

Dil 1:1
m Dil 1:4
Dil 1:16
I m Dil 1:64
m o

HLA A2

HLA B35

HLA - DQ5

HLA-DR53



Single Antigen

.Ventaja:

o Alta especificidad y sensibilidad.

o Se procesa hasta 48 muestras en simultaneo.

o Se puede determinar el titulo de anticuerpos. (diluciones)
o Permite realizar el Cross Match Virtual.

.Desventaja:
o Alto costo.

o Anticuerpos Recombinantes.



Direccion rutinaria: deteccion de anticuerpos anti-HLA
y biopsia. Periodicidad de acuerdo con la estratificacion

del riesgo inmunoldégico.

TRASPLANTE

l Deteccidn por indicacion:

deteccion de DSA y biopsia cuando:

!

- Sospecha de rechazo corticorresistente
- Cambios de tratamiento inmunosupresor

Alto riesgo(DSA+y XM-CDC pretransplante -)

v

Deteccion de DSA y biopsia cada 6
meses el primer y segundo afno y
luego cada afio postransplante.
Iniciando al 3er mes postransplante.

l v - Sospecha de incumplimiento
Riesgo intermedio (Acs B:A:-:GLZQ_OC(S]CS
anti-HLA + pero DSA - y/o DSA - y XM- CDC
XM-CDC histéricos + pero histéricos
XM-CDC pretransplante -) pretraspl antg 3

v

Deteccion de DSA cada 6 Deteccién de DSA al
meses el primer y segundo ano y

3er mes postrasplante
- v

luego cada ano postransplante.
il Iniciando al 3er mes postransplante. +3 Deteccién
v -
= = : Biopsia DSA anual
3 Seguir como
& = bajo riesgo + l 1
Deteccién de l Biopsia I = )
¢ DSA: Hay + Tratar como AMR Mantener igual
aumento en y control inmunosupresién el
Tratar como AMR los MFI de los y v postratamiento 1er afio y deteccion
Yy control DSA Mantener igua| (cambios enla DSA entre los 9-12
postratamiento pretrasplante y/o Tratar como AMB y inmunosupresién el biopsia y DSA) meses postrasplante
(gamt?ios enla hay aparicién control po;tratamlento 1er afo y deteccién
biopsia y DSA) de dnDSA (cambios en la DSA entre los 9-12
biopsia y DSA) meses postransplante
+ -
v
Tratar como AMR v v
y control :

postratamiento Seguir como |

(‘?aml_)ios en la im‘;?;%%i " Deteccién de DSA: deteccién por crossmatch virtual (anticuerpos Luminex del receptor - Vs. HLA donante).

biopsia y DSA) Considerar como deteccién positiva si hay aumento en los MF1 de los DSA pretrasplante y/o hay aparicién de dnDSA.

Biopsia: incluye IF| para C4d.
XM-CDC: Prueba cruzada por citotoxicidad para linfocitos T.



03 Rechazo inmunologico



El rechazo es una de las principales
complicaciones y es inevitable sin una
terapia inmunosupresora adecuada

Segun la velocidad con la que aparecen los signos del rechazo,
estos se clasifican en hiperagudos, agudos y cronicos.

Hiperagudo

Puede manifestarse unos pocos minutos después
del trasplante hasta una semana posterior.
Siempre su causa es humoral.

Agudo

Inicia dentro de los primeros meses
post trasplante. Puede ser humoral o
celular

Cronico

Puede aparecer meses o0 afilos después del
trasplante, y contribuye a la pérdida paulatina
de lafuncién del 6rgano. Puede ser humoral o

celular



Factores determinantes Diagnostico
de rechazo

Grado de sensibilizacién al HLA (PRA y DSA) - Criterios histopatoldgicos evidenciados por

Grado de incompatibilidad HLA biopsia
Antecedentes de episodios anteriores de
rechazo

Trasplantes previos

Incumplimiento del tratamiento
inmunosupresor

Algunasinfecciones por virus, ej CMV

Mediado por anticuerpos

+ DSA (Ac anti HLA donante especificos)




Muchas gracias!
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https://bit.ly/3A1uf1Q
http://bit.ly/2TyoMsr
http://bit.ly/2TtBDfr

Trasplante de Células
Progenitoras
Hematopoyéticas

Laboratorio de Histocompatibilidad del INCAIMEN - Hospital Central
Florencia Dutto Bioquimica Esp. Bioquimica Clinica

- “\, LABORATORIO DE UNIVERSIDAD
L" HOSPITALCENTRAL ASOCIACION 3¢ ) HISTOCOMPATIBILIDAD
ad DE MENDOZA BIOQUIMICA DE MENDOZA . MAZA



Tabla de contenidos

O1 Definicién y tipos de trasplantes

02 Importancia de la compatibilidad HLA

O3 Laboratorio de histocompatibilidad en trasplante de CPH

04 seleccion de donante



O1 :Qué es el trasplante de CPH?

El trasplante de médula 6sea es la
infusion de células progenitoras con el
objetivo de reestablecer la funcion
medular e inmune en paciente con
distintas enfermedad malignas o no
malignas



TIPOS DE TRASPLANTES

1 Segtin el tipo de donante

AUT()LOGO Las CPH son del propio paciente, obtenidas antes
de la quimio/ radioterapia

SINGENICO Realizado con hermanos gemelos univitelinos

Distinto a un gemelo:
ALOGENICO “Donante relacionado histoidéntico
*Donante relacionado haploidéntico
*Donante no relacionado, obtenido a partir de registros
nacionales e internacionales



TIPOS DE TRASPLANTES

2

Segun la fuente de CPH

MEDULA OSEA Por aspiracion medular

Composicion:

CD34+

Linfocitos
Precursores mieloides
Monocitos

Otras células

SANGRE Por leucoféresis, post administracion de factores de

PERIFERIC A crecimiento hematopoyéticos

SANGRE DE Tienen caracteristicas de crecimiento que pueden

CORDON

largo plazo. Desventajas

Engrafment: recuento absoluto de neutrofilos
>500/uL durante 2 dias consecutivos

producir una repoblacion de células hematopoyéticas a

N — Cordén Umbilical

T
*y
Células Madre ——— *




(02 Compatibilidad HLA

La compatibilidad HLA es el
factor mas importante para
elegir al donante

Madre

()

)(w)
HEBE

A N0m »
(w)(w)(@)(
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w
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NER®
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o
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El mejor donante es un
hermano histoidéntico
B (®

c@®@® @

R@ @ Opcion posible en 1/3 de los
pacientes

Paciente

XL

S 0@>
oo
g 0 wd»
NEE®

Histoidentico

Haploidéntico



Polimorfismo

g

Hay muchas variaciones dentro de su secuencia
genética, y cada variante es llamada alelo.

La mayoria de las variaciones en los alelos son no
sinénimas, y las variaciones de los aminoacidos
impacta en el DPB, lo que influye directamente
en como los péptidos propios y no propios son
presentados a los LT

A*01:01:0:

A"02:02:0:

A*02:03:0:

Gene

Alleles

Proteins

Nulls

A*02:16

¢ AT02:17:
© A*02:17:(

© A"02:18

A*02:22:(

7644

4,450

397

A*03:04:( A*2412
A*11:01:( A*24:13:01
A*1:02:( A*24:14:01:01
A*11:03:( A*24:15
A*11:04  A*31:08
A*11:05 A*24:17:01:01
A*23:01:( A*24:18
A*2401 A*24:19
n
B ¢ 1
9,097 7,609
5471 4218 1
318 330 .



Importancia de la compatibilidad HLA

I | Las células aloreactivas del paciente pueden iniciar una
respuesta inmune contra los antigenos no propios

I ReChaZO | expresados en las células del donante, causando el rechazo

del Huésped contra Injerto

Injerto
Ademas, las células del donante pueden reconocer los
antigenos expresados en los tejidos del paciente como no
propios causando el rechazo del Injerto contra Huésped
Huésped

El impacto de que el donante sea histoidéntico, contribuye
significativamente con una mejor evolucidn, reduciendo las
alo-reacciones que contribuyen a los rechazos HVG y GVH

) 5



Enfermedad Injerto vs Huesped

Es la principal causa de morbimortalidad relacionada al trasplante alogénico.

Es una enfermedad sistémica que compromete la piel, mucosa GI, ductos biliares y
hepatocitos. En menor medida también ojos, MO, pulmones y rifiones

Es producida por una respuesta inmune de las células T del donante
contra los antigenos HLA del receptor

Trasplante de células progenitoras

<

hematopoyéticas




Efecto Injerto vs Leucemia

Las células T del donante, y posiblemente otras cél. inmunitarias,
eliminan las cél. leucémicas residuales después de la
radio/quimioterapia previa.

Esta es la misma respuesta aloinmune que puede
dirigirse contra tejidos sanos (EICH). Ambas a menudo
coexisten, pero no siempre ocurren juntas



03 Laboratorio de
histocompatibilidad
en trasplante de CPH



Resolucion INCUCAI 2023

o ot o L NORMATIVA para la realizacion de Estudios de Histocompatibilidad en pacientes y
lp 1 lc ac 10 n e donantes para trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH) con donante

emparentado.

Donante relacionado

PACIENTE |:> Locus A, B, C, DRB1, DQB1y DPB1 PCR-SSO (Luminex)

Secuenciacion

Segtn equipo de
trasplante

Potenciales — Locus A, B, DRBI mm=) Ampliar los loci restantes

donantes
\j PCR-SSO (Luminex)

Locus A, B, C, DRB1, DQB1y DPBI1



Resolucion INCUCAI 2023

,s Qe & ., s e NORMATIVA para la realizacion de Estudios de Histocompatibilidad en pacientes y
Analls 1S de Segre gaCIOn haplotlplca donantes para trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH) con donante
emparentado.

Solo se puede asegurar la identidad genotipica si se observa claramente la
segregacion de los 2 haplotipos paternos y los 2 haplotipos maternos

Padre Madre
NMDP

A2 A2L4 Al ATl

B4L B8 B55 B27

DR4 DR3 DR14 DR8

DQ2 DQ8 DQ4 DQ5

Paciente Hermano1 Hermano 2 Hermano 3

A2 Al A2l ATl A2 ATl A2 Al
BL4L B55 BS B27 BLL B27 BL4L B55
DR4 DR14 DR3 DRSS DR4 DR8 DR4 DR14
DQ2 DQ4 DQS8 DQ5 DQ2 DQ5 DQ2 DQ4




Analisis de segregacion haplotipica

@ Father Mother
A*02| | A*02 A*01 | |A*11
C*05| | C*05 c*07 ||c*03
B*44| | B*44 B*08 | |B*55
DRB1*04 | | DRB1*04 DRB1*03 ||DRB1*14
DQB1*03| | DQB1*03 DQB1*02 | |DQB1*05
a b [ d
A*01| |A*02 A*01|| A*02 A*01| | A*02
C*07/||C*05 C*Q7|| C*05 C*07| | C*05
B*08 | |B*44 B*08 || B*44 B*08| | BX44
DRB1*03 | [DRB1*04 DRB1*03 || DRB1*04 DRB1*03| | DRB1*04
DQB1*02| |IDQB1*03 DQB1*02 1 DQB1*03 DQB1*02| | DQB1*03
c a/b c a/b c a/b
Patient Sib 1 Sib 2

Resolucion INCUCAI 2023

NORMATIVA para la realizacion de Estudios de Histocompatibilidad en pacientes y
donantes para trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH) con donante

emparentado.
(b) Father Mother
A¥02:01| | A*02:01 A*01:01 | |A*11:01
C*05:01| | C*05:01 C*07:01 | |C*03:03
: : B*¥08:01 | [B*55:01
DRB1*04:01 | | DRB1*¥04:04 | DRB1*03:01 || DRB1*14:54
DQB1*03:01| | DQB1*03:02 | DQB1*02:01 DQBI:;OS:CB
a Cc
A*01:01 A*01:01 || A*02:01 A*01:01
C*07:01 C*07:01(| C*05:01 C*07:01
B*08:0 : B*08:01 ; B*08:01
DRB1*03:0 DRB1*04:01] DRB1*03:01 §j| DRB1*04:04 DRB1*03:01
DQB1*02:01)/ IDQB1*03:01] DQB1*02:01 §l DQB1*¥03:02 | DQB1¥02:01
c c c
Sib1lisag/10 Sib 2

Patient

match for patient

Ante la presencia de una posible homocigosis de algun haplotipo progenitor,
que no permita identificar que donante y paciente hayan heredado los mismos
haplitpos, se debe realizar la tipificacion en alta resolucién de paciente y
donante seleccionado.

A*02:01
C*05:01

DRB1*04:01
DQB1*03:01

matches patient



Resolucion INCUCAI 2023

An tiCllel"p()S anti H LA NORMATIVA para la realizacién de Estudios de Histocompatibilidad en pacientes y

donantes para trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH) con donante

emparentado.
Busqueda de Anticuerpos Donante Especificos
- Aparece un nuevo
Aumento de n° de problema
donﬁntis,. ;Ifcirporando = = Impiden el engrafment y
aplolaenticos o o
aap Sy lleva a falla del injerto
Mismatch permisivos
Sedeb li | d R |
e deberealizar el ensayo de 1 1 | | | nante N
especificidad de anticuerpos | SAB 1 Solosieldo 0
|

por fase sélida 1 es histoidéntico

Anticuerpo HLA especifico del donante en el trasplante de células madre hematopoyéticas: implicaciones para la seleccion de donantes



Resolucion INCUCAI 2023

o ot ol L NORMATIVA para la realizacion de Estudios de Histocompatibilidad en pacientes y
lp 1 lc ac 10 n e donantes para trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH) con donante

emparentado.

Donante NO relacionado

PACIENTE |:> Locus A, B, C, DRB1, DQB1y DPB1 Secuenciaciéon
Potenciales I:> Locus A, B, G, DRBI, DQB1y DPBI Secuenciacién
donantes

Buisqueda de anticuerpos DSA



Tipificacion verificatoria

Es mandatorio tipificar PACIENTE y DONANTE
seleccionado desde una nueva muestra, como
minimo en locus A, B y DRB1



04 Seleccion de donante



Busqueda inicial

:_DONANTE RELACIONADO : I:> *Mas rapido de identificar

*Mas barato
*Mas flexibilidad en términos

@ de tiempo de trasplante
Puede NO ser apropiado pmm oo -
en ciertas enfermedades - Hay un 30% de que el !
genéticas, en caso de que - paciente y un hermano sea !
porten la misma mutacion - histoidéntico ;
J I

Familiar de primer grado que comparte un

Haplmdentlco haplotipo completo con el paciente >= 5/10

|:> Ciclofosfamida

Ciclofosfamida para la prevencion de la enfermedad de injerto contra huésped. 2011
Impact of HLA-DPB1 matching on clinical outcomes after haploidentical-related hematopoietic stem cell transplantation



Cuando NO ti inadn d t El tiempo es una consideracion
os o tlms MILIZEITEEILEIIE |:> IMPORTANTE. Si es una urgencia, |a
JElaleinEleeXeenletilel: busqueda se inicia al mismo tiempo

que donantes relacionados

! Primero se hacen bdsquedas

! nacionales, y segin la cantidad de
I posibles donantes, se hacen

I blisquedas internacionales

I Lo ideal es que el paciente esté
I tipificado por alta resolucion



UCB

Cuando no hay disponible un DR ni un DNR
compatible, puede considerarse UCB

Debido alainmadurez de las UCB, la compatibilidad HLA es
Menos rigurosa cuando se usa este injerto.

UCB debe ser compatible al menos 4/6 (A, By DRB1)
siendo A y B de baja/mediana resolucion, y DRB1 de
alta resolucion.



Para cerrar el ciclo de charlas...

Trasplante de 6rganos sdlidos

Los pacientes que necesitan un rindn se
inscriben en unalista de espera

Es frecuente el rechazo del huésped al injerto
ya sea celular o humoral

La compatibilidad HLA es importante pero no
es necesario que sea histoidéntico
Resolucion del HLA baja/mediana

Trasplante de CPH

Los donantes se anotan en registros
nacionales e internacionales

Es mas frecuente el rechazo del injertovs
huésped

Historicamente han sido histoidénticos,
ahora se estan haciendo haploidénticos o con
TMM

Resolucion del HLA mediana o alta



Muchas gracias!

X



https://bit.ly/3A1uf1Q
http://bit.ly/2TyoMsr
http://bit.ly/2TtBDfr
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