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1. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO.

1.1 Antecedentes

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCH), antes conocido como
trasplante de médula 6sea es en la actualidad un procedimiento terapéutico, que con
el tiempo ha tomado su lugar como una opcion para padecimientos malignos, no
malignos y metabdlicos que antes no la tenian.*

Después de las primeras experiencias con el trasplante de médula 6sea (TMO)
realizado por el Dr. E. Donnall Thomas en la década de los 50, se inicia su expansiéon
en la década de los 70, para experimentar un espectacular desarrollo en los afios 80 y
90. En el afio 2000 se realizaron cerca de 30 000 trasplantes en el mundo, de ellos el
70 % fueron autdlogos y el 30 % alogénicos. La sangre periférica fue la fuente de
progenitores hematopoyéticos en el 90 % de los trasplantes aut6logos y en el 30 % de
los alogénicos. 2

En México, en enero del 2009 se realizo en Monterrey una reunién en la que se
presento la casuistica del 2007 y 2008. EI numero total de trasplantes fue de 434,
siendo las enfermedades que mas frecuentemente se trasplantan; leucemia aguda
linfoblastica (18%), mieloma muiltiple (16%) y leucemia aguda mieloblastica 14%. *

El Trasplante de Células progenitoras Hematopoyéticas, es en la actualidad una
modalidad terapéutica cada vez mas utilizada alrededor del mundo en centros de
atencion a pacientes en edad Pediatrica como adultos.

Las indicaciones de Trasplante Hematopoyético son precisas, estas, incluyen una
gran cantidad de padecimientos tanto oncolégicos como no oncoldgicos.

El sistema HLA cumple fisiolégicamente un importante rol en los fenbmenos de
presentacion y reconocimiento antigénico®. Desde hace décadas se conoce su papel
en los trasplantes, por lo que ha sido identificado en el hombre como complejo mayor
de histocompatibilidad. Las moléculas del sistema HLA y sus anticuerpos se clasifican
en clase | y clase Il. El reconocimiento inmunolégico del 6rgano trasplantado esta
vinculado a la distancia genética existente entre donante y receptor. Las diferencias en
la dotacion de antigenos HLA y la presencia de anticuerpos contra ellos inciden en la
evolucién del trasplante®. Existen diversos eventos inmunizantes como la transfusion
sanguinea, el embarazo y el propio trasplante, que pueden promover la aparicién de
anticuerpos HLA. La presencia de anticuerpos (Ac) HLA en candidatos a trasplante de

células progenitoras hematopoyéticas limita las posibilidades de injerto.




La ausencia de Ac HLA donante especificos se constata por una prueba cruzada
(cross match) negativa. Por otro lado, la presencia de Ac HLA compromete la
sobrevida del injerto a largo plazo® en el caso del transplante renal resulta
fundamental estudiar Ac HLA en todos los pacientes que entran al protocolo de
trasplante. ’

1.2 Marco teorico

La supervivencia en un medio ambiente hostil, requiere de la capacidad de montar una
respuesta inmune protectora, al mismo tiempo se esta evitando una reaccion adversa
del sistema inmune propio.

En muchas situaciones de enfermedad se pierde este control, ya sea comprometiendo
la capacidad de responder a una agresion, o evitar la auto inmunidad, sin embargo
existen factores exdgenos que nos ponen en riesgo de facilitar el desequilibrio, y nos
preparan a una respuesta no esperada ante una situacién no planeada como es el
estado inmune al momento de un trasplante alogénico.

La migracion y localizacién de un antigeno estan gobernadas por la capacidad o
incapacidad de respuesta inmunoldgica contra infecciones, tumores, sistema propio o
bien contra xeno injertos o alo injertos.

En ambas situaciones una respuesta inmune puede ser construida como un balance
entre la reaccién linfocitaria y la composicién, calidad cinética y distribucién del

antigeno ya sea propio o extrafio.

Caracteristicas de la respuesta inmune.

El sistema inmune responde de manera similar contra microorganismos citopaticos
letales y otros no citopaticos menos letales, pero con diferentes consecuencias.
Cuando se trata de un microorganismo citopatico, con el objetivo de prevenir dafio
hacia las células del huésped, la respuesta inicial no especifica innata y después la
especifica 0 adaptativa se movilizan para eliminar el agente agresor de una manera
facil y completa y sin considerar dafio a los tejidos del huésped. La primera linea de
defensa es mediada por interferones, macrofagos, células T y células NK, ademas los
agentes infecciosos con epitopes repetidos y densamente dispuestos, o con un gran
contenido de lipopolisacaridos, pueden inducir respuesta de células B, para la
produccion de anticuerpos sin necesidad de células T cooperadoras. Los mecanismos
menos especificos 0 no especificos como el complemento las interleucinas y los
macréfagos también pueden estar involucrados. La repuesta especifica tanto de

células T como B son las que controlan de manera definitiva al microorganismo ®




En contraste, en la respuesta ante microorganismos no citopaticos o0 menos
citopaticos, puede ser conducida de manera que el huésped y el patdgeno coexistan.
Microorganismos intracelulares son inicialmente controlados por interleucinas
producidas por células T citotoxicas, pero reconociendo los complejos que muestran
las células propias, el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). Como los
microorganismos pueden no hacer dafo, la respuesta inmune puede entonces no

causarle dafio tanto a tejido normal como infectado.

Reacciones de la respuesta inmune contra injertos.

En el caso de xenotrasplantes, el mecanismo predominante es la respuesta innata,
incluyendo la destruccion celular dependiente de complemento, y otros mecanismos
basados en la respuesta cruzada de anticuerpos naturales, provocando un rechazo
hiper agudo.

Desde la década de los 50 ‘s, Lawrence compara paso a paso, lo que sucede ante un
rechazo de un aloinjerto, comparado con una reaccién de hipersensibilidad retardada.
En este tiempo se desconocia los mecanismos del CMH. Cuando se obtuvo esta
informacién, fue obvio el equivalente fisiol6gico del rechazo con el mecanismo en caso
de células infectadas®.

Debido a que los 6rganos linfoides son sitios criticos para la induccion de la respuesta
contra todos los antigenos, el resultado de la reaccion inmune, puede correlacionarse
tanto con la ruta de diseminacion y la eventual localizacion del antigeno.

En los aloinjertos, los primeros dias después de trasplantado el 6rgano, células
multilinaje, provenientes de la médula G6sea, entre estas los leucocitos del donador
(Leucocitos Pasajeros), constituyen de 1 al 20% de los mononucleares circulantes en
el receptor, El porcentaje depende del érgano que fue trasplantado; es alto en el caso
de higado e intestino, y bajo en rifidn y corazén. Estos mononucleares circulantes
incluyen células progenitoras hematopoyéticas y células dendriticas, que viajan a los
organos linfoides del receptor y son reemplazadas por células similares del receptor
que llegan al injerto. Después de aproximadamente dos semanas, se incrementa el
numero de leucocitos del donador que pueden ser detectados en otros tejidos, y para
los tres meses, estos se encuentran en la mayoria de los tejidos no linfoides, como piel
y corazon™.

La supresion del agotamiento clonal es un evento que fue invocado desde hace mas
de tres décadas, para explicar las observaciones después de experimentos clinicos
en el area de trasplante de érganos, cuando la relacion entre el huésped y el injerto

fueron muy alteradas una vez que la terapia inmunosupresora fue descontinuada.




La hipétesis inicial, no fue ampliamente aceptada, por el pobre conocimiento de los
leucocitos pasajeros. Estos leucocitos constituyen el principal componente
inmunogénico de los aloinjertos compatibles, y un efecto de esto ha sido atribuido a la
expresion de CMGH clase Il, o a moléculas coestimuladoras como B7.

La rapida desaparicion de los leucocitos del donador de los érganos y tejidos
trasplantados, fue lograda por la destruccion selectiva por el sistema inmune del
receptor. Después de que se demostré el evento de los Leucocitos pasajeros, se
observo como la destruccién inmune se presentd tanto en sangre periférica como
dentro del injerto.

Correlacion clinica:

En el caso de los trasplantes, a diferencia de la infeccidn, usualmente se presenta una
doble reaccién inmune: huésped contra injerto e injerto contra huésped. Estas
respuestas pueden persistir lo suficiente para permitir una induccién a una mutua no
respuesta. Esto ocurre de manera espontanea en los trasplantes entre gemelos
idénticos. En el caso del Trasplante Hematopoyético, es necesario un umbral de
inmunosupresion para evitar la destruccién aguda de los leucocitos en el trasplante
hacia las células del huésped.

La mieloablacion pre-trasplante hace al huésped susceptible de una agresion por
parte de las células inmunes del donador. EIl control de este evento es uno de los
principales objetivos de la inmunosupresién, y como la destruccion completa de los
leucocitos del huésped no es posible, tras el trasplante estas células pueden estimular
una respuesta a expensas de las células T maduras del donador.

La alo sensibilizacion puede convertirse en una barrera extraordinaria al injerto en el
Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos, debido a la predisposicion de una
respuesta inmune humoral por parte de las células del huésped hacia el injerto.*?

A pesar de los conocimientos en cuanto a los diferentes puntos que disparan el
rechazo de un injerto en el trasplante de 6rganos sélidos, en el caso de rechazo del
injerto en el trasplante hematopoyético, es generalmente atribuido a la actividad
citolitica anti células del donador por parte de las células T y células NK del huésped
gue sobreviven a la quimioterapia de condicionamiento. De cualquier modo, una
reaccion de rechazo mediada por anticuerpos después de un trasplante
hematopoyético alogénico, puede ocurrir, ya sea por citotoxicidad mediada por
anticuerpos por citotoxicidad mediada por complemento. Los anticuerpos pre formados
al momento de la infusion de Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH), no afectan
al injerto, en regimenes de condicionamiento estandar, y la inmunosupresion celular B

o T, como estrategias moduladoras utilizadas en el periodo peri trasplante.




Aunque la plasmaféresis, las altas dosis de Inmunoglobulina intravenosa, y la
esplenectomia, son comunmente usadas en el trasplante de 6rganos sélidos para
disminuir el rechazo mediado por anticuerpos, estas estrategias no han sido parte del
condicionamiento en el TCPH. *°

Todos los componentes de la sangre, incluyendo leucocitos, eritrocitos, plaquetas y
suero, tienen un potencial de provocar la produccion de anticuerpos anti HLA. Las
excepciones a esta regla son las fracciones de proteina del plasma y la albumina. Los
Leucocitos, se han implicado como fuente que provoca sensibilizaciéon, ya que los
productos para transfusion no leucoreducidos o filtrados, son mas inmunogénicos que
los productos filtrados o leucoreducidos, los cuales contiene un nimero menor de
leucocitos de 1-5 x 10° células por unidad.

En receptores no sensibilizados, productos puros, tanto de eritrocitos como de
plaguetas, tienen un minima inmunogenicidad, debido a la ausencia de moléculas
coestimuladoras. Sin embargo, productos puros de eritrocitos, tienen la capacidad de
reactivar la produccion de anticuerpo anti HLA, en receptores previamente
sensibilizados. El eritrocito no sintetiza HLA por si mismo, pero es a través de la
herencia de HLA clase |, que le confiere sus reticulocitos ancestros. En individuos
sensibilizados hacia HLA, la vida media de los eritrocitos transfundidos se puede
acortar; puede ocurrir hemolisis y se puede incrementar su secuestro en el bazo.
Aungue los eritrocitos expresan entre 40 y 50 moléculas de HLA clase | por célula, los
Linfocitos T expresan 100,000 por célula, y el total de contenido por unidad de sangre
de moléculas HLA clase |, es igualmente dividido entre eritrocitos y leucocitos. Solo
los leucocitos viables tienen la oportunidad de persistir en un estado de
microquimerismo después de la transfusion y continuar la sintesis de HLA clase | y I
no propio.

Las plaquetas expresan antigenos del grupo ABH, expresan HLA clase |, y alo
antigenos plaquetarios humanos, pero como los eritrocitos, las plaguetas son
inductores pobres de alo anticuerpos en receptores inmunolégicamente nativos,
debido a la perdida de moléculas coestimuladoras. Sin embargo antes de inmunidad,
los alo antigenos plaquetarios pueden causar refractariedad a la transfusion de
plaguetas.

La cantidad de inmunidad hacia HLA Clase |, es mayoria en los pacientes refractarios
a plaquetas. En el 30% de los receptores de plaquetas no leucoreducidas, se
desarrolla anticuerpos anti- HLA. Este porcentaje se reduce al 17 a 21 por ciento
después de la leucoreduccion. Efectos similares se han logrado con la infusién de

plaquetas ABH y HLA Clase | compatibles, o con la neutralizacion de anticuerpos con




Inmunoglobulina intra venosa. En pacientes con Anemia Aplastica Adquirida (AAA), las
“Leucoaglutininas” fueron descritas por primera vez por Jean Dausset en la década de
los 50 “s. Desde entonces, muchos estudios han confirmado la presencia de
anticuerpos contra HLA, asi como otros alo y auto anticuerpos. Los pacientes con
AAA ademas muestran altos niveles de reactividad en sus Células T, hacia HLA, No
HLA y contra auto antigenos. Las dos mayores consecuencias de esto es la
refractariedad a la transfusién de plaquetas y falla del injerto en pacientes sometidos a
TCPH.

La mayoria de los anticuerpos producidos después de mudltiples transfusiones, tienen
especificidad para HLA, pero del 10 al 30%, tiene reaccién cruzada con plaquetas HLA
compatibles, provocando transfusiones ineficaces.

En un estudio realizado por el grupo Europeo para el estudio de la Anemia Aplastica, y
Trasplante de Médula Osea, reporta en el grupo de pacientes estudiados, hasta 62%
de estos, con anticuerpos anti linfocitos™.

Se ha demostrado en modelos murinos, la capacidad de sensibilizacién alogénica,
posterior a repetidas transfusiones de células esplénicas alogénicas, ademas
pudiendo provocar este mismo suceso sensibilizacion a receptores de Médula Osea,
con consecuente citotoxicidad mediada por anticuerpos™.

El uso de Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos (FEC-G), utilizado en la
movilizacién de CPH a sangre periférica para TCPH, se ha comparado con la médula
Osea obtenida de forma directa, en relacion con el incremento de los titulos de
anticuerpos anti Eritrocitos, dirigidos contra sistema ABH, resultando un incremento en
la incidencia de los anticuerpos circulantes anti HLA.

En pacientes en los que es necesario el uso de dispositivos, como el uso de puentes
coronarios o valvulas cardiacas, se ha encontrado sensibilizacion anti HLA clase | y I,
como consecuencia incremento en el rechazo de trasplantes cardiacos. Esto se
explica en este tipo de pacientes, como resultado de los requerimientos
transfusionales, sobre todo de eritrocitos utilizados dentro de las medidas de soporte y
el impacto en los resultados de los trasplantes cardiacos esta ain en debate®’.

Ante esta problematica en el area de trasplantes, tanto de 6rganos solidos como en el
hematopoyético, se han hecho ya propuestas especificas para prevenir la
alosensibilidad anti HLA, como la leucoreduccién universal antes de almacenar
plaquetas, como medida preventiva a la produccién de estos anticuerpos, y al mismo
tiempo disminuir la refractariedad a la transfusion de plaquetas, reduciendo en un
grupo de pacientes, la incidencia de 14 a 4%, en quienes se utilizd6 plaquetas

leucoreducidas 2
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Desde el punto de vista de la Nefrologia, también la alo sensibilizacion hacia HLA
clase | y Il, ha resultado un problema en el trasplante renal, proponiendo el uso de
Inmunoglobulina intravenosa y terapias inmunosupresoras como el Mofetil
Mycofenolato, el sirolimus, alentuzumab vy rituximab, ademéas de la inmunoabsorcion
de proteina A, como medidas terapéuticas, sin lograr hasta el momento demostrar cual
es el tratamiento mas eficaz en estos casos, solo dando en estudios in Vitro e in vivo

una ligera ventaja al uso de inmunoglobulina intravenosa *°

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Muchas enfermedades hematol6gicas no oncolégicas, tienen clara indicacion de
Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas, incluyendo sindromes de falla
medular ya sea de caracter genético o adquirido, hemoglobinopatias, y algunas
entidades que alteran la hematopoyesis normal. Este grupo tienen en comun los altos
requerimientos de soporte transfusional, sobre todo por anemia y trombocitopenia

El Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas de tipo alogénico, es la Unica
posibilidad curativa para este grupo de enfermedades, posibilidad que resulta
ensombrecida por el rechazo del injerto secundario a alo sensibilizacion adquirida
durante la evolucion del enfermo.

La existencia de anticuerpos anti HLA en el receptor candidato al transplante
hematopoyético puede llevar al fracaso del transplante ademas de producir
refractariedad a los productos hematicos transfundidos para el soporte transfusional en
el periodo peritransplante, lo anterior puede comprometer la vida del paciente al no

lograrse la recuperaciéon de células rojas funcionales y de plaguetas.

3. JUSTIFICACION

Se sabe que pueden existir diversos factores condicionantes para el desarrollo de
anticuerpos anti HLA, dentro de los mas importantes se encuentran la exposicién a
multiples transfusiones sanguineas, sobre todo en aguellos pacientes con
enfermedades hematoldgicas. En la actualidad se han realizado varios estudios de
cortes de pacientes para describir la prevalencia de anticuerpos anti HLA donador
especifico, sin embargo aun no se cuentan con estudios en poblacion pediatrica. La
descripcion inicial de la prevalencia de los anticuerpos anti HLA en pacientes en
protocolo de trasplante y transfusiones previas permitira en una segunda etapa
establecer la asociacion entre su presencia y el rechazo en los pacientes que logren
ser trasplantados. Y mas adelante la realizacion de intervenciones terapéuticas con el

fin de prevenir el rechazo
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4. OBJETIVO GENERAL
Describir la prevalencia de los anticuerpos anti HLA en pacientes en protocolo de
Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas con transfusiones previas.

5. HIPOTESIS
Los pacientes en protocolo de trasplante de de Células progenitoras hematopoyéticas
con transfusiones previas, desarrollaran anticuerpos anti HLA positivos, del panel anti
HLA Ty Il

6. CRITERIOS DE SELECCION
6.1 Criterios de Inclusion:
Se incluyeron a todos los pacientes en edad pediatrica, que contaban con expediente
clinico del Hospital Infantil de México, Federico Gémez, y que se encontraban en
protocolo de Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas, con antecedente
de haber recibido transfusiones sanguineas previas
Pacientes con indicacién de Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas

1. Enfermedades Oncolégicas

2. Enfermedades no Oncoldgicas

6.2 Criterios de exclusion:
Pacientes en protocolo de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas, en
quien no se documento antecedente de transfusiones de derivados hematopoyéticos,

independientemente del grupo sanguineo al que pertenecieran.

7. METODOLOGIA

Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio prospectivo transversal y descriptivo que incluye a pacientes
en protocolo de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas del HIMFG en

los que se realiz6 el panel reactivo de anticuerpos en muestras de sangre periférica.

8. VARIABLES
e Edad: Descrito como el niumero de afios trascurridos desde al nacimiento
hasta el momento en el que se realizé el estudio.
e Sexo. Asignado de acuerdo a las caracteristicas de los genitales externos,

referido como femenino o masculino.
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e Grupo sanguineo. Clasificacion de la sangre de acuerdo con las
caracteristicas presentes o0 no en la superficie de los glébulos rojos y en el
suero de la sangre. Las dos clasificaciones mas importantes para describir
grupos sanguineos en humanos son los antigenos (el sistema ABO) y el
factor Rh. Los cuales fueron determinados en cada paciente mediante la
realizacion de pruebas cruzadas.

e Numero de transfusiones previas. Cantidad de paquetes de productos
sanguineos transfundidos, obtenido mediante la revision de expedientes
clinicos y en especifico de los comprobantes de transfusion para
determinar el nimero de productos hematicos transfundidos.

e Tipo de hemoderivados transfundidos. Descrito como tipo de células
derivadas de la sangre que se transfundieron a los pacientes.

e Presencia o ausencia de los anticuerpos anti HLA. Se realizdé panel de
anticuerpos para la determinacion de anticuerpos anti HLA tipo 1 y 2.
Reportandose como positivos o0 negativos.

Tamarfo de la muestra

Considerando que el indicador anual de la unidad de trasplantes de células
progenitoras es de 10 trasplantes por afio, se incluyeron en el estudio a 12

pacientes.

9. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Se tomaron en ayuno de 6 a 8 horas muestra de sangre periférica en tubo sin
anticoagulante con aproximadamente 6 ml.

Se centrifugaron a 2500 RPM por 10 min, y se separ6 el suero para transferirlo a un
tubo de plastico estéril con tapa. Se colocaran los datos del paciente para ser
identificado.

Las muestras de sangre periférica fueron tomadas en una sola medicién antes del

trasplante y de la de la quimioterapia de induccion a la remision.

Proceso de muestras para la obtenciéon de los anticuerpos Anti HLA

Equipo de medicion: Analizador de flujo LABScan™ 100 con plataforma Luminex®
XY (accesorio opcional para la lectura automatizada de 96 muestras en el analizador
de flujo LABScan™ 100)

71 Centrifuga
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[J Rotor para tubos de microfuga de 1,5 ml (9.300 g) o un rotor de cubeta de
oscilacién para una microplaca de 96 pocillos

(1.300 g)

[1 Mezclador vortex

1 Agitador de placas o plataforma rotatoria

Si se utilizo una bandeja para filtracion:

[1 Multiple de vacio Millipore (N° de catalogo Millipore MAVMO960R o equivalente)

1 Bandeja para la filtracion Millipore (Multiscreen-BV, N° de catalogo Millipore
MABVN1210 o equivalente)

[l Bomba de vacio con una presion inferior a 100 mmHg

[ Agitador de placas o plataforma rotatoria

B. Calibracion del instrumento

C. Software recomendado plataforma luminex

HLA Fusion® (OLI Cat. N° FUSPGR)

EXTRACCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se tomaron 3 mL de sangre en un tubo de tapén rojo, centrifugando a 4500
revoluciones por minuto

LS-LSCN-PI-ES-00, Rev. 16 Pagina 3 de 10

[J Sila prueba se realiza en una placade 96 pocillos:

[1 UNIPLATE, 96 pocillos, microplaca de 250 (11 (Whatman N° 77042250) o
equivalente (superficie no tratada)

[ Cierre para bandeja (N° de catalogo OLI SSPSEA300)

[1 Suero de control negativo (N° de catalogo OLI LSNC o equivalente — no contiene
anticuerpos frente al HLA cuando se analizé con el

Método LABScreen®).

Si se utiliza una bandeja para filtracion:

[l Bandeja para la filtracion Millipore (MultiscreenBV, N° de catalogo Millipore
MABVN1210 o equivalente)

C. Procedimiento detallado

Véase el apartado “Instrucciones de uso” a continuacion.

INSTRUCCIONES DE ANALISIS:

1) Encienda el instrumento LABScan™ 100 al menos 30 minutos antes de iniciar el
ensayo.

2) Cree un nombre de archivo y una hoja de cddigos de muestra para cada bandeja
de prueba.

A. Para completar la prueba en un tubo de microfuga de 1,5 mi:
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Nota: véase el apartado B mas abajo para obtener instrucciones si se usa la placa de
96 pocillos.

1. Las bolas LABScreen® se deben mezclar bien agitando suavemente en un vortex
0 pipeteando hacia arriba y abajo varias veces antes del uso.

2. Incubar en la oscuridad 5 ul de bolas LABScreen® con 20 ul del suero en estudio
en tubos de microfuga de 1,5 ml

diferentes durante 30 minutos a 20 — 25 °C con agitacion suave.

3. En cada lote de pruebas, debe analizarse un suero de control negativo (N° de
catalogo OLI LS-NC o equivalente) para establecer los valores de fondo.

4. Diluir el tampén de lavado 10X (N° de catdlogo LSPWABUF) en agua destilada
para obtener una solucién 1X.

5. Afadir 1 ml de tampédn de lavado 1X a cada tubo con la solucion de bolas o suero y
agitar en el vortex. Centrifugar a 9.300 g durante 2 minutos. Aspirar y desechar el
sobrenadante.

6. Repetir el paso 5 dos veces.

7. Diluir 1 pl por prueba de anti-IlgG humana conjugada con PE 100X (N° de catalogo
LS-AB2) con 99 pl de tampdn de lavado 1X para obtener una solucién 1X.

8. Anadir 100 ul de anti-lgG humana conjugada con PE 1X a cada tubo. Agitar en el
vortex e incubar en la oscuridad durante 30 minutos a 20-25 °C con agitacion suave.
9. Repetir el paso 5 dos veces.

10. Afadir 80 (11 de tampdn PBS a cada tubo. La muestra esta lista para adquirir y
analizar los datos o se puede almacenar a 2— 5 °C en la oscuridad hasta 24 horas
antes del andlisis.

B. Para completar la prueba en una placa de 96 pocillos:

Precaucion: el cierre de la bandeja de 96 pocillos se debe realizar con cuidado y
completamente para evitar la contaminacion de las muestras entre pocillos. Cerrar la
bandeja presionando el cierre contra cada uno de los bordes de los 96 pocillos. No
volver a utilizar los cierres para bandejas. Utilizar un cierre nuevo en cada paso que
requiera la aplicacion de un cierre para bandeja.

1. Las bolas LABScreen® se deben mezclar bien agitando suavemente en un vértex
o pipeteando hacia arriba y abajo varias veces antes del uso.

2. Incubar en la oscuridad 5 pl de bolas LABScreen® con 20 pl del suero en estudio
en cada pocillo de una placa de 96 pocillos durante 30 minutos a 20 — 25 °C con
agitacion suave.

3. En cada lote de pruebas, debe analizarse un suero de control negativo (N° de

catalogo OLI LS-NC o equivalente) para establecer los valores de fondo.
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4. Diluir tampon de lavado 10X (N° de catalogo LSPWABUF) en agua destilada para
obtener una solucion de lavado 1X.

5. Después de la incubacion, afiadir 150 [ | de tampdn de lavado 1X a cada pocillo de
la placa. Cubrir con cierre para bandeja (N° de catalogo OLI SSPSEA300) y agitar en
un vortex. Centrifugar a 1.300 g durante 5 minutos.

6. Retirar el tampon de lavado de los pocillos de la placa agitando las bandejas o
mediante aspiracion por vacio.

7. Afadir 200 (1 | de tampdn de lavado 1X a cada pocillo de la placa. Cubrir la bandeja
con un cierre nuevo y agitar en un vortex. Centrifugar a 1.300 g durante 5 minutos.

8. Retirar el tampon de lavado de los pocillos de la placa agitando las bandejas o
mediante aspiracién por vacio.

9. Repetir los pasos 7y 8.

ANALISIS DE DATOS:

1. La reactividad de cada suero se puede evaluar mediante la sefial fluorescente para
cada bola recubierta con HLA después de corregir la unién no especifica a la bola del
control negativo (NC) (N° 001). Todos los datos se normalizan de acuerdo

con los resultados obtenidos mediante el suero de control negativo (N° de catalogo
OLI LS-NC).

2. La reactividad de una muestra en estudio se calcula a partir de los valores de

fluorescencia , que se pueden obtener del archivo .csv.
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10. RESULTADOS
Se obtuvieron muestras de 12 pacientes pediatricos con transfusiones previas que se
encontraban en protocolo de trasplante de médula ésea al momento del estudio.

La edad de los pacientes estudiados oscilo entre los 7 y 18 afios, con un promedio de
12.5 afios.
En cuanto al sexo 8 pacientes correspondieron al sexo masculino y 4 al sexo
femenino.

Sexode los 12 pacientes incluidos en el
protocolo de trasplante de celulas
progenitoras hematopoyéticas

B Femenino M Masculino

Los diagnosticos de los pacientes evaluados incluyen proceso neoplasicos y no
neoplasicos. De los no neoplasicos se incluyé un paciente con Anemia aplasica, el
resto, en total 11 pacientes corresponden a Leucemias linfoblasticas Agudas de alto
riesgo o con mala respuesta a la quimioterapia convencional, presentando recaidas.
Se incluyo a un paciente al que posterior a la deteccion de anticuerpos anti HLA se
realiz6 trasplante de medula 6sea.

Diagndsticos de los pacientes en Protocolo de
trasplante de células progenitoras

m Leucemia Otros
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Como variable también se considero el numero de transfusiones previas cuantificadas
con base en los antecedentes encontrados en el expediente clinico. EI nimero del
total de transfusiones por paciente oscilaron entre las 4 y 68, con un promedio de 36
transfusiones.

Otro dato a considerar es el tipo de productos sanguineos transfundidos, Dentro de las
indicaciones mas frecuentes para la transfusiébn en los pacientes oncol6gicos se
encuentran la anemia y la trombocitopenia. De un total de un total de 258
transfusiones registradas, 132 correspondieron a concentrados eritrocitarios, 113 a
concentrados plaquetarios, 4 a plasma fresco congelado, y en un solo paciente se
administré productos leucoreducidos.

Productos sanguineos transfundidos
en los pacientes en protocolo de
trasplante de células progenitoras

W ERITROCITOS MPLAQUETAS BEPLASMA BPRODLEUCORREDUCIDOS

% 3%

2

Grupos Sanguineos de los pacientes en
protocolo de trasplante de células
progenitoras

A+
25%

B+
8%

67%
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En los resultado finales se encontr6 que uno de los 12 pacientes estudiados resulto
positivo para anticuerpos anti HLA tipo 1 el resto de los pacientes fueron no reactivos
para dichos anticuerpos.

RESULTADOS
Ac AntiHLA Clase | | Ac anti HLA clase Il
positivos | negativos | positivos | negativos
1 11 0 12

negativos

positivos

negativos

positivos

Ac AntiHLA Clase | Acanti HLA clase

11. ANALISIS DE DATOS Y DISCUSION

Se obtuvo la Razon de Prevalencias por RR.
RR = total de la poblacién estudiada

No. De casos positivos

Razon de prevalencia = No de casos (12) =12

No de casos positivos (1)
Expresado como porcentaje se encontr6 1 paciente reactivo para anticuerpos anti
HLA tipo | correspondiente al 8.3% de los casos.
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DISCUSION

En nuestra Institucion el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas es una
opcion para los pacientes con enfermedades hematoldgicas de origen maligno sobre
todo las leucemias y siendo un centro de referencia a nivel central, en nuestro pais
se encuentran en seguimiento los casos con mala respuesta a los esquemas de
quimioterapia convencional, o que en su defecto son consideradas desde el
diagnostico como de alto riesgo para recaidas. Recién se puso en marcha el
programa de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas cargo del
departamento de Oncologia, colocando al Hospital Infantil de México como uno de los
principales centros para la atencién del nifio con cancer.

El objetivo de este estudio fue describir la prevalencia de los anticuerpos anti HLA
donador especifico en pacientes en protocolo de trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas, que habian recibido transfusiones previas. De las 12 muestras
analizadas, se obtuvo una prevalencia del 8.3%, correspondientes a anticuerpos anti
HLA tipo I. En el dltimo afio se han realizado 2 series de casos reportando diferentes
prevalencias. En el 2011 Marie Detrait, et al en la Universidad de Lyon, Francia
realizaron un estudio de prevalencia del 2005 al 2010 con un total de 107 pacientes
adultos con diagnésticos de enfermedades hematolégicas malignas, predominando
los diagnosticos de Leucemia Mieloide y Mieloma Mdltiple, se encontré6 una
prevalencia del 22% de anticuerpos anti HLA (total de 24 pacientes), de los cuales el
67.5% correspondieron a HLA tipo |, 12.5% a HLA Il y 20% positivos para ambos
tipos.

Otro estudio publicado en 2011 por Ciurea Et al se realizo en la universidad de Texas
un protocolo que incluyo un total de 592 pacientes adultos en los que previo a la
realizacion del trasplante y de la quimioterapia mieloablativa se detectaron mediante
citometria de flujo la presencia de anticuerpos anti HLA del total de los paciente 116
fueron positivos, correspondiente al 19% de los casos. Sin bien las prevalencias en
los estudios antes mencionados, con respecto a lo encontrado en nuestro reporte,
son bastante variables, estas se asocian al niUmero de muestras obtenidas en cada
protocolo. Es cierto que hasta el momento una limitante de este estudio es el numero
de muestras analizadas, sin embargo esto abre un panorama para continuar con la
determinacion de los anticuerpos en todos aquellos pacientes que se encuentran en
protocolos de trasplante de células progenitoras, sobre todo porque en la actualidad
no se cuentan con series de casos que determinen la prevalencia de anticuerpos anti

HLA de pacientes en edad, pediatrica.

21



Hasta el momento también se desconoce con exactitud, cuales son las
condicionantes inmunolégicas para el desarrollo de anticuerpos anti HLA donador
especificos, en el estudio que se realizo en Texas se asoci6 de manera
estadisticamente significativa un incremento en la prevalencia en mujeres que tenian
antecedente de embarazos, sin embargo, esta condicién no es aplicable en el campo
de la pediatria. De acuerdo a lo escrito en el marco tedrico se espera que para la
poblacion pediatrica las transfusiones sanguineas sean una condicionante para el
desarrollo de anticuerpos, por lo tanto en una segunda etapa se debera de
determinar esta asociacion.

Por otra parte la presencia de anticuerpos anti HLA se ha asociado a una mayor
incidencia en el rechazo del trasplante condicionando asi la pérdida del injerto,
actualmente hay quienes recomiendan la determinacién de anticuerpos de manera
rutinaria con el fin de conocer a los pacientes que estan en riesgo y poder ofrecer una
opcidn terapéutica, sin embargo aun la relacion de costos y riesgo beneficio no esa
determinada, tanto como en adultos como en edad pediatrica es por esto que el inicio
de este estudio abre las posibilidades hacia un campo amplio de investigacién en este

sentido

12. Conclusiones

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas es en la actualidad una opcion
terapéutica para enfermedades  hematolégicas, tanto neoplasicas como no
neoplasicas. Sin embargo una de las principales complicaciones que limitan
importantemente su efectividad es el rechazo. A esto se han relacionado multiples
factores de riesgo, entre ellos la presencia de anticuerpos anti HLA donador
especifico. En el trasplante de 6rganos solidos se encuentra bien documentado que
Su presencia es un factor importante para la presencia del rechazo, sin embargo en el
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas y sobre todo en poblacién
pediatrica, no se cuentan con estudios contundentes. En este estudio se planted que
la presencia de transfusiones sanguineas puede ser un factor que promueve la
formacion de anticuerpos anti HLA donador especifico, por lo que conocer su
prevalencia es el paso inicial para determinar su impacto. Se encontr6 una
prevalencia general correspondiente al 8% de los pacientes que se encontraban en
protocolo de trasplante de células progenitoras, sin embargo lo pacientes incluidos
tenian una gran variacion entre el nimero de transfusiones oscilando entre 4 y mas
de 60, por lo que esto podria ser una condicionante para el desarrollo de dichos

anticuerpos, aunque en la muestra se incluyeron solo 12 pacientes la prevalencia de
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anticuerpos anti HLA, no se encuentra dentro de numeros despreciables, esto da
pauta a que en una segunda etapa se aumente el tamafio de la muestra y
posteriormente se realicen estudios de asociacion de la presencia o ausencia de
anticuerpos Anti HLA con transfusiones, asi como su relacion con la supervivencia del

injerto o el rechazo.

Limitantes del estudio

Se tiene como principal limitante el tamafio de la muestra por el nimero de pacientes
incluidos en el protocolo, ademas como se menciono previamente se encontré una
gran variacion con la cantidad de transfusiones y el tipo de derivados sanguineos que
recibié cada paciente estudiado, no pudiéndose determinar la manera en que estas
variables pueden influir en el desarrollo de anticuerpos anti HLA. Asi también se
encuentra limitada la aplicacién a otras poblaciones pediatricas ya que en este estudio

solo se incluy6 a poblacién mexicana.

Consideraciones Eticas

Este estudio se efectlio de acuerdo a la Declaracién de Helsinki del afio 2000 y al
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion.

La informaciéon proporcionada por el paciente y sus familiares sera de manejo
exclusivo de los investigadores y se mantendra en reserva en el expediente clinico y
formatos de recoleccion de datos del estudio.

En el estudio solo participaron los pacientes que otorgaron su consentimiento
informado por escrito; los pacientes o sus familiares conservaron copia del mismo y
se mantuvo la disponibilidad por pare de los investigadores para atender sus dudas o

preguntas en el momento que asi lo solicitaron.
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