Algunos aspectos relacionados a
trasplantes de organos y tejidos

Dra Alicia Lorenti




TRASPLANTES

v Organos solidos
v Tejidos/Células

Autoinjerto: el donante es el receptor

Aloinjerto (homo): entre individuos de la
misma especie

Heteroinjerto (xXeno): entre individuos de
diferentes especies




Los primeros trasplantes

Reverdin » Autoinjerto

Homoinjerto cadavérico
» Problemas: Transmision de enfermedades
infecciosas; Rechazo inmunologico

Menzel
Girdner

» se recomienda usar piel de personas sanas

(Segunda guerra mundial) » Grandes avances
en el uso de injertos en soldados guemados

Medawar » bases del caracter inmunolégico del
rechazo de injertos de piel




Los primeros
trasplantes

primer Tx renal en humano, con 6rgano
Jaboulay » de cerdo; 3 dias despues el organo fue
removido con los vasos trombosados

primeros TX renales exitosos, entre gemelos
identicos

primer Tx hepatico, con resultado
desfavorable

Starlz >

primeros Tx con donantes cadavericos; uso de
» drogas inmunosupresoras para evitar rechazo
agudo




Los primeros trasplantes en
Argentina

primer Tx de cérneas,
Hospital Rawson

primer Tx de huesos,
Hospital l1taliano

Ottolenghi

primer Tx hepatico,
Hospital l1taliano

de Santibanes




Histocompatibilidad

El autoinjerto en el perro puede sobrevivir
Indefinidamente, pero el aloinjerto rapidamente cesa
en sus funciones

Se postula que el poder del organismo para eliminar el
tejido extrano era debido a organos tales como el
bazo o la médula osea

Queda planteado el rechazo inmunologico y se abre el
camino hacia la Histocompatibilidad.




Histocompatibilidad

e Descubrimiento: participacion en los fenémenos de
rechazo/aceptacion de organos y tejidos

e Importancia:

— Basica: Implicancia en la respuesta inmune -
presentacion de antigenos a las células
Inmunocompetentes

— Clinica: Transplantes, injertos

- Genetica Poblaciones Humanas: Excelente
Marcador poblacional. Sistema genetico muy
polimorfico (muchos genes ligados; cada locus con
una amplia serie alélica)




Histocompatibilidad

codifican glucoproteinas presentadoras de antigenos en
la superficie celular, o HLA (human leukocyte antigen)




Complejo MHC

Conocido en 1958

Procesan antigenos del interior de las células y las
trasportan al exterior para ser reconocidas por las
células T

Permiten seleccion de pacientes receptores de TX

1962: surgen las drogas inmunosupresoras (Azathoprine)

1968: aceptacion de muerte cerebral como criterio de
muerte

1968, en Tx renales se demostro los beneficios de la
compatibilidad HLA donante-receptor, en cuanto a
la supervivencia del implante. El rechazo de un
implante no compatible es inevitable, aun con drogas
Inmunosupresoras
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MHC Clase 1|

Heterodimeros

Cadena liviana p (12 kD) Cadena pesada a (45 kD)

(prot. no polimérfica, p, microglobulina)
CITOPLASMA

MEMBRANA




MHC Clase 1|




MHC Clase 11

Heterodimeros

Cadena a (31-34 kD) Cadena p (26-29 kD)

CITOPLASMA

MEMBRANA




MHC Clase 11




HLA Clase 1 -/ a-helix

f-pleated sheets

a-helix

HLA Clase 11




MHC Clase 111




Tipificacion HLA

De vital importancia en:

Evaluacion de
enfermedades
autoinmunes




Metodos de deteccion de proteinas |

— Serologicos - Utilizacion de anticuerpos
especificos para antigenos leucocitarios
HLA

— Moleculares - Deteccion de secuencias de
DNA implicadas en la codificacion de
antigenos HLA




Metodos serologicos de deteccion de
proteinas HLA

Linfocitotoxicidad
Se desarrolld en 1964

Se basa en la lisis celular producida por la
reaccion de anticuerpos especificos para
antigenos leucocitarios HLA, con activacion del
complemento

La muerte celular es indicador de especificidad
comun de antigeno y anticuerpo, constituyendo la
prueba positiva




Linfocitotoxicidad

Se ponen en contacto linfocitos del paciente a
estudiar con un panel de anticuerpos especificos
para diversos alelos MHC de las clases 1 y 11

Se Incuba en presencia de complemento y se valora la
citotoxicidad segun la captacion o exclusion de un
colorante vital por las ceélulas

Se puede realizar cross-match contra donante
(mejorando la sensibilidad de la técnica), 0 contra panel
de ceélulas distintas




Linfocitotoxicidad




Reaccion positiva

Célula danada
Célula Anti- Reaccion del Complemento y penetracion
B27 positiva HLA B27  anticuerpo fijado de colorante

Se anaden células a un

| (} A
panel de antisueros $
: @) 4
Células

mononucleares
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Linfocito Antisuero Reaccion Complemento Tincion de
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En microplaca
de pozos

' Célula Anti- El anticuerpo  No se fija La célula
B27 positiva HLA-B8 noreacciona complemento permanece
viable y sin

Reaccion negativa tefirse




Cultivo Mixto de Linfocitos

Se determina la alorreactividad in vitro de las
células T entre donante y receptor

Se usa para Tx renales y de médula 6sea con
donante vivo relacionado

Se combinan las células del donante
Inactivadas (por radiacion o tratamiento con mitomicina),
con las celulas del receptor

Se calcula el indice de estimulacion midiendo
la incorporacion de timidina tritiada




Cultivo Mixto de Linfocitos




Aloinmunidad para parejas infértiles
(abortos espontaneos reiterados)

La mujer embarazada tiene Ab blogueantes, que tienen
funcion de proteccion del embarazo

Estos Ab no estan presentes en mujeres con abortos
reiterados

El mecanismo podria ser el bloqueo del aloantigeno
especifico de la célula estimuladora (feto), o bloqueo del
receptor del linfocito T materno, que reconoce el
aloantigeno

Se evalla la presencia de Ab preformados anti-
linfocitos del hombre mediante cultivo mixto linfocitario




Aloinmunidad para parejas infértiles
(abortos espontaneos reiterados)




Problemas de los métodos serologicos:
Tienen baja especificidad
El polimorfismo del HLA es alto

Ventajas
Mayor resolucion
Mayor reproducibilidad
Mayor precision




Sondas de oligonucleotidos especificas
de secuencias (SSOP)

Amplificacion especifica de cada locus HLA a
estudiar, por medio de PCR

Hibridacion del producto amplificado, usando
sondas de oligonucleotidos de secuencia
especifica: segmentos cortos de DNA de

cadena simple (18-24 nucledtidos)




Sondas de oligonucleotidos especificas
de secuencias (SSOP)

Cada uno esta constituido por una secuencia

de nucledtidos complementaria a un motivo

de secuencia particular que se encuentra

dentro de las regiones invariables de los
alelos HLA individuales




Sondas de oligonucleotidos especificas
de secuencias (SSOP)




Primers de secuencia especifica (SSP)

Se extrae el DNA de la muestra (celulas, tejidos) y se
mezcla con primers especificos para cada una de los
alelos HLA clase 11 que se tipifican (DRB1,DRB3,etc.)

Se colocan alicuotas de la muestra en tubos separados.
Cada uno contiene un conjunto de primers especificos y
se amplifica en un termociclador

Es una técnica rapida, de mediana resolucion




Primers de secuencia especifica (SSP)




Microquimerismo
Seguimiento de Tx de médula alogeneico

Se monitorea la repoblacion de la médula 6sea del
receptor con celulas del donante

Se determinan secuencias polimorficas de ADN que
sean diferentes entre el receptor y el donante

Se detecta si las células presentes en la méedula osea
del receptor corresponden a las del donante
(microquimerismo completo), a las del receptor mas
las del donante (microquimerismo mixto) o a las del
receptor solamente (ausencia de microquimerismo)




Microquimerismo
Seguimiento de Tx de médula alogeneico

Este monitoreo resulta fundamental después del
trasplante, ya que se pueden obtener datos
Importantes para el manejo clinico del paciente

La presencia de microquimerismo Se asocia a mayor
tolerancia del injerto

Se ha estudiado también en receptores de organos
solidos, como rifion y corazon







Tipos de rechazo inmunoldgico

mediado por anticuerpos preexistentes
secretados por linfocitos B, con activacion de
complemento. Rapida respuesta hacia vasos del 6rgano
trasplantado (infarto del 6rgano en minutos). No es
frecuente en alotrasplantes (ABO incompatibles,
mujeres multiparas, pacientes retrasplantados). Es el
fundamental en xenotrasplantes

Aparece en los primeros dias postrasplante y
con riesgo a lo largo de toda la vida. Mediado por
linfocitos T.

Aparicion tardia. No es bien conocido.
Probablemente mediado por inmunidad natural o
Inflamacion inespecifica




Tipos de rechazo inmunoldgico

simlar al hiperagudo, pero de
aparicion tardia. Tampoco es bien entendido

se da en receptores de Tx de medula. Linfocitos del
donante ejercen rechazo sobre las celulas huésped.
Puede ser aguda o cronica. Cuanta mayor es la
Incompatibilidad, mayor es el riesgo de GVHD




Como detener al sistema inmune

Drogas inmunosupresoras




Inmunosupresores inespecificos

Corticoides

v

v

Efecto principal: antiinflamatorio

Inhiben el traslado de globulos blancos al sitio de
inflamacion
Inhiben la produccion de citoquinas




Inmunosupresores inespecificos

Aziatropina

Efecto principal: inhibe la sintesis de DNA
de las células del sistema inmune,
deteniendo la amplificacion de la respuesta
del rechazo

No inhibe soélo la replicacion de
las células circulantes




Il nmunosupresores parcialmente
especificos

Ciclosporina A (1972)
acrolimus

Efecto principal: inhibe la sintesis de interleuguina 2
(actua sobre algunas poblaciones de linfocitos, no todas)

Efecto inespecifico: vasoconstriccion (toxicidad renal)

Sirolimus

Efecto principal: inhibe los mecanismos de proliferacion
celular




Inmunosupresores especificos

Anticuerpos dirigidos contra moléculas
fundamentales del sistema inmune

Efecto principal: reconocimiento especifico
de determinados tipos de linfocitos (balas
magicas), sin afectar el resto




Otras formas de detener al sistema
Inmune

I nmunomodulacion

Introduccion de factores gque regulan la
respuesta inmune




Todos los Tx son iguales??

Ablacion a corazoéon batiente

Ablacion con paro cardiorrespiratorio




Hasta donde puede llegar el Tx




TX de tejidos/celulas

Medula osea autologa u homoéloga

Riesgo de GVHD (graft vs host disease)

Otras células (Sangre de cordon, meéedula
0sea en otros organos, hepatocitos,
cardiomioplastia, celulas stem, etc)




Que pasa con la donacion de
organos

Siempre son escasos




El INCUCAI coordina la ablacion e
Implante de d6rganos

Ley 24193 del 22 de enero de 2006

Incorpora el concepto de donante presunto (a diferencia
del anterior de donante expreso)




Consentimiento expreso

Consentimiento presunto




Xenotrasplante

Inmunoldgicos

Problemas asociados i
Infectologicos

Infectoldgicos: transmision de zoonosis

Transgénesis??
Cerdos transgénicos: expresan en su endotelio
Inhibidores del complemento humano




Criopreservacion de
organos/tejidos

Criopreservacion es la conservacion
de la estructura y funcion de
tejidos bioldgicos, a ultra-bajas
temperaturas




Quién es la que mas sabe de
criopresrvacion?

LA NATURALEZA




Con qué estrategias?

Evitar la nucleacidon de hielo

Deprimir el punto de congelacion

Tolerar los cambios osmoticos
Estrategias de deshidratacion

Acumular proteinas “anti-freeze”




Quée pasa cuando una célula se congela?

Agua liguida

Agua solida




Por qué la celula se dana?

e Dano primario (fisico)

e Dano secundario (biologico)




Cuales son las consecuencias?

Pérdida de integridad estructural
Alteraciones de la senalizacion

Dano de la membrana
Pérdida de capacidad regenerativa

Dano de organelas
Alteraciones metabodlicas

Pérdida de funcionalidad




De quée depende una exitosa
criopreservacion?

Estado pre-

e
R e —

Tipos
celulares

U J U o U
Concentracion %

de células




Que estrategias existen?

Uso de crioprotectores

Qué pasa con un

I ) -
Descenso lento de la descenso rapido

temperatura

El agua no saldra

. rapidamente.El
La mayor parte de citoplasma se

los E:rlstales de hielo super—enfriara
seran extracelulares g

La mayor parte de los
cristales de hielo
seran intracelulares




Q Hlel?
extracelular
\ }
@ Sin hlelo

L |ntracF
\wa efa
escongelar)

Hielo intracelular _
(muerta al descongelar) Tiempo



Como se logra el descenso controlado




Descenso de T de la camara para absorber
el calor latente de fusion

= Temperatura
- muestra
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Los distintos tipos
celulares de un
organo/tejido tienen
distinto
comportamiento

Temperatura




Los distintos tipos celulares de un organo/tejido tienen
distinto comportamiento, y por lo tanto distinta
respuesta a las temperaturas ultrabajas

EXisten otras estrategias en estudio, como la
vitrificacion, muy usada en plantas

La criopreservacion de algunos tejidos manteniendo la
viabilidad o bien la estructura es una realidad




Trasplante o Medicina Regenerativa?




Los distintos organos tienen capacidad de
regeneracion diferentes

Alto recambio celular Bajo recambio celular
Alto potencial regeneracion Bajo potencial regeneracion

ﬁ ﬁ
Sangre Parénquima pulmonar

Epidermis Cerebro

Epitelio intestinal Retina

itali i . : Corazon
Epitelio mamario Bajo recambio celular

Endotelio vascular Alto potencial regeneracion Rinon
ﬁ

Higado
Musculo esquelético
Pequeia vasculatura

Corteza adrenal
Pancreas




Quée conocimientos hacen falta para imitar
la regeneracion

Mecanismos de reparacion/homeostasis del érgano
Celulas que participan
Factores solubles

Celulas stem, presencia y ubicacion

Nicho de células stem

Activacion de las céelulas stem

Dediferenciacion de células diferenciadas

Activacion de caminos de senalizacion




Medicina

regenerativa Ingenieria de

tejidos

APLICACIONES

_ Tejido osteoarticular
Heridas

, ; Organos bioartificiales
Musculo cardiaco,

vasos, valvulas

Sistema nervioso Aparato urinario




Muchas gracias




