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Resumen

Introduccion: El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (CPH) constituye una alternativa
terapéutica para curar enfermedades hematolégicas malignas. En ausencia de donante idéntico
(DI) y un donante haploidéntico (DHI), la otra alternativa que para conseguir un donante compatible,
es el PROYECTO PANAMA-DONO, o base de datos para busqueda de donantes voluntarios de
células (DVCPH). Objetivo: 1. Conocer el nimero de pacientes con enfermedades hematolégicas
gue no tienen acceso a la terapia de injerto con CPH por carecer de donante idéntico y brindarles
una nueva alternativa terapéutica. 2. Desarrollar un algoritmo que incluya los procesos necesarios
para la seleccion de donantes voluntarios no relacionados con los pacientes que carecen de DIy
DHI. Metodologia: Se estudiaron 360 pacientes con enfermedades hematoldgicas y su grupo familiar
que relnen los factores para trasplante alogénico de CPH, estudiados en el Laboratorio de
Trasplante del Complejo Hospitalario desde 2007 hasta septiembre de 2014, en bulsqueda de
donante idéntico para el receptor. Resultados: La alta frecuencia de receptores nacionales sin
donante alogénico idéntico (63.0%) en su grupo familiar hace imperativo el establecimiento de un
banco de donantes no relacionados a fin de establecer una nueva alternativa de injerto de CPH. La
utilizacién de donantes voluntarios del programa PANAMA-DONO, conllevo el desarrollo de un
algoritmo para su utilizacion, que se aplico en la evaluacion de estos potenciales donantes.
Conclusiones. 1. Un total de 227 pacientes de un universo de 360 grupos (63.0%), en este estudio
no tuvieron familiar alogénico idéntico, por lo que no tienen acceso a la terapia de injerto con CPH. A
estos pacientes la Base de Datos del Banco de donantes no relacionados les brinda una nueva
alternativa terapéutica. 2. Se desarrolld6 y se cuenta con un algoritmo que incluye los procesos
necesarios para la selecciéon de donantes voluntarios no relacionados con los pacientes que carecen
de DIy DHI.

Abstract

Introduction: Transplantation of hematopoietic progenitor cells (CPH) is a therapeutic alternative to
treat hematologic malignancies. In the absence of identical donor (DI) and a haploidentical donor
(DHI), the other alternative than to get a match, is PANAMA-DONO PROJECT or database to search
for volunteer donor cells (DVCPH). Objective: 1. To know the number of patients with hematological
diseases who have no access to therapy graft CPH for lack of identical donor and provide a new
therapeutic alternative. 2. Develop an algorithm that includes the processes required for the selection
of unrelated volunteer donors with patients who lack DI and DHI. Methods: 360 patients with
hematological diseases and their families who meet the factors allogeneic MHC, studied at the
Hospital's Transplant Laboratory from 2007 to September 2014, seeking the same donor to the
receiver were studied. Results: The high frequency of national receivers without identical allogeneic
donors (63.0%) among relatives becomes imperative to establish a bank of unrelated donors to
establish a new alternative graft CPH. The use of donor volunteers PANAMA DONO program, | entail
the development of an algorithm for use, which was applied in the evaluation of these potential
donors. Conclusions. 1- A total of 227 patients from a universe of 360 groups (63.0%) in this study
had no family allogeneic identical, so you do not have access to therapy graft CPH. This patient's
database of unrelated donors gives a new therapeutic alternative [2]. It includes an algorithm that
includes the processes required for the selection of unrelated volunteer donors with patients who lack
DI and DHI.

RMP
2014; Volumen 34:2(25-30)



RMP
2014; Volumen 34:2(25-30)

En Panama el Programa de Trasplante de células proge-
nitoras hematopoyéticas (CPH) modalidades donante
autdlogo y alogénico se inicio en el afio 2000 y hasta el
2014 se han trasplantado 327 receptores.

El trasplante de CPH constituye una alternativa tera-
péutica para curar enfermedades hematolégicas malig-
nas, y otros desordenes hematoldgicos o inmunoldgicos.
Entre las diferentes modalidades de trasplante de CPH,
la més frecuente es el uso de hermanos como donantes
idénticos (DI) que comparten los dos haplotipos del Com-
plejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) o Sistema de
Leucocitos Humanos (HLA) [1]. Los trasplante con mejor
compatibilidad HLA entre receptor y el donante se ha
establecido que incrementa la sobrevida del injerto [2-5].

En ausencia de donante idéntico, otra alternativa es el
donante haploidéntico (DHI), mediante el uso de un
hermanos o un progenitor que comparten un haplotipo , 0
seis genes localizados en el cromosoma del par ho-
mologo seis, que han heredado de un progenitor y para
los cuales los otros seis genes HLA no son incom-
patibles.

Ante la ausencia de DI o DHI, la otra alternativa que
hemos desarrollado para conseguir un donante compa-
tible, es el PROYECTO PANAMA-DONO, o base de
datos para busqueda de donantes voluntarios de células
(DVCPH), entre personas que han manifestado expre-
samente su voluntad de formar parte del Banco de
Donantes Voluntarios No Relacionados y que como
compatibilidad tienen como minimo 8/8 alelos del
Sistema HLA o que comparten alelos con caracteristica
de ser idénticos a los antigenos maternos no heredados,
a los cuales el receptor ha creado tolerancia inmuno-
légica, y que producen un efecto tolerogénico [6,7].

Esta Base de Datos del PROYECTO PANAMA DONO,
permite tener una fuente permanente de posibles
donantes voluntarios compatibles con los pacientes que
no tienen DI o DHI, y la informacion obtenida nos per-
mitird seleccionar al donante mas compatible utilizando
el “PROGRAMA SELECTOR” mediante el cual podemos
seleccionar el mejor donante en base a la compatibilidad
HLA con el receptor.

En Panama, al presente se efectian trasplantes con DI y
en 2012 se inici6 con DHI, pero la falta de una Base de
Datos de donantes no Relacionados (DVCPH), ha
impedido el uso de esta alternativa, por lo cual un gran
namero de pacientes no tienen acceso a esta terapia de
Trasplante para su enfermedad hematoldgica.

El objetivo del presente trabajo es:

1. Conocer el nimero de pacientes con enfermedades
hematol6gicas que no tienen acceso a la terapia de
injerto con CPH por carecer de donante idéntico y
brindarles una nueva alternativa terapéutica.

2. Desarrollar un algoritmo que incluya los procesos
necesarios para la seleccion de donantes voluntarios no
relacionados con los pacientes que carecen de DIy DHI.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién estudiada

El estudio comprende 360 pacientes con enfermedades
hematolégicas que rednen los factores para trasplante
alogénico de células progenitoras hematopoyéticas y su
grupo familiar, estudiados en el Laboratorio de Trasplante
del Complejo Hospitalario desde 2007 hasta septiembre
de 2014, en busqueda de donante idéntico para el recep-
tor determinando los alelos HLA de los loci -A, -.B, -C,
-DRB1, -DQB1, -DPBL1. Del Sistema HLA, ubicado en el
brazo corto del cromosoma 6, region 6p21.3 [8].

Los pacientes procedian de los programas de trasplante

de CPH del Complejo Hospitalario Dr. AAM, el Instituto
Oncolégico, Hospital del Nifio, Hospital de Especia-
lidades Pediatricas y Hospital Rafael Hernandez.

A los potenciales donantes que no resultaron como
donantes se les invit6 a formar parte del Proyecto
Panama-Dono, para lo cual firmaban un consentimiento
informado y donaban sus muestras de sangre para hacer
el estudio HLA que comprende determinacion de grupo
sanguineo, tipificacion HLA en baja resolucion para
alelos HLA-A, -B, -C, DRB1, DQB1, DPB1, nombre,
cédula, edad, numero de identificacion de ADN.

En el periodo del estudio se evaluaron varios receptores
y sus potenciales donantes voluntarios no relacionados.
Ambos eran de ambos sexos, con edades entre 15 a 60
afios, y provenian de todas las areas geograficas del
pais. Los receptores tenian diagndstico de leucemia
linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia
mieloide crénica, leucemia, sindrome mielodisplasico,
anemia aplasica, enfermedad de Hodgkin y metaplasia.

El consentimiento informado fue documentado y obtenido
de los pacientes y donantes, en concordancia con la
Declaracién de Helsinki y todos los casos cumplieron con
la debida solicitud médica.

Se evalu6 una serie de pruebas de tecnologia de punta
en el estudio de donantes y receptores como: TIPIFI-
CACION MOLECULAR DEL SISTEMA HLA.

Un total de 110 alelos HLA fueron estudiados inicialmente
en baja e intermedia resolucion para cada receptor y
donante , (21 genes de locus de HLA-A, 35 de HLA-B, 13
de HLA-C, 13 de HLA-DR, 7 de HLA-DQ y 19 de HLA-
DP) [9] y los genes HLA se definieron mediante la
herencia genotipica de cada cromosoma del par homo-
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logo seis, utilizando para baja y media resolucion el
método de la reaccion de la cadena polimerasa y
secuencia especifica de cebadores (DNA- PCR-SSP
(Olerup Com.) [9].

Una vez seleccionado el mejor donante voluntario
compatible con el receptor, se verifica la tipificacion HLA
del receptor y donante, utilizando la técnica DNA- PCR-
SSP de alta resolucion (Olerup Comby Trays) y a partir
de septiembre de 2014 la tipificacion por secuenciacion (
Applied Biosystems 3500 Genetica Analyzer, Life
Technologies Corporation, 2013), que permite estudiar la
secuencia de nucleotidos de exones 2, 3, 4 de los alelos
Clase | (HLA-A, -B, -C) y de exones 3, 4 de los alelos de
Clase 1l (HLA-DRB1, DQB1, DPB1*) lo cual permite
definir un total de 5,300 alelos del Sistema HLA para los
cuatro primeros digitos segun la Nomenclatura del
Sistema HLA [10,11].

ESTUDIOS DE TAMIZAJE, IDENTIFICACION DE
ANTICUERPOS Y PRUEBA CRUZADA ESPECIFICA

Previo a seleccionar el donante voluntario mas compati-
ble, es necesario efectuar estudios de tamizaje e identifi-
cacion de anticuerpos para determinar sensibilizacion
especifica del receptor a los antigenos HLA Clase |, Il
contra el donante, en el suero del receptor [12,13,14,15].

Se utiliza el método LIFE CODES, (Life Screen Deluxe
Beads- LMX) que detecta anticuerpos tipo 1gG contra a
los antigenos HLA Clase | y I, mediante perlas Luminex
conjugadas con anticuerpos.

Un anticuerpo anti-lg G humano conjugado con
ficoeritrina se afiade y la muestra se analiza en el Equipo
Luminex. Una sefial positiva indica presencia de

anticuerpo en el receptor contra antigenos presentes en
el donante.

En el caso de que el recetor tenga anticuerpos anti-HLA
en el suero , es necesario identificar estos anticuerpos
(método LIFE CODES LSA Class |, Il ) para evitar recha-
zo humoral huésped vs injerto y evitar que el donante
seleccionado posea alelos HLA contra los cuales el
receptor ha creado anticuerpos anti-HLA.

Adicionalmente, se requiere efectuar Prueba Cruzada
especifica receptor vs donante utilizando suero fresco del
receptor y moléculas HLA del donante seleccionado.
(LIFECODES Donor Specific Antibody —DSA).

Determinacion de genes KIR activadores o inhibidores de
las células asesinas

El procedimiento de tipificacion LIFECODES KIR SSO se
basa en el uso de sondas de nucledtidos consenso fija-
das a microesferas que hibridizan con bandas simples de
ADN del donante en estudio, amplificado por PCR [16,
17,18,19].

Un total de 100 diferentes microesferas Luminex marca-
das con las sondas de nucle6tido son analizadas por el
Equipo Luminex (Plataforma XY, LIFE MATCH TEPNEL
LIFECODES).

Cada microesfera marcada con su sonda de nucleétido
especifica de genes KIR, puede ser analizada por su
sefial fluorescente. El analisis de los resultados genera-
dos por esta tipificacion SSO se utiliza para determinar la
presencia o ausencia de una secuencia de ADN especi-
fica que hibridiza e identifica el genotipo KIR de la
muestra.

Cuadro 1. Grupos de familia estudiados en programa de injerto de médula osea 2007-2014

COMPLEJO HOSPITALARIO

INSTITUTO ONCOLOGICO

HOSPITAL DEL NINO

B CON SIN CON SIN CON SIN
ANO GRUPOS DONANTE DONANTE GRUPOS DONANTE DONANTE  GRUPO DONANTE DONANTE
IDENTICO  IDENTICO IDENTICO IDENTICO IDENTICO  IDENTICO
2007 18 9 9 17 5 12 3 1 2
2008 18 8 10 15 3 12 6 1 5
2009 25 10 15 1 6 5 9 &) 6
2010 23 8 15 8 7 1 7 5 2
2011 22 ) 17 12 3 9 5 2 3
2012 28 10 18 22 8 14 8 S 5
2013 35 10 25 29 15 14 8 1 7
2014 15 4 1 14 5 9 2 1 1
TOTAL 184 64(34.7%)  120(65.2%) 106 52(40.6%) 76(59.3%) 48 17/35.4% 31(64.5%)

TOTAL DE GRUPOS FAMILIARES EESTUDIADOS EN PANAMA
TOTAL GRUPOS FAMILIARES CON DONANTE IDENTICO:
TOTAL GRUPOS FAMILIARES SIN DONANTE IDENTICO:

360 (100%)
133 (36.9%)
227 (63%)
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Extracciéon de ADN

La extracciéon del ADN gendmico se efectudé mediante el
uso de sangre periférica anticoagulada con EDTA y las
técnicas de extraccion “Wizard Genomic DNA Purification
Kit (Promega), Maxwell 16 LEV Blood DNA Kit (Promega)
y QIAmp DNA Mini Kits for genomic DNA (QIAGEN) (La
concentracion de ADN fue ajustada a 25 ng/ul.

Algoritmo del Programa PANAMA-DONO

El algoritmo del Projecto PANAMA DONO (Figura No. 1)
describe una serie de etapas que comprenden: solicitud
del médico, extraccion de sangre periférica, tipificacion
de Grupo sanguineo ABO ,Rho, vy tipificacion HLA del
receptor y de posibles donantes para los alelos de loci
HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, -DPB1, en baja y media
resolucion, prueba cruzada especifica receptor vs
donante, genotipificacion de genes KIR del donante, con-
servacion de suero y ADN de ambos, uso del Programa
HLA-Match Maker para determinar incompatibilidades.

Ante la ausencia de un donante idéntico (12/12 alelos
HLA) o haploidéntico con efecto tolerogénico a los

Cuadro 2. Registro de donantes voluntarios en
Panama Dono.

Mes-Afio dzlr?ggésl? Zn re;\lel;)rtrc‘)-rg)seen

registro bL:jsc()qr:Jae:tzSde
30 de junio 2013 73 20
31 julio 2013 89 27
13 sept. 2013 104 28
8 oct. 2013 109 39
19 nov. 2013 114 44
18 dic. 2013 128 48
16 en. 2014 131 50
5 feb.2014 139 53
11 marzo 2014 140 54
11 abril 2014 143 57
14 mayo 2014 146 61
10 junio 2014 150 63
25 julio 2014 153 64
28 agosto 2014 161 67
10 sept. 2014 166 69
21 oct. 2014 170 70

Total: donantes voluntarios registrados: 170

Total de receptores sin donante y con busqueda
en Panama dono: 70.

antigenos maternos no heredados, se inicia la busqueda
de DVCPH en la Base de Datos del PROGRAMA
SELECTOR.

RESULTADOS

Desde 2000 al presente afio 2014 se han efectuado 327
trasplantes de células hematopoyéticas. Del 2007 al
2014 se estudiaron 360 grupos familiares en hospitales
con licencia para efectuar trasplante de células proge-
nitoras hematopoyéticas en bisqueda de donante fami-
liar alogénico idéntico. (Cuadro No. 1)

Del total de grupos estudiados, 133/360 (36.9%) tuvieron
donante familiar alogénico idéntico para los dos
haplotipos (12/12 genes HLA) y 227/360 grupos (63.0%)
no tuvieron familiar alogénico idéntico. Del Complejo
Hospitalario se estudiaron 184 grupos familiares, y
64/184 (34.7%) tuvieron donante alogénico idéntico y
120/184 (65.2%) sin donante idéntico.

En el Instituto Oncolégico se estudiaron 128 grupos
familiares, 52/128 (40.6%) tuvieron donante alogénico
idéntico y 76/128 (59.3%) sin donante idéntico. En el
Hospital del Nifio se estudiaron 48 grupos familiares,
17/48 (35.4%) tuvieron donante alogénico idéntico y
31/48 (64.5%) no tuvieron donante idéntico.

La alta frecuencia de receptores nacionales sin donante
alogénico idéntico (63.0%) en su grupo familiar hace
imperativo el establecimiento de un banco de donantes
no relacionados a fin de establecer nueva alternativa de
injerto de CPH.

Desde junio de 2013, se inicio la identificacion y
recopilacion de donantes voluntarios entre los familiares
estudiados que no han resultado donante efectivo. Un
total de 170 donantes voluntarios han dado su consen-
timiento desde entonces para ser incorporados a la Base
de Datos del Banco de donantes no relacionados al cual
se le llama Programa PANMA-DONO (Cuadro No. 2).

Desde entonces un total de 70 receptores sin donante
idéntico han sido sometidos al proceso de busqueda de
donante utilizando a los inscritos en el programa Panama
Dono. Los Unicos receptores que calificaron por el factor
compatibilidad para trasplante con donante voluntario no
relacionado fueron; un paciente con 9 alelos de 12,
(1.4%); dos pacientes con 7 alelos de 8 (2.9%) y ocho
pacientes con 6 alelos de 8 (11.4%) (Cuadro No. 3).

El Hospital con mayor numero de receptores con
busqueda en PANAMA DONO es el Complejo Metro-
politano con 51.4% (36/70), luego el Instituto Oncoldgico
con 31.4% (22/70), el Hospital del Nifio con 12.8% (9/70),
el Hospital de Especialidades Pediatricas con 2.8%
(2/70), y el Hospital Rafael Herndndez con 1.4% (1/70).
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La utilizacion de donantes voluntarios del programa
PANAMA DONO, conllevo el desarrollo de un algoritmo
para su utilizacion, que se aplico en la evaluacion de
estos potenciales donantes. (Figura 1).

DISCUSION

Un alto porcentaje (63%) de los receptores panamefios
de CPH no tienen acceso al trasplante por carecer de
donante idéntico en su grupo familiar, y la creacién de
este Proyecto beneficia a esta poblacion al poder contar
con la posibilidad de encontrar donante voluntario no
relacionado compatible.

El acceso a esta terapia es una realidad en Panama y a
nivel mundial y es conocido por andlisis multivariables,
que el Unico factor del donante asociado con la sobrevida
del paciente es la compatibilidad HLA, ya que no se ha
encontrado asociacion entre la edad del donante y la
sobrevida del paciente [4].

El acceso a esta terapia es ahora posible al contar con
una poblacion de donantes voluntarios que han sido
tipificados para este Sistema HLA (-A, -B, -C, -DRB1,
-DQB1, -DPB1).

Ademas, al contar con esta base de datos en Panama,
podemos incorporarnos a los Programas Mundiales de
intercambio y optar por conseguir reciprocamente donan-

Cuadro 3. Blsqueda de compatibilidad HLA en
PANAMA-DONO

Alelo .
; Num. de

compatible/ %

total Receptores
12-Sep 1 1.4
8-Jul 2 29
8-Jun 8 11.4
8-May 17 24.3
8-Apr 12 17.1
8-Mar 13 18.6
8-Feb 1 1.4
6-May 1 1.4
6-Apr 4 57
6-Mar 4 5.7
6-Feb 2 29
TOTAL 70 100%

tes voluntarios con otros centros que al igual que Pana-
ma cuenten con esta base .

El Programa PANAMA-DONO creado en el Laboratorio

de Trasplante de la Caja de Seguro Social de Panama
hace realidad esta posibilidad de terapia al contar con
una base de datos que incluye donantes voluntarios
debidamente tipificados y que han otorgado su consen-
timiento de ser altruistas con la poblacién de pacientes
que padecen enfermedades hematolégicas y que no
cuentan con donante idéntico.

El incremento de los donantes voluntarios permitird en el
futuro aumentar la probabilidad de encontrar donantes
compatibles en el Programa PANAMA-DONO.

Si la compatibilidad HLA influye en el éxito del injerto de
células progenitoras hematopoyéticas, hay factores del
receptor como la edad, diagnostico de la enfermedad,
estado de la enfermedad, estado de CMV, y grupo étnico
que son los factores mas criticos que predicen la
sobrevida y deben ser tomados en cuenta en la decisién
final de efectuar el trasplante con estos donantes [4].

Al no encontrar compatibilidad idéntica familiar (8/8
alelos) en un donante, es necesario iniciar la busqueda
para encontrar un donante completamente compatible y
el clinico debe valorar entre el riesgo del progreso de la
enfermedad cuando la biusqueda sera prolongada.

En la mayoria de los casos, las consecuencias adversas

Figura 1. Algoritmo de base de datos del programa
Panama Dono y programa selector.
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de un donante HLA parcialmente incompatible es menos
peligroso que esperar que la enfermedad avance y ofre-
ce mejor prondstico que otros tratamientos disponibles.

El trasplante expedito con el mejor donante disponible,
aun cuando sea incompatible, puede ofrecer la mejor
oportunidad de sobrevida.

Estudios realizados en la poblacion panamefia [9], nos
permiten conocer los genes y haplotipos HLA de mayor
frecuencia, lo que facilita la probabilidad de encontrar un
donante no relacionado compatible con el receptor cuan-
do se inicia la busqueda en PANAMA-DONO.

Con los resultados de tipificacion HLA del receptor y los
posibles donantes de la base de datos en baja e
intermedia resolucién y utilizando la frecuencia de genes
HLA de la poblacion panamefia, podemos tener la
probabilidad de que un determinado receptor sin donante
idéntico pueda encontrar un donante en la poblacion
panameifia que han consentido ser donantes voluntarios.
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