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INTROBUCC ION.

El conocer y lograr entender el funciocnamiento =
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), tal =~
vez nos lleve a comprender muchos enigmas que. alin no po
demos descifrar claramente, como la cooperacaon célula
a célula para efectuar una respuesta inmune efectxva y-
especifica, el exito total en los transplantes de érga-
nos, 1a asociacidn y ligemiento de antigenos del MHC ~
con enfermedad. E1 gran apoyo que ha significado el estu
dio del MHC en el hombre (HLA) en antropologia, nos po-
dréa llevar algdn dia al conocimiento de nuestros orige-
nes.

Esta tesis fue elaborada tratando dedar los cono
cimientos bdsicos para comprender el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad ( MHC), en el homkre (HLA) y el ra-
ton (H-2), el cual es el md3s estudiado, pero principal
mente caracterizar a una poblacion mestiza mexicana - -
representativa, tipificédndola para entigenos del com--
plejo HLA.

Si esta tesis logra interesar a mas investigado-
res en el estudio del MHC, las muchas horas de trabajo
de laboratorio e 1nvest|gac76n bibliografica no habran
sido desprovechadas.



|. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD EN EL
RATON (H-2)



1.1, INTRODULCION

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) ha sido objeto de milti-
ples estudios en diferentes especies. Especialmente resulta Gtil el estudio
de este sistmma en el ratdn {H-2), debido a su ficil manipulacidn genética, --

asi como a su notable similitud con el KMHC humano, denominado HLA.

Se ha descrito yestudiado MHC en otros mamiferos, ademis en un ave, y -

un anfibio Xenopus leavis, este hallazgo implica que existe tal vez un origen

_ comiin relativo en el proceso evolutivo Figura (1).

ombre

ferdo Perro Rhesus (HLA)
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S {RL-A)

Pollo (s);
AVES

EPTILES
IaNFIBIOS Xenopus leavis

Figura 1. Especies en las cuales se han descrito MHC,
(BLA and Disease 1980, pa§. 32 Munksgaard Copenhagen).
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1.2 Historia.

El sistema H-2 fué descubierto por Gorer (1) =---
cuando trataba de diferenciar los grupos sanguineos de
cepas endogdmicas® de ratones. Inmunizd conejos con --
eritrocitos de cepas diferentes de ratones y estudio el
antisuero de conejo resultante contra los eritrocitos
de cada cepa murina, buscando a'gutininas eritrocita- -
rias que detectaran antigenos presenten en los eritro--
citos de cada cepa y la individualizaran. Logrdo defi--
nir cuatro antigenos eritrocitarios, uno de los cuales,
el antigeno 11, le parecid particularmente interesante.
Estaba presente en unas cepas y ausente en otras, y al
estudiar los descendientes resultantes del cruce de ce-
pas positivas y negativas constatd que el caricter se -
transmitia en la forma dominante simple de las lTeves de
Mendel. Después demostrd la importancia del antigeno -
11 en sus experimentos con injertos de tumores. Gorer
transplantd los tumores de una cepa positiva 11 a la -~
descendencia de retrocruzamiento (backcross) de cepas -
positivas 11 y cepas negativas 11. Tipificados con an-
tisueros anti-11 algunos de los descendientes eran posi
tivos y otros negativos; ulteriormente pudo constatar -
aque los animales negativos podian rechazar el tumor de
la cepa positiva y los animales positivos podian acep=-
tarlo. As7 demostrd que el antigeno 11 era un antigeno
de histocompatibilidad (2).

El siguiente paso importante en la definicién --

* Cepa endogdmica. Cepa que practicamente podria consi-
derarse homocigota en todos los loci
desarrclliada por el apareamiento de
hermanos con hermanas.



del sistema H-2 fue dado por Gorer, Lyman y Snell (3).
Ellos probaron que el gen que determinagba la presencia -
del antigeno 11 se encontraba en el cromosoma 17.

Cuando snell y sus colaboradores analizaron H-2 -
en numerosos cepas endogdmicas, constataron gue no se ==
trataba de un sistema simple de aloantigenoscon un alelo
positivo y otro negativo (LLT y 117) como al principio
se creyo, sino un sistema compeljo con diversos alelos-
H-2, que deferenciaron por medio de pequefias letras so--
breescritas (H-22, H-2b, etc.).

Counce y col. (4) compararon la duracidn de la su
pervivencia de injertos de piel entre cepas diferentes -
las cuales solo variaba el locus H-2. Asi fué posible -
estudiar la influencia de cada uno de los locus de histo
compatibilidad. Lo importante de estos resultados fué -
que los injertos de piel intercambiados entre cepas --
que discrepaban sblo en el locus H-2 fueron rechazados -
mas ripidamente que los injertos entre cepas con una di-
ferencia en cualquier otro locus de histocompatibilidad-
ne H~2. En consecuencia el locus H-2 fue denominado - -~
fuerte o mayor y los loci de histocompatibilidad restan-
tes fueron arbitrariamente designados debiles, menores o
no H-2.

Mas tarde se logrd decifrar la complicada sercio-
gia y la genética del sistema H-2 gracias a los esfuer—-
zos de Gorer, Amos y Mikulska en Inglaterra y de Snell -
y Stimpfling en los Estados Unidos quienes elaboraron mé
todos seroldgicos fidedignos y lo aplicaron al estudio -
inmunitario del raton. Un aporte fundamental fue la uti
lizacién de la prueba de iinfocitotoxicidad por Gorer y-
0'3orman (5), para detectar las diferentes especificida-
des H-2, basada en la destruccidon mediante el complementc
de linfocitos sensibilizados por un antisuero anti-inmu
nitario. Los an3lisis serdlogicos han demostrado que el
producto de H-2, es un complejc antigénico compuesto por

numerosos genes, definidos serolégicam-nte y denomina—--
dos especificidades antigénicas.
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En las décadas posteriores nuevos progresos, han-
sido obtenidos, los cuales se iran enumerando paulatina-
mente en este mismo capitulo, ya que encierran una impor
tancia fundamental para comprender el sistema H-2.

1.3 Mapa Génetico del Complejo H-2.

El complejo H-2 ocupa un segmento delcromosoma 17
de una longitud de 0.5 unidades (cM) del mapa. El com--
plejo H-2 esta subdividido en 5 regiones principales K,-
t, S, G ybfig. (2). Las regiones K,1,S y D fueron - -
designadas por Kliein en 197h4, la regidén G se ha adiciona
do recientemente (6).

Regiones
K b I — S G D Suﬁregzones
——%&

A B J E C

t t - | i ) ) Is ] k]

1
E 3 a § 1 ¥

i T
H~-2K Ig-11rIB la 4 Ie51a-3 Ss-Sip H-2G H-Q_;}
-t A IriC Locs

-t

Fig. 2 Regiones y loci de los genes del comple
jo H-2 HLA y disease 1980, pag. 32-45 -
‘Aunksgaard Copenhagen.

Las regiones K y D son responsables de los antige
nos de trasplante, la region S determina uno o mds compc
nentes de complemento y la regidon | estad relacionada --
con la respuesta immunitaria (7). La regién | se ha di-
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vidido en subregiones ( I-A, I-E, I-C, I-E, 1-J). El1 -
complejo H-2 contiene también numerosos genes especifi-
cos de la respuesta inmunitaria (Ir). Estos genes fue-
ron localizados en regiones individuales del mapa; sabe
mos que algunos de ellos se encuentran en el extremo K

del complejo H-2 pero se ignora si estan localizados en
le regidn K o en una de las subregiones de |. Es nece~
sario hacer hincapié que el mapa H-2 no estd concluido.
Los segmentos consideradas como regiones Gnicas actual--
mente, podran ser subdidas en subregiones, si se llega

a detectar en nuevas investigaciones. Ademés al inter-—
pretar el mapa genético del complejo H-2, se debe tener
en cuenta, que su construccidon se basa en numerosas --
hipotesis que pueden ser ciertas pero que aiin no han si
do probadas en forma concluyentes. '

Todas las regiones del complejo H-2, con excep--
cion de la region S controlan especificidades antigéni-
cas detectables en la membrana celular por medio de mé-
todos serologicos. Estas especificidades se dividen -
en dos grandes grupos: las especificidades antigenicas-
H-2 (regiones K,G y D) las especificidades la (asociadas
a la regidn 1) que serdn tratadas sepradamente. La in-
formacidon de la regidon G es muy escasa.

1.4 Regiones Ky D (Especificidades H-2).

La mayoria de las especificidades antigénicas H-2
son expresadas en varios tipos de células: linfocitos, -
eritrocitos, nacréfego, fitrollastos, en las células - -
epiteliales, en las zZlulas rc-ales pulmonares cerebrales
y también 2n otres t:ficos.,

Se pueden tener altos titulos de anticuerpos espe
cificos anti H-2 con la Mayoria de las combinaciones de
cepas H-2 incompatibles, en contraste con la respuesta -
de los anticuerpos contra la mayoria de los antigenos de
los otros loci de histocompatibilidad aue es muy débil o
nula.
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Una gran cantidad de especificidades H-2 pueden-
ser detectadas por hemaglutinacidn, y linfocitotoxici--
dad pero algunas son predominantanente citotdxicos y --
otras son evidenciadas mas facilmente por hemag]utlna
cidn, un estudio completo de especificidades requiere -
de los dos an3lisis.

1.4.1. Nomanclatura.

Los haplotipos son expresados con las letras mi-
nisculas del alfabeto sobreescritas al prefijo H-2: --
H-28, H- va H-2€¢, etc. La letra w se reserva a los ha-
plotlpos |dent1f|cados en ratones silvestres, se dife--
rencian por medio de nimeros ardbigos colocados a conti
nuacidn de la letra; H-2w2, H-2wW3, etc.

Comoc el nimero de haplotipos identificados en ra
tones endog@micos es superior que las letras del alfabe
to se utilizan simbolos compuestos por dos o mas le- --
tras:

1.- Si el nuevo haplotipo es muy similar a un ha
plotipo conocido, el simbolo se compone de dosletras, ~
la primera es del haplotipo conocido y la segunda es --
cualquier letra de la primera mitad del alfabeto (a-n),
as;b]as variantes del haplotipo H- -2b son: H-Zba, H-2be
H-2bT

2. Si el nuevo hapolitipo no es similar a ningln
otro, su simbolo puede estar formado por dos (o tres) -
letras, peroc esta vez la segunda mitad del alfabeto -~ -
(p-z)}, por ejemplo: H-28P, H-28q, H-23P, etc.

3. Los haplotipos gque comparten las especificida
des privadas de las regiones K y D, pero conentrecruza-
miento (crossing-over) y recombinacidn en diferentes --
partes del complejo H-2, se distinguen por medio de nii-
meros arabigos consecuentes después de la letra sobrejé
crita, caracteristicas del haplotipo H-Zh H-2h2
H-2h5, etc.
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k. Si el nuevo haplotipo representa una variante
menor de un haplotipo conocido, su simbolo consiste en-
la letra simbolo del haplotipo original, mas la letra -
v {variante) y un niimero secuencial. Asi las varian--
tes del haplotipo b serfan: H-2bwl  H-2bV2 otc. De la
misma manera las formas mutantes de un haplotipo se in-
dican afiadiendo al simbolo del haplotipo, la letram --
(mutante) y un nidmero secuencial. Las mutantes del ha-
plotipo b serfan: H-2m1  p-2bm2  etc. La letra v (va
riante) no puede usarse como segunda letra para formar-
un simbolo para un haplotipo relacionado.

Cada alelo de las regiones K o D determina un ~-
grupo de especificidades antigénicas caracteristicas. -
Estas contienen una esp cificidad privada que estd de--
terminada solamente por un alelo en particular y ningiln
otro de esa misma regidn, siendo adoptado este término-

por Amos (8).

Las otras especificidades son determinadas por -
uno o varios de los otros alelos de esa region o de - ~
otra regidn, siendo estas las especificidades plblicas.
Algunas especificidades piibl icas estédn determinadas por
un nimero de alelos y son llamados: Especificidades Pd-
blicas cortas que son determinadas por un nimero peque-
ic de aielos.

Dtras especificidades piblicas pueden ser deter-
minadas por alelos de dos o mds regiones. Son las espe
cificidades birregionales (9, 10, i1).

1.4.2 Caracteristicas de las especivicidades H-2.

Los antigenos H-2 son complejos proteinicos que-
flotan libremente entre las dos capas de fosfolipidos -
semilTiquido que forman la membrana celular (12). Dates
mds recientes sugierenque los antigenos H-2 pueden ser-
retiradosde la membrana celular con detergentes no -id-
nicos del tipo del NP-40.
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Estan formados por dos cadenas polipéptidicas, --
una grande y otra pequefia. La cadena pequefia es h misma
para todos los antigenos H-2 y no contiene la especifi--
cidad aloantigénica. Su peso molecular es de 12 000 y -
su estructura promaria es idéntica a la de beta-2-micro-
globulina y es homdloga a la porcidn constante de las ca
denas de inmunoglobulina, Figura (3).

Cadena de polisacérido —+ s

~ -t .

5N
[d

A ' _ . .
Cadena Pesada portado- t beta-2-microglobulina

ra de la especificidad anti

génica.
) s
S
,--
e e
T,
e
S
S

Membrana Celular

Interior de la Célula

COCH

Figura 3. Estructur a b3sica de los antigenos H-2
Science 1979, 203:516.
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La cadena pesada {peso molecular de 45,000) por-
ta las especificidades H-2. La porcidn terminal COOH -
de la molécula esta sumergida en la membrana celular, -
cada cadena H-2 es fijada a la microglobulina B2 por me
dio de enlaces no convalescentes (13}.

Las moléculas portadoras de las especificidades-
antigénicas est an constituidas por 90-95% de proteina
y del 5-10% de carbohidratos, sin embargo, las propie-
dades aloantigénicas estdn determinadas en gran parte
o en su totalidad, por una porcidn del componente pro—-
tefco {cadena pesada). E[ste hecho a sido deducido de:

1- La imposibilidad de alterar la especificidad
aloantigénica de Tos antigenos H-2, modificando o elimi
nando el componente polisacarido.

2- La destruccion de la especificidad aloantige-
nica de preparaciones antigénicas H-2 por medioc de tra-
tamientos que modifican las propiedades del componente
protelco.

Esto es importante en la interpretacion fundamen
tal de la relacidon entre los antigenos H-Z ¥ los genes-
H-2. Si la aloantigenicidad H-2 se debfera a diteren-
cias entre los componentes pollsacarldos, ellos se ex--
plicaria por la diferente accidn de enzimas ( las Glico
sil-transferasas) que atacan carbohidratos de la estruc
tura proteica esencial. E! polimorfismo del gen H-2 se
reflejaria entonces en las enzimas correspondientes y -
los antigenos H-2 no serian los productos primarios de
los genes estructurales H-2. Por otro lado, si el poli
morfismo antigénico es debido a diferencias de la es~ -
tructura primaria de las moléculas H~2, ellas deben re-
f1eJar directamente las secuencias de nucleotldos carac
teristicos de sus genes. Por lo tanto, los antigenos -
H-Z son productos primarios de los genes estructurales-
H-2.

Cullen (14) y Neauport-Sautes (15), trataron de-



Py
N

demostrar si las especificidades antigénicas son produci
das por un solo gen o existe un gen para cada una de --
elias. Para distinguir estas diferentes alternativas,
se requiere la informacion sobre la distribuicidn mole-
cular de las especificidades antigenicas y sobre la es-
tructura de la molécula. Los dos métodos que han con--
tribuido m3s a la solucidn de este problema son la re--
distribucidén inducida por los anticuerpos y la inmuno--
precipitacién.

Redistribucién por anticuerpos. Cuando los anti
cuerpos estan 1ligados con antigenos de la membrana celu
lar y las células snesibilizadas se incuban con suero -
antiglobulina que se fija a los anticuerpos, se altera
la distribucidon difusa normal de los antigenos, los que
se agregan en grumos, y se desplazan hacia un polo de -
la cglula. Cuando el anticuerpo marcado con fluoresceil
na es observado al microscopio el agregado polar semeja
un casquete brillante sobre el fondo obscuro de la su--
perficie celular y el proceso se denomina ''encasqueta--
miento'l.

Esta prueba puede ser aplicada al estudio de la
distribucion molecular de aloantigenos, ya que cuando -
dos antigenos estan situados en moléculas separadas, no
1igadas, el "encasquetamiento' de un antigeno no afecta
la distribucion difusa del otro y viceversa. Fero si -
las moléculas portadoras de los antigenos estdn ligados
en cualquier forma o si ambos antigenos se encuentran -
en la misma molécula, el "encasquetamientol de uno de -
ellos induce el Yencasquetamiento'' del otro antigeno --
("encasquetamiento secuencial o mixto'!}.

inmunoprecipitacion. EI segunde método, la ra--
dioinmunoprecipitacion, es mas directn. Las preparacio
nes antigenicas H-2 purificadas y solubtilizadas son ob-
tenidos a partir de celulas cultivadas =7 un medic que-
contiene moléculas de carbohidratos o a~inodcidos radio
activos (marcados con 3H o 1i() gque so- incorporades a
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los antigenos H-2. A continuacidn, la preparacidn se -
trata con anticuerpos contra una especificidad antigéni
ca y con un suero anti-inmunoglobulina. La precipita--
cién de moléculas portadoras de la especificidad antigé
nica particular provocada por este procedimiento puede-
ser estudiado detectando el radioelemento.

El segundo paso consiste en analizar con antisue
ro conitra otra especificfdad antigénicas y suero anti-—
inmunoglobulina; una vez mas se determina la radxactzV1
dad en el precipitado.

Si las dos especificidades antigénicas se en- -
cuentran en la misma molécula {o en dos moléculas enia-
zadas), la precipitacién de una de ellas implica que la
otra desaparezca del sobrenadante, de modo que el segun
do andlisis no hay especificidad detectable en el preci
pitado. Pero si las dos especificidades se encuentran-
en moléculas diferentes. La precipitacion de una no --
afecta la otra, que se precipitaria en el segundo paso-
del experimento.

Aplicando estos métodos se demostrd que las espe
cificidades privadas K y D se encuentran en moléculas -
diferentes. Por lo tanto un heterocigoto H-2 tiene al
menos cuatro tipos de moléculas H-2, una molécula K y -
una D para cada haplotipo. Mis tarde, se demostré que
las especificidades antigénicas la se encuentran en moc-
leculas diferentes que las que portan especificidades -
cifradas en las regiones Ky D (16).

Cuando se trataron de estudiar las relaciones en
tre las especxf:cndades piibl icas y privadas determina--
das por una misma region (K o D ) se obtuvd una im3gen
mas complicada. Los andiisis indican quela mayoria de
las especificidades pliblicas est@n en la misma molécula
portadora de la especificidad privada. Una excepcion -
notable es la especificidad pdblica H-2. 28 {(17) en la
cual se investigd su distribucion moler~tar en el pro--
ducto antigénico del haplotipo H-22 don  :e encuentra-
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por el alelo pd de 1a region D. La especnfzctdad priva
da determinada por este alelo es la H-2. 4. Las prue-
bas de redistribucion inducida por anticuerpos han de-
mostrado que el ''casquete!' de la especificidad H-2.28.
a menudo provoca un '‘encasquetamiento mixto'' complete
de H-2.L. pero cuando se hace el ™casquete' de las es-
pecificidades H-2.4, 1a mayoria de las determinantes -
de las c&lulas quedan no redistribuidas y difusas. Es
tos resultados indican que hay determinantes H-2.28 1o
calizados en la membrana celular independientes de la
especificidad privada H-2.4. Ninguna otra especifici--
dad controlada porelmismo alelo D°, es independiente
de H-2.% (18).

La independencia dela expresion molecular de ia
especificidad H-2.28 fue demostrado también por inmung
precipitacion.

Como estos resultados muestran que la regidn D-
de H-2 dstemina dos tipos de cadenas de polipéptidos -
(una portando la especificidad H~2.k y la otra por--
tando H-2.28) se dedujd que deben existir al menos dos
genes estructurales, uno para H-2.4 y otro para H-2.
28 sin H-2. embos genes son extremadamente pol imor- -

fos (19).

Como H-2.28 es expresado por moléculas de la re
gion D diferentes de H-2D, un nuevo locus de la regidn
D, 1lamado H-2L es responsable de su control. Por coa
siguiente, en la actualidad se conocen 3 loci que ci-
especificidades cldsicas H-2: H-2 K en la reqién K, -
H-2D y H-2L e la regidn D (20} tLas especificidades --
privadas de la region K y D actualmente conocidas sonr-
portadas por las moléculas H-2K y H-2D respectivamente
sin embargo no puede excluirse que cada alelo H-21 prc
duce ademas de H-2 28 y su alelo H-2.1, su propia es~
peCr?1Ci ad privada.

'El polimorfismo de H2.5/H-2.1 indica que proba-
blenente estas determinanths, que estan en una misma -



molécula, estén controladas por genes separados.
1.5 REGION S.

En 1963, Sherefflier y Owen descubrieron una nue-
va proteina sérica codificada por el complejo H-2. En--
contraron que reaccionaban con un antisuero de conejo
ant i-proteinas séricas de ratdn, perc que los valores--
séricos de la proteina variaban mucho de una cepa muri-
na a otra. La denominaron proteina Ss (Ss suero serolé
gico, porque es detectado por métodos seroldgicos). Las
cepas consanguineas de ratones se clasifican en dos ca-
tegorias Ss: con un valor alto de la proteina S.s (Ss -
high, alta; Ss-H) y con un valor bajo ( Ss-low-baja;Ss—

1)~

Se demostrd que la diferencia entre las cepas --
Ss- alta y Ss-baja esta determinada por un gene autosé-
mico Gnico, con dos alelos, Ss- alto y Ss-bajo heteroci
gotos tienen un valor sérico de Ss intermedio. En -~ --
otros estudios géneticos usando haplotipos H-2 recombi-
nantes entre cepas con valores altos o bajos de Ss. She
reffler y col. situan el locus Ss en el centro del com-—
plejo H-2, entre H- 2K y H-2D. La regidn que que portia
el locus Ss es denominada regidn S.

Passmore y Shereffler (21) investigaron las va--
riantes alotipicas de la proteina Ss inmunizando cier--
tas cepas de ratones, con proteina Ss de otras cepas. -
En alguna de estas combinaciones de cepas, lograron ob-
tener un antisuero reactivo con todos los sueros Ss al-
tas y no reactivos con 5s bajas. El antisuero reaccio-
nd contra una proteina con una caracteristica muy pecu-
liar: estaba presente en adultos machos y totalmente au
sente en las hembras.

La proteina descubierta fué denominada proteinha~
limitada (restringida) por el serco (sex limites pro- -
tein). El andlisis genético ha demostrado que la preser
cia o ausencia de los antigenos Sip también se hereda

P a . .
Dos alelos controlan el antigenoc Slp, Slp  detemina suprz
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sencia, SI1p® su ausencia. Se comportan como caracte--
res mendel ianos simples; los animales heterocigbtes --
tienen valores intermedios de Slp y cada alelo puede -
ser transmitido a la descendencia tanto por el progeni
to macho como por la hembra. El alelo S1p@ se expresa
exclusivamente en adultos machos. Las hembras portado
ras el alelo S1p2 no tienen cifras séricas detectables
del antigeno Sip. El locus que porta los alelos Sip -
fue situado en la regidn S del complejo H-Z.

Algunas de las propiedades generales de las pro
tefnas Ss y Slp fueron analizadas por Shereffler y Pas
more. Encontraron que ambas son euglobulinas, con la
movilidad eletroforética de una o¢; © globulina. Su -
peso molecular es de 200,000 aproximadamente y la pro-
teina Ss es una molécula compleja consituida por 3 --
cadenas de polipéptidos con peso molecular de 35 000, -
70 000 y 23 000 respectivamente. Las proteinas Ss y -
Sip conservan su actividad serol6gica a lo largo de im
portantes fluctuaciones de pH y resisten temperaturas
de 70°C vy 528 respectivamente durante 20 minutos.

Sauders y Edidin (22) estudiaron los sitios de-
biosintesis en ratones con Ss alta con técnica de i nmu_
nofluorescencia y mostraron que la proteina Ss puede -
ser detectada en el citopiasma de macrofagos y hepato-
citos, siendo cultivadas estas en un medio con amino--
Acidos readiocactivos secretan proteinas Ss radiactiva
en el sobrenadante, confirmado as7 que se sintetiza ac
tivamente este componente sérico.

En cepas con Ss-alta, el contenido de proteina
Ss del suero de ratones machos es generalmente el doble
de las hembras. La proteina Slp estd ausente del --
sue o de ratones hembras de cepas S1p@. Desaparece -
del suero de machos Sip® consecutivamente a la castra--
cidn y puede ser inducido por un tratamiento con andro
genos en machos castrados y en hembras de cepas Sip2.
Es mads, el mutante Tfm {testicular fem ~ization- fems-
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nizacidn testicular), que bloguea Ta expresidn de caracte--
res dependientes de los androgenos, impide la aparicion del
antigeno Slp en el suero de machos adultos de cepas Sipa, -
por lo tanto la expresidn de los productos del locus S5s es-
td regulada por las hormonas masculinas (23).

Démant y col (24) descubrieron que la protefna Ss es-
un componente del complemento. Mas tarde se demostrd que su
accidén es homdloga a la del componente C4 del complemento -
humano.

Analizando el control genético del complemento s?rfco
en ratones de cepas endogamicas y de cepas congénicas,” en-
contraron que el genotipo H-2 tiene un efecto significati--
vo sobre la actividad de complemento (25). Ademds se encon-
tré una sorprendente correlacidn entre el valor de la pro--
tefna Ss y la actividad de complemento. Las cepas de rato--~
nes con alelos Ss-alta S1p2 posefa la mds alta actividad de
complemento mientras que las cepas coh alelos Ss-alta Slp°-
tenfan actividad intermedia y las cepas con alelos Ss-baja-
S1p° mostraron actividad mds baja (24).

Se sugiere la posibilidad de que 1a proteina Ss fuera
un componente de complementc, porque la actividad del com—--
plemento del suero de ratdn era abolida al afiadir anticuer-
po anti-Ss (26).

Poco tiempo después de descubrirse que Ss, producto -
de un gen del complejo H-2, es unh componente del complemen-
to, fueron reveladas las asociaciones entre el sistema MHC~
humano {HLA) y ciertos componentes del complemento, los cua
les se discutiran mds adelante.

# Cepa Congénica: Cepa de animales desarrollados a partir -
de una cepa isogénica por cruzamientos re
petidos con animales de otra camada que -
tienen un gen extrafio.



18

1.6

= \

c':

ZION 1

»

La regidon que se encuentra localizada entre Ss Y H-2K
fué denominada |, los genes localizados en esta region codi
fican para espec1f|c1dades antigénicas denominadas la (aso-
ciadas a la regidn 1) {(27) que fueron inicialmente denomina
das Ir 1.1, Lna o beta, existen también localizados los ge-
nes de la respuesta inmunitaria (lr)} asociados con el com--
piejo H-2 en esta region !.

Hasta ahora, se han descubierto mas de 20 especifici-
dades antigénicas la, designadas con nimeros ar&bigos lal,-
1a.2, la.3, etc. No existe relacidn entre las especificida-
des 1al y H-2.1, la.2 y H-2.2 etc. Las especif?cidades que~-
perienecen probab]emente a la clase la pero no estan locali
zados con precision, se designan con el prefijo W; por egegz
plo: law. 16, law. 17, etc.

Los antisueros que llevaron a el descubrimiento de es
pecificidades la fueron de pares recombinantes donador-re--
ceptor difiriendo en la region | del complejo H-2. La mejor
manera de producier un suero anti-la consiste en inmunizar-
con células linfoides cepas portadoras de alelos idénticos-
en las regiones K o D y diferentes en la region 1. El anti-
suero producido por este tipo de combinaciones, contiene ==
ant icuerpos antila puros, es decir, sin contaminacidn de --
anticuerpos anti-H-2K o anti-H-2K o anti-H-2D. Sin embargc.
os anticuerpos anti la se producen también cuandoc el re---
ceptor y el donador difieren de la regién K o D de H-2 comc
en la region . En este caso el antisuero resultante contiz
ne una mezcla de anticuerpos anti H-2 y anti la (28).

Los genes de la mayoria de las especificidades la es-
tan localizados en la regién I, sin embargo, algunos de es-
tos genes no han sido localizados con precisidon pues se ca-
rece de cepas recombinantes de ratén con una variedad sufi-
ciente de puntes de entrecruzamiento dentro del complejo -~

H-2 (6).

El estudio de muchos haplotipos recombinantes ha de--
mostrado que también puede ocurrir entrec zamiento dentrc-
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de la regidn |. Esto sucede tanto en los genhes de especifi-
cidades Ir y tambi&n la.

La primera demostracidn de recombinantes imtrarregion
| fué proporcionado por Lieberman (29) quien localizd los ge
nes Ir gue controlan la respuesta lnnunltaria a los alotipos

gt e ldA.

Los recombinantes disponibles en 1a actualidad dividen
la regidn | en cinco subregiones: I-A, I-B, I-J, I-E e I-C.~
Muchos de los genes de la especificidad | han sido asignados
ya a su subregifn individual mientras que los dem3s podran -
ser localizados con precisidn sdlo cuande se descubran nue--
vos haplotipos recombinantes que aporten la informacidn nece
saria. El mapa de la localizacidon de los genes de las especx
ficidades la se encuentran en la Figura 4.

——

Subregidn  I-A 1-B - 1-E . I-C
]s2;3+38)9, 6,7,21'!‘
11,17,18.19,
20+

22
k,5,12,13+,15
16
10,1k,

+Especificidades dispuestas en el mapa seglin sus asociacio-
nes moleculares con otras especificidades de 1a misma re--
gion.
Fig. 4. Mapa de los genes de especificidades la Adv. [mmunol
1979, 20:125.
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Alun no se ha resuelto el fascinante e impenetrable --
problema de 1a distribucion de las especificidades antigéni
cas la en los tejidos. Cuando se analiza suspensidn de lin~
focitos de sangre periférica, del bazo o de los ganglios --
con antisueros anti~la er pruebasde citotoxicidad, una por-
cion importante de los linfocitos no es destruida, ailin cuan
do el antisuero utilizado da reacciones positivas en dilu--
ciones altas. El porcentaje de células destruidas varfa se-
giin el antisuero y la técnica, es mds elevada en la prueba-
de microcitotoxicidad que en 1a de citotoxicidad con 1ibera
cidn de 51 Cr; generalmente se destruyen de 40-60% de los -
linfocitos esplénicos (30). El contraste es muy grande cuan
do se compara los resultados obtenidos con sueros contra es
pecificidades antigénicas H-2K o H-2D en los que todos los-
linfocitos son destruidos. Es evidente que en la prueba - -
de linfocitotoxicidad anti-la se destruye sblo una subpobla :
cidn de linfocitos.

Las determinantes la son expresadas, sobre linfoci- -
tos B y subpoblaciones de linfocitos T (7). se ha demostra-
do en pruebas funcionales, que células T colaboradoras y --
las células T supresoras, portan antigenos la con diferen--
tes especificidades para unas u otras y son controladas por
subregiones diferentes. Las especificidades la en las célu-
las T supresoras son cifradas por la region |-J. Estos su--
cesos demuestran que los antigenos la son marcadores de cé-
lulas T funcionales (31).

Adem3s de su presencia en linfocitos, los antigenos -
la han sido detectados sobre células de higado fetal, macré
fagos, células epidérmicas y espermatozoides. No esta@n pre-
sentes sobre células rojas, plaquetas, misculo, cerebio y -
una gran variedad de otros tejidos (32, 33, 34).

Las especificidades la estadn formadas por dos cadenas
de giucoproteinas con peso moiecuiar de 33 000 y 26 000 (i5)
Las especificidades |a producidos por las diferentes subre-
giones de la regidén | son también portadas por moléculas di
ferentes. Al contrario de los antigenos H-2, los antigenos~-
la no estd3n asociados con las cadenas de heta-2-microglobu-
lina. Su especificidad antigenica asi com la de H-2 parecs
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ser determinada por la composicién de aminoacidos de las -~
cadenas y no por la porcidn de carbohidratos adheridos a --
ellas. Sin embargo McKenzie {35) demostrd que algunas de --
las-moléculas de los determinantes antigénicas la son car--
bohidratos.

Las especificidades la estan controladas por la re- -
gidn | que verifica también otras importantes y variadas --
funciones. Contiene genes de respuesta inhmunitaria (lr),‘qi
neras productores de las determinantes de la actividad 1in-
focitica {Lads) para MLR, los de estimulacidn de células --
efectoras (ECS) para CML, v antTgenos de histocompatibili--
dad. Ademfs, los productos de la region | participan en la-
cooperacion de linfocitos T y B durante la respuesta inmuni
taria, que serd discutida a continuacion.

1.7 Generas de la respuesta inmunitari-(Ir).

El hallazgo de que los genes de la respuesta inmunita
ria estan situados en el mismo segmentoc de cromosomas, jum-
to a los genes del Complejo Mayor de Histccompatibilidad en
el ratén (H-2), constituyd un gran adelanto y uno de los =--
descubrimientos mds importantes para la compresion de la --
biologia del MHC y del sistema inmunoldgico en general.

A partir de 1960 grupos de investigadores se interesa
ron en el andlisis del control genético de la respuesta in-
munitaria. Inmunizando animales de diferentes cepas congéni
cas de varias especies (ratdén, cobayo, rata, conejo) con di
ferentes antfgenos, y evaluando la intensidad de la respues
ta inmunitaria resultante, fue posible demostrar importan--
tes diferencias de capacidad de respuesta inmunitaria entre
las especies (36). En 1938 Gorer y Schultze habfan demostra
do que las diferentes cepas congénicas murinas difieren - -
en su capacidad de producir anticuerpos contra polisacari--
dos del neumococo, y que estas diferencias estaban contro—-
ladas genéticamente. M3s tarde, se practicaron experimentcs
en los que utilizaron antigenos producidos sintéticamente -
con determinantes antigénicas relativamente simples. Cuan--
do estos antigenos fueron inyectados a animales produjeror-
un espectro de anticuerpos limitados. Utilizando poli-L-1:~
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sina (PLL), Benacerraf demostrd que unas cepas endogdmicas-
de cobayo produjeron anti-PLL y otras no. Esta diferencia -
esta controlada por un gen, denominado gen PLL. Asi mismo -
en el ratdn, al utilizar polipéptidos con ramificaciones --
sinteticas (T,G)-A--L, (Phe,G)-A--L, se detectaron importan
tes diferencias en 1a produccidén de anticuerpos entre las--
diferentes cepas endogamicas (36). Los estudios genéticos -
ulteriores demostraron que el control depende de un solo --
gen, que los autores denominaron Ir-1 (respuesta inmune-1).
Utilizando cruces entre cepas que respondan de manera fuer-
te o débil, Mc Devit y Tyan (37) demostraron con generacio-
nes segregadas por retrocruzamiento, que cualquier ratdn ha
biendo recibido por lo menos un haplotipo H-2 de las cepas-
de respuesta fuerte, respondian con intensidad, mientras --
que los ratones portadores de haplotipos H~2 de las cepas -
de respuesta débil, respondian levemente. Este descubrimien
to establecid que el gen Ir-1 debia encontrarse muy cerca o
formado parte del compliejo H-2, lo cual fue confirmado mas-
tarde utilizando cepas congénicas H-2, Las cepas murina con
el mismo haplotipo H-2 pero con genes no-H-2 diferentes po-
seen los mismos genes lr, mientras que las cepas congénicas
H-2 que portan los mismos genes no H-2 pero diferentes H-2,
tienén diferentes genes Ir. Finalmente en un estudio de -
McDevitt (38), utilizando ratones con haplotipos H-2 recom-
tinantes, se localizo 1a situacion del gen Irl dentro del -
complejo H-2.

Desde 1968, el control genético de la respuesta a nu-
merosos antigenos ha podido ser localizado en muchos casos-
an el complejo H-2. Estos estudios han evidenciado varios -
genes Ir dentro de la regidon l.Muchos genes Ir han sido en-
contrados en la subregion 1-C, incluyendo el que controla -
la respuesta inmunitaria a los polipéptidos GA¢. Se debe --
aclarar, sin embarge que ademas de los genes Ir enlazados -
H-2, existen otros genes |r independientes de H-2. Algunos-
de ellos estan ligados a los genes del alotipo de inmunoglo
bulina de cadena pesada, otros se encuentran en el cromoso-

ma X (39).

Los genes Ir son especificos: por ejemplo, cada haplo
tipo H-2 contiene genes que determinanrespuestas fuertes --
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a algunos antigenos, y no existen relaciones obvias entre--
las formas de respuesta fuerte y débil a antigenos afines.

- Sin embargo, cuando se estudiaron antigenos poseedo--
res de estructuras semejantes, se tomd un aparente sistema-
de inclusidn. Ningin haplotipo determina una respuesta fuer
te o déb~1 general a todos los antigenos, Figura 5.

H—Zd’J’r’V" responden sblo a GLT5
H-29 ' responde a GLT15 y GLT5
H-2P» 13 responde a GL@, GLT15 y GLT5

a,b,f,k,s,v,i,1,r.
Ryl sy IaV¥alaly no responden‘

HA2
Figura 5. “Sistema de Inclusidn de los anti-
genos'' J. exp. med. 1976, 143;889.

Los genes Ir ligados a H-2 que determinan las respues
tas fuertes, son dominantes en relacidon a los que determi--
nan respuesta débil al mismo antigeno. Por lo tanto hibri--
dos Fl entre cepas que responden fuerte y débilmente, res—
ponderdn fuertemente.

Varios genes Ir ligados al MHC pueden participar en -
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el control de la respuesta inmunitaria a un antigeno.

Dorf, Stimpfling v Benacerraf (41) demostraron que la
respuesta inmunitaria a los polipéptidos sinteticos GLT y -
GLO- es controlada por dos genes, uno en la regién l-c y --
otro en la regidon I-A. Un ratdn debe poseer por lo menos un
alelo de respuesta fuerte en cada uno de estos loci para --
poder responder fuertemente.

Los genes Ir se expresan en células linfoides, y esto
se comprueba transfiriendo suspensiones de células linfoi--
des de cepas que responden fuerte o débilmente, a recepto--
res irradiados portadores de uno y otro genotipo (débil o -
fuerte); el ratdén asi restaurado adquiere el mismo fenotipo
que la cepa donadora.

Sin embargo, al intentar establecer si los genes Ir -
asociados al MHC son expresados en linfocitos T o linfoci-—
tos B los resultados son complejos.

Se ha utilizado el método de'dilucidn celular al 1Tmi
te para poder resolver este prob]ema £l sistema se basa en
en la ifiy&tcidn de un nimero excesivo de células de un tipa
(timocitos) como origen de células T a animales irradiados,
administrando al mismo tiempo cantfdades restringidas de --
otro tipo, en este caso médula Jses conteniendo linfocitos—-
B, utilizando como donadores ce]uias de ratones de respues-—
ta débil o fuerte, se puede determinar en los animales que-
responden débilmente, cual es el tipo celular funcionalmen~
te deficiente. Se demostrd que algunas respuestas débiles -
eran debidos a defectos de las células T, pero en otros ca-
sos, defectos en células B sin que hubiera transtornos fun-
cionales en cé&lulas T; esto aparentemente se puede explicar
sobre bloqueo de la cooperacidn células T y B.

Las células de animales que responden débilmente no -
provocan los efectos inmunoldgicos dependientes de funcidn-
de células T, como es la incapacidad de cambiar la produc--
cién de anticuerpos Igh (T independientes), por anticuerpc:z
IgG (T dependientes), la mayorfa de los casos en la cual --
existe respuesta débil producen anticuerpos IgM tan eficaz-
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mente como los/de respuesta fuerte, pero no producen anti--
cuerpos IgG. Se sabe que este cambio depende de células T -
colaboradoras.

Los genes Ir no afectan la capacidad intrinseca de --
las células B de producir anticuerpos contra determinantes-
antigénicos, pero afectan la funcidn de la molécula antigé-
nica portadora.

El efecto especifico en los fendmenos inmunoldgicos -
dependientes de las células T en los receptores débiles, re
fleja simplemente el hecho de que el gen o los genes del ~-—
MHC que cifran el o los receptores de las células T y por--
lo tanto la o las clonas correspondientes en estas células-
tambign estan ausentes.

Kapp (43) usa un antigeno controlado por los genes Ir
asociados a H-2 y demuestra que ciertos animales con sensi-
bilidad baja podfan producir, previa inmunizacidn, poblia- -
cion de células T especificamente activas, sin embargo es--
tas células T actividades tienen una accidén supresora (en -
vez de colaboradora) especificamente sobre la respuesta in-
munitaria del antigeno. Los genes responsables son denomina
dos genes ls, por lo que se puede decir que la inmunosupre-
sion esta mapeada dentro de H-2 y cofician por medio de Ia-
regidn !-J unos receptores para linfocitos T que son antige

nos la (31).

Katz (44) analiza las limitaciones genéticas de la --
cooperacion entre células T-B, inyectando a ratones norma--
fes irradiados, con varias combinaciones de suspensiones de
células T y B provinentes de diferentes donadores aloegéni--
cos y encontraron que la cooperacidn optima entre células -
T y B en respuestas inmunitarias ocurre sdlo cuando las cé-
lulas T y B inyectadas tienen el mismo haplotipo. El fraca-
so de la cooperacion entre células T y B en las combinacio-
nes H-2 incompatibles no se debe a una reaccidn aloinmuni--
taria entre células T y B alogénicas, puesto que células de
hibrido F1 {(heterocigoto H-2) y las céluias B de Ja cepa -~
paterna (homocigoto H-2), reaccionan mutuamente y cooperan-
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como tas células T y B singénicas. Lo mismo sucede con las-
células T paterna y las células B de hibrides F1 que tienen
un haplotipo H-2 de las células T. La porcién critica de --
H-2 de la cual depende la cooperacidn eficdz de células T vy
B es la region | compartiendo idénticas sub-regiones I-A y-
1-B.

Taussing y Munro, aislaron un factor soluble capaz de
substituir especificamente las células T aportando células-
B productoras de anticuerpos. Este factor sélo puede ser —-
inhibido por un antisuero anti-{ especifico, por lo que in-
dica que el factor soluble de cooperacién de las células T-
es un producto de la regidn |I.

Adem3s de la cooperacidn de células T y B en la res--
puesta inmune, existe la cooperacidén fundamental entre las-
células T y macrofagos.

Analizando la Respuesta lnmune, sabemos que se inicia-
con la introduccidn de una molécula extrafia, antigeno' al -
organismo, la inmunidad celular identifica primero al antige
no como extrafio, discrimiwmarido estas - moléculas extrafas de
mo]éculas de nuestro organismo, subsecuentemente se desarro-
11an un namero de funciones efectoras, que incluyen forma- -
cion de anticuerpos (lgs), desencadenamiento del sistema de-
complemento y células mediadoras (macréfagos, linfocitos T -
y linfocitos B).

Se ha demostrado que la activacion de células T depen-
de de la presentacidn apropiada del antigenoc por los macrcfa
gos. Se sabe que los macrofagos y células T deben ser compa-
tibles en sus respectivos haplotipos para H-2, existe ia evi
dencia de que el requisito de compatibilidad conclerne a la-
subregion [-A.

£l nmcrauago posee moléculas la que controlan reconcei
miento de antigenos por células T, en el contacto inicial Ze
presentacién las células T reconocen al antigeno y las mol2-
culas la, después de este contacto los macrdfagos secretar -
un factor soluble que estimula proliferacién y diferenciac 9n
de células T.
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Para explicar este reconocimiento, se tienen dos hi--
pétesis: la primera asegura que el linfocito T tiene dos -~
receptores de membrana, uno interactila con la molécula la -
del macréfago y el otro receptor es para el antigeno. La se
gunda hip6tesis postula que tiene un sdlo receptor, para mo
léculas la del macrdfago y ahi mismo se une al antigeno; el
resul tado de cualquiera de estas dos hipStesis, es que el -
factor secretado por el macrdfago estimuia células T.

Los genes Ir operan a nivel macréfago, haciendo posi-
ble sefialar la clona especifica de linfocitos T que estimu-
lara, una vez que las células T han sido estimuladas, se --
efectda interaccion linfocito T y linfocito B, llevando a -
Ta produccidn de anticuerpos.

Las celulas B reaccionan con los determinantes h3pte-
nicos, las células T cooperadoras, reaccionan con los deter
minantes antlgenlcos de lTas moléculas protelca (portadora)-
a la cual estan fijados los determinantes hapténicos, la -~
cooperacidn T-B ocurre (nicamente cuando los determinantes-
hapténicos estan fijados a 1a molécula portadora, nunca con
cada uno aislado, es probable que el mecanismo de coopera--
cidn T-B consista en que las células T se liguen a la molé-
cula portadora, presentando los determinantes hapténicos a-
las células B en una forma m3s aceptable, ias celulas B al-
contracto con el antigeno, 1liberan sustancias solubles espe
cificas e inespecificas que facilitan la activacién de lin-
focitos B resultando en la produccidn de anticuerpos, esto-
requiere de dos sefiales una por parte del antigeno y otra -
por el linfocito, la cooperacidn Gptima entre células T y B
es cuando comparten idénticas subregiones I1-A y |-B, que ya
ha sido mencionado. Estos pasos conforman la respuesta inmu
ne humoral. (45).

La respuesta inmune cejular, también esta relacionada
con los antigenos mayores de Histocompatibilidad.

En ratones la expresidn de funciones de células T ac-
tivadas parece estar dictado en alguna forma por genes del-
complejo H-2.
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La 17sis especifica por células T citotdxicas ocurre-
eficientemente, si las células blanco infectadas por virus-
o adn con bacterias (46) comparten haplitipo H-2 compati- -
bles, 1os genes requeridos mapean en la region K & D del --
complejo H-2 (45).

Esta identidad necesaria de las regiones K 6 D se ha-
explicado por dos hipétesis (47,48).

lo. Los virus o substancias quimicas alteran los anti
genos H-2 y esto es reconocido por células T citotdxicas.

20, Reconocimiento Dual que implica un doble reconoci
miento, unos receptores reconocen K o D y otros al virus.

La mayor parte del trabajo experimental apunta a la -
Dual.

Los genes Ir, operan en la produccion de patrones an-
tigénicas en células T estimyladoras, las cuales dictan 1a-
cantidad de respuesta de células T cooperadoras y células -
B.

Esta operacidn de genes Ir la efectlia por medic de --
una bateriade enzimas glicosil-transferasas, las cuales gli
cosilan al antigeno no modificandolo,

1.8 RELACION H-2 y HORMONAS.

La asociacién entre el MHC y las hormonas fué& estable
cida por primera vez en el ratdn en los trabajos de lvanyi-
(49), quien descubrid que el peso de los testiculos, de las
vesiculas seminales, del timo y de los ganglios, asi como -
de otros 6rganos varia entre las diferentes cepas murinas ¥
que los genes del complejo H-2 son responsable de algunas -
de esas variaciones. El hallazgo de que el peso de esos &r-
ganos es influenciado por las hormonas andrdgenas, justifi-
¢S la hipdtesis de que el sistema H-2 afecta en alguna for-
ma; el metabolismo de esas hormonas, esta teoria fue refor-
zado por el descubrimiento de que el complejo H-2 contiene-
gen o genes que influencian la concentrac’™n sérica de tes-



23

tosterona. Se denomind Hom-1 (''Hormone metabolism-1, meta--
bolismo hormenal-1'"") a el o los factores genéticos responsa
bles y se les situd provisionalmente (y de una manera apro-
ximada) en el centro del mapa del complejo H~2. Otro grupo-
de investigadores obtuvieron evidencias indirectas en favor
de la teorfa de la implicacion del MHC en el control genéti
co de la actividad hormonal. Demostraron que el tipo H-2 —=
afecta: (1). La cantidad de AMP ciclico (cAMP) en las célu-
las hepdticas y (2). La actividad enzimitica implica el me-
tabolismo del! cAMP. Se sabe que el cAMP es el mediador céiu
lar de numerosas hormonas y las variaciones de su metaboits
mo dependientes de H-2 pueden influir el efecto de esas hor
monas en los teJldos. Las hormonas esteroides afectan el ta
mafio y la composicidon del tejido 1infatico y, como ya fué -
sefialado, i1vanyi demostrd que el pesc del timo y los gan- -
glios linfaticos asi como la proporcidn de los diferentes -
tipos - de células linfacticas, son influenciados por el H-2.

Es posible que el MHC codifique los receptores hormo-
nales de las cBlulas, pero es muy dificil hacer un anidli- -
sis profundo de estos mecanismos. (23)

1.9 RELACION H-2 y ONCOGENESIS VIRAL.

Se sabe desde hace tiempo que ciertas cepas endogami-—
cas de ratén son m3s susceptibles a la oncogénesis, induci-
da por virus que otras. Algunas, pero no todas esas diferen
cias, se deben a genes ligados a H-2 o incluidos en el com-
plejo H-2. Uno de esos genes (Rgv=1} gobierna la resisten--
cia a la leucemogénesis inducida por el virus de Gross y es
t& localizado en el extremo K de H-2, mientras que la res:s
tencia a la oncogénesis viral de fumor de mama y a la leuce
mogénesis inducida por el virus de Friend (Rfv-1) parecen -
ser controladas por genes situados en el extremo D del com-
pleic H-2 (50},

Como otros caracteres el control enlazada a H-2 de la
oncogénesis viral puede incluir no sdlo uno, sino varios -~
genes del compiejo H-2, controlado cada uno de ellos en me-
canismos diferentes, por ejemplo el locus Rgv-1 no afecta -
el paso inicial (suceptibilidad a la infeccidn) sino mas =-
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bien a desarrollios posteriores, la capacidad de rechazar --
las células infectadas y transformadas. Este no es el dnico
mecanismo con que H-2 controla la oncogénesis viral; otro -
es la influencia del gen Rfv-1 sobre la infeccidn del virus
de Friend determinando la capacidad de las células infecta-
das de inmunizar al huésped (51).
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2.1 INTRODUCCION.

En el humano, como en los anfibios, aves y otros mam:
feros estudiados, hasta la fecha, existe una regidén cromo--
somica que contiene genes de importancia fundamental para -
las respuestas inmunitarias. Estos genes incluyen, los ge--
nes de histocompatibilidad HLA (Antigenos Leucocitarios Hu-
manos) y los genes para algunos de los componentes del sis-
tema de complemento.

En el ratén, esta regién contiene también genes ir --
que controlan la respuesta inmunitaria contra antigenas es-
pecificos. Aunque dichos genes no se han demostrado en el -
humano en forma definitiva su existencia es deducida por la
semejanza del MHC en otros mamiferos.

Los genes de esta regidn, pudieron haber resultado du
rante la evolucién, por un proceso de autoduplicacidn de un
s0lo gen de la réspuesta inmunitaria, prOporczonando la ven
taja de la supervivencia distinguiéndose los antigenos ex—-
trafios de los "autcantigenos’, la etapa inicial requerida -
para la eliminacidén de las células extrafas o de los micro-
organismos.

El conocimiento de los genes HLA, ha sido de gran im~
portancna prictica en el transplante de d6rganos, en la trans
fusidn de plaquetas y granuloc:tos, en el diagndstico de en
fermedad y el establecimiento de riesgos relativos para al-
gunos padecimientos, en las investigaciones antropoldgicas~
y en las pruebas para la determinacién de la paternidad. To
do esto serd revisado a continuacién en el presente capitu-
io.

2.2 HISTORIA.

El gran interés que existe por el estudio del Comple-
jo Mayor de histocompatibilidad en el ratén (H-2), es debi-
do a su gran similitud con el del hombre.

Como se menciond con anterioridad cn 1936, Gorer des-
cribe el MHC en el ratén y en el hombre se describe varios -
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afios después.

Los estudios iniciales se realizaron hacia 1952 por -
J. Dausset, cuando detectd aglutininas en el suero de pa- -
cientes con leucopenia; bas@ndose en el hecho de que ane- -
mias hemolTticas pueden ser cuasadas por anticuerpos en - -
contra de las células rojas del pacientes; parecia ldgico -
admitir que Tos anticuerpos en el sueroc de pacientes leuco-
pénicos eran formados en respuesta a leucocitos extrafios -~
debidos a las transfusiones sanguineas a las que eran some-
tidos ios pacientes.

Tratando de investigar mAs sobre estos anticuerpos; -
se tomaron sueros de pacientes leucopénicos y se hicieron -
reaccionar contra un panel de leucocitos de individuos sa--
nos tomados al azar, casi siempre se encontraba una reac- -
cidn positiva, entonces se pensd que los anticuerpos eran -
dirigidos contra un antiTgeno presente en los leucocitos de-
un 50% de individuos. Este antigenc se identificd como MAC,
ahara denominado HLA-A2 (52}.

En 1958 Van Rood y R. Payne definen aglutininas leuce
citarias en el suero de mujeres multiparas producidas por -
estimulacion materno-fetal. Van Rood basiandose en reaccio—-
nes de aglutinacidon y en anadlisis estadistico computariza-—
do define un sistema de dos alelos, el cual ilamd Grupo --
L"s ha y bb los cuales hoy se denominan Bwh y Bwb (53).

Payne usando métodos estadisticos define en 1964 un -
sistema alelico independiente el cual 11amd LA, L-Leucocitc
y A para el primer locus, el cual hoy se denomina HLA-A (5&j.

El desarrollo del sistema HLA ha sido estimulado por-
ia creacidn de una serie de Talleres Internacionales de His
tocompatibilidad {International Histocompatibility Work- -
shops), que tiene bajo su control la coordinacién y estandz
rizacion de técnicas, la comparacidn y consolidacidn de re-
sultados y la definicidn unificada internacionalmente de -~
los antigenos.
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El primer Taller fué organizade en 1964 por D.B. Amos
en el cual se tratd de intercambiar y estandarizar reacti--
vas y técnicas, analizaron y discutieron resultados obteni-
dos por los diferentes laboratorios participantes. El segun
do y tercer Taller fueron organizados por J.J. van Rood en-
1965 y R. Cepellini en 1967. De esta reunién resultd obvio-
que habia cuando menos 2 loci separados para HLA Tabla (1).

Alelos LA : Alelos 4
oo | Hem HL-A5
L | HL-A2 HL-A7
- ¢ HL-A3 HL-A8
3 alelos 3 alelos
Total=6

Tabla (1)}. Loci del Complejo HLA en 1967.
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Estos loci estaban suficientemente cercanos, sobre el
mismo cromosoma de manera que los dos antigenos que eran --
productos de un sdlo cromosoma eran heredados siempre jun--
tos, pero estos loci, estaban 1o suficientemente separados-
como para que ocurriera entrecruzamiento, aproximadamente -

El taller organizado en 1970 por P.!. Terasaki (57),-
aumentd el nidmero de antigenos reconocidos de 6 a 20 intro-
dujo la prictica de aplicar el prefijo w (de wokshop) a los
antigenos que s6lo eran aceptados provisionalmente Tabla --

(2).

Alelos La Alelos 4
HL-A1 HL-A5
¢ LA HL-A2 HL-A7
g HL-A3 HL-A8
¢ 4 HL-A9 HL-AT2
HL-A10 HL-A13
HL-A11 : W5
Nimero W -28 W10
de Wik
alelos Wis
LA 7 | W17
413 W18
20 W22
Total W27

Tabla (2) Loci del Complejo HLA en 1970.

J. Dausset en 1972 organiza el quinto Taller (58) el-
nimero de antigenocs habfa aumentado a 41. Algunos antigenos
provisionalmente reconocidos fueron subdivididos en subti--
pos y parecia aparente que existia un tercer locus que era-
responsable de MLR (Reaccién de linfocitos en Cultivo Mix--
to), el gen MLR parecia estar alejado del gen 4 y del LA. (=
frecuencia de entrecruzamientoc entre el gen 4 y el gen MLR-
es aproximado de 0.5%.
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En el Taller de 1975, el nimero de los loci del com--
plejo HLA habTa aumentado a L, el nlmero de antigenos se -
habia elevado a 51, el Comité de Nomenclatura de la Qrgani-
zacién Mundial de la Salud (WHO) recomendd un cambio en la-
germinologia; HLA-A para el antiguo locus LA, HLA-B para --
el locus 4. Se define el tercer locus HLA-C, el cual se de-
termina seroldgicamente. E1 locus MLR fue cambiado a HLA-D,

Tabla (3).

Locus A Locus B Locus C Locus D
HLA-A1 | HLA-BS HLA-Cwl HLA-Dwl
-A2 -B7 HLA~-Cw2 ~Dw2
HLA-A | -A3 -B8 -Cw3 -Dw3
-A9 : -B12 -Cwih -Dwh
HLA-C -A10 ~-Bi3 -Cwh -Dwb
HLA-B -A11 -Bik ~-Dwb
-A28 , -B18 ‘
HLA-D -A29 |  -B27
-Awlg | -Bwl5
Nimero de -Aw23 | ~-Bwlé6
alelos -Aw2k ¢ -Bwi17
A 20 -Aw25 g -Bw21
B 20 -Aw26 -Bw22
€ 5 -Aw30 -Bw35
D 6 -Aw31 ) -Bw37
51 -Aw32 | -Bw38
Total -Aw33 | -Bw39
-Aw3k -Bwh0
-Aw36 | -Bwh1
-Awli3 g -Bwh2

_ P

Tabla (3). Loci del Complejo HLA en 1975.

El Taller Internacional de Histocompatibilidad de --
1977, aumenta el nimero de antigenos identificados a 77 vy -
confirmé 1a existencia de un quinto locu: posible con una -
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serie de alelos importantes -DRwl, DRw2, DRw3, DRwl, DRw5,~
DRw6, DRw7 determinados seroldgicamente.

Los siete antigenos HLA~-DR reconocidos oficialmente -
parecen productos de un sGlo gen dentro de 1a regidn HLA, -
un gen que puede ser el gen HLA-D o intimamente ligado a --
él. Esta hipOtesis estd apoyada por que existe una relacidn
cldara entre los productos de los genes HLA-D y DR; la termi
nologia DR significa "relacionado con D'. Los nimeros de --
los antigenos DR1 al DR7 corresponden a los determinantes -
del gen HLA-D con los cuales estdn correlacionados. La de—-
teccién de un determinante HLA-D por la técnica de HTC (cé-
lulas Homocigdticas para Tipificacién) casi siempre esta --
asociado con el hallazgo del antigeno DR correspondiente --
sobre la tipificacion de las células B, mediante linfocito-
toxicidad. Existe evidencia adicional que estd proporciona-
da por el hecho de que los antisueros contra linfocitos B -
bloguean Ta MLR reaccionando con las células estimuladoras-
y por el hecho de que 1a célula estimuladora parece ser un-
linfocito B. Sin embargo hay evidencias que apoyan la hipé-
tesis de que los genes HLA-D no son idénticos a los genes -
HLA-DR. Ademds de algunos ejemplos donde los determinantes-
Dy DR de la misma célula parece que no corresponden (59}.

ETl Taller de 1980, no reconocié nueves antigenos en -
el locus HLA-A. En el locus B los fragmentos B8, B15, B17.-
Bw22 y B40 alcanzaron reconocimiento oficial. E1Cw7 y (w8 -
fueron agregados a la lista del locus C. Para evitar confu-
sién con la terminologia del compliemento, el prefijo tempo-
ral "w"! no serd eliminado de la nomenclatura de los antige-
nos del leocus € ya caracterizados. El HLA-Dwi2 es nuevo. -~
En el locus DR los antigenos DRI, 2, 3, 5, 7, va no requie~
ren "w'. E1 DRw8 el w9 y el wlo son nuevos y no se correla-
cionan con los antigenos DW que tienen los mismos nimeros.-
tas pruebas crecientes indican que los genes D y DR no scn
idénticos. En la actualidad, la interrogante de que si los~
genes D y DR constituyen productos idénticos de un sélo lc~
cus genético debe considerarse sin respuesta (60).
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2.3 MAPA GENETICO.

El sistema HLA ha sido localizado en el brazo corto -
del cromosoma 6, por hibridizacién célular (61) y estudios-
familiares (62,53). El Complejo HLA se ilustra en la figu--
ra (6}, esta compuesta por cinco loci mayores, cada uno co-
dificado para antigenos de superficie celular. Estos loci--
son designados HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-D, HLA-DR (13).

Los genes estructurales que determinan componentes de
la via clasica de Complemento C2 y Ch4 (65,66) se encuentran
mapeados dentro de la regidn HLA. C2 se encuentra cercano a
el locus HLA-D; su ubicacién exacta alin no es bien conoci--
da.

El factor Ch se encuentra entre HLA-D y HLA-B, la dis
tancia comprendida entre Ch y el loci HLA-B es de 0.6 cM, -
mientras que la distancia de Ch a HLA-D es de 1.0 cM (67).

Estudios recientes sugieren que el polimorfismo de --
Ch es controlada por dos genes ligados a HLA (68,69). Los -
genes que cifran para los grupos sanguineos Chido y Rogers-
que se encuentran mapeados en esta region son los responsa-
bles de el polimorfismo de C4. En estudios realizados por -
Neill (70), se sabe que el antTgeno-Chido en un componente-
de la molécula C4S y que el antigeno Rodgers es el componen
te de 1la molécula CL4F y son controlados por dos genes dis--
tintos y que ambos estan cercanos a el locus HLA-B.

Tilley {71) muestra gue los antigenos Chido y Rodgers
residen sobre el fragmento Cid de la molécula Ck.

El factor B (Bf) de la via alterna de Complemento es—
ta también localizado entre el iocus HLA-B y ¢4 {72, 73).--
Aunque en reportes recientes, se han encontrado evidencias -
para suponer que los genes Bf y C2 de complemento estan fue
ra de la regidn HLA; sugiriendo que el orden de los genes =
debe ser; pter-HLA-A, HLA-C, HLA-B, HLA-D/DR (Bf, €2)~-----
~=PGM,_ = =~=== centromero (74).
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Receptores para C3b y C3d, fragmentos de C3 son tam--
bién ligados a HLA (75). La deficiencia del factor €8 fue -
tigado a HLA-B por Merritt (76), perc otros estudios de de-
ficiencia de C8 muestran que no existe ligamento (77). Se -
sabe que €8 esta compuesto de tres cadenas al igual que - -
C4 (78) y puede ser posible que una de las cadenas pueda -~
ser Ilgada a HLA.

El locus para Hiperplasia Adrenal Congénita (Deficien
cia de 21-hidréxilasa) se encuentra cercano al locus HLA-A-
{79). El locus que determina la enzima Glioxalasa GLO para-
células rojas esta aproximadamante a 5 centimorgans a ia --
izquierda de HLA-D (80). Fosfoglucomutasa-3 (PEM 3) esta a-
una distancia de 15 cM de HLA en varones (81).

Los genes localizados en el cromosoma & pero no cerca
nos a HLA incluyen superoxida-dismutasa-2 (50D-2), enzima -
milica-1 (MEl) (82), un receptor para células rojas de mo--
ne (83), mitocondrial glutamato oxalacetato transaminasa —-
{coTm) (8%). Gen o genes para cadenas pesadas de |nmuncglo-
bulinas y alfa-l-antitripsina (85). Se ha reportado liga- -
miento de pepsindgeno-S urinario y HLA, pero es dudoso - -
atn (86).

- w » ®g
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2.4 TERMINOLOGIA.

Después de cada Taller de Histocompatibilidad (desde-
el 30. en 1967) se reiline un Comité de Nomenclatura compues-
to por genetistas, inmundlogos y especialistas en tipifica-
cidén de tejidos, bajo los auspicios de la Organizacidon Mun-
dial de la Salud (WHO) y para informe de la Unidén Interna—-
cional de Sociedades de Inmunologia, los boletines expedi--
dos por este Comité son incluidos en los volimenes de His-~
tocompatibility Testing vy en publicaciones especializadas -
como: Tissue Antigens, Transplantation y Human lmmunology.

El propdsito de este Comité es poner al dia la Nomen-

clatura de las especificidades de los loci HLA-A, -B, -C, -

~~D.y DR, ademis de establecer una nomenclatura para las nue
vas especificidades,

El Comité que se reunid de nuevo después del 8o. Ta--
Tter, establecid una nomenclatura de la reqgidn HLA basando-
se en principios creados en anteriores informes, pero te- -
niendo en cuenta la expansidn del conocimiento de la genéti
ca del MHC en el humano, HLA es el nombre dado a la regidn-
completa, mientras que HLA-A,HLA-B, HLA~C, HLA-D y HLA-DR, -
se refiere a los loci individuales dentro de ella. Como an-
tes, los ndmeros que siguen se refieren a especificidades -
correspondientes a cada locus {(por ejempio HLA-AT) y ia ie-
tra w precediendo a este niimero indica una especificidad —-
provisionalmente identificada (HLA-Bw35).

Los objetivos principales de este informe son:

1.- Reconocimiento oficial de ciertas especificidades
de los loci HLA-A, -B, -c, -D, y -DR.

2.- Designar las nuevas especificidades provisiona- -
les de los loci HLA.

ESPECIFICIDADES HLA-A, -B, -C.

Se siguen reconociendo 20 antigenos para la serie HLY:
~A; no se describen nuevas especificidade: para este locus.
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Para el locus HLA-B no hubo cambios en la nomenclatu-
ra para las especificidades provisionales ya establecidas.-
Las nuevas especificidades provisionales otorgadas son en--
listadas en la tabla (4).

Las designaciones provisionales de especificades de -
los loci HLA-A y HLA-B se enumeran conjuntamente para que -
no haya superposicion de nimeros entre ellas, que cada espe
cificidad retenga su ndmero aunque haya subdivisiones (HLA-
A9 subdividida en HLA-Aw23 y HLA-Aw24; HLA-B17 subdividida-
en HLA-Bw57 y Bw58), y que los nﬁmeros usados una vez no --
vuelvan a asignarse aunque ya no se usen. Por lo tanto con-
las nuevas designaciones el locus HLA-B cuenta con 42 espe-
cificidades, ademd3s de las dos supertipicas: Bwh y Bwé (ver
mis adelante). '

Nuevas designaciones Equivalente Representativo previo
Bw55(w22) 22.1
Bw56(w22) 22.2, Te92, ba 30
Bw57( 17) : 17.1, 17A, 17 largo
Bw58( 17) : 17.2, 17B, 17 corto
Bw53( 8) HOK-1, 8.2
Bw60( 40) Lo.1
Bwb1{ 40) ho.2 _
Bwb2( 15) 15.1-To53, 15B, Te72
Bw63( 15) 15.2-T052, 15A, Te77

L=—1

Tabla (4). Nuevas designaciones provisionales para especi-
ficidades HLA-B.

Las especificidades Cwl, Cw2, Cw3, Cwl, y Cw5 se con-
sideran suficientemente bien definidas para satisfacer las-
cal ificaciones necesarias para reconocimiento oficial. Sin-
embargo, se ha decidido que las especificidades del locus €
seguirdn siendo nombradas Cwl, etc., para evitar, al menos-
por ahora, la confusidn con los Componentes de Complemento.

Se designan como provisionales las especificidades -~
Cw7 {antes CVE, CT0O-1) y Cw8 (T8,T9) y ei locus HLA-C cuen-
ta con 8 especifidades antigénicas.



ESPECIFICIDADES HLA-D.

‘Existe un avance significativo en la definicion de —-
algunas especificidades del locus HLA-D. No obstante, las -
dificul tades practicas de los procedimientos de tipifica- -
cion celular no justifican reconocimiento oficial. La nueva
designacién para este locus fue Dwl2 (antes DB40, DHO).

ESPECIFICIDADES HLA-DR.

Las especificidades HLA-DR que se consideran suficien
temente bien definidas para reconocimiento oficial son los-
enlistados en la tabla (5).

NUEVA PREVIA
HLA-DR1 DRw1
HLA-DR2 DRw2
HLA-DR3 DRw3
HLA-DRk DRwikt
HLA-DR5 DRw5
HLA-DR7 DRw?

Tabla (5). Nuevas designaciones de especificidades de
el loci HLA-DR con reconocimiento oficial.

Se ha tenido muchas dificultades para definir DRwé, -
ya que no se tienen antisueros operacionalmente monoespeci-
ficos. Son tres las nuevas especificidades provisionales =--
otorgadas; DRw8 (antes wiA8), DRw3 (WiAlX7, budi5) vy DRw1C
(sT-1, LTM). Otras espec:f:cndades discutidas pero no cons '
deradas para su reconocimiento oficial son 8w13, YYY o 5/6-

(64) .

La lista completa de especificidades para HLA reconc~
cidas por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) en 198&C
se encuentran en la tabla (6).
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2.5 HERENCIA.

El sistema HLA es un sistema codominante; los dos ale
los para cada serie se expresan fenotipicamente. La combina-
cién de alelos HLA sobre un cromosoma (uno para cada locus)-
se 1lama haplotipo, y es heredado de unc de los padres como -
una unidad (87).

El fenotipo HLA de un individuo estard dado por dos ~--
ant Tgenos de cada serie; HLA-A1, A2, B5, B7, Cwl, Cw3, Dw2,-
bw3, DRZ, DR3. Su genotipo consiste, en dos haplotipos, uno-
de cada progenitor y se manifiesta como sigue: Al, B7, Cwl,-
bw3, DR3/A2, B5, Cw3, Dw2, DR3. Debido a que sdlo hay dos --
haplitpos paternos y dos maternos en una familia, los vasta-
gos pueden heredar solo cuatro combinaciones posibles, Figu-

ra (7).

PADRE MADRE

AC BC AD BD H1J0S

Figura 7. Los haplotipos paternos estan representados
con las letras Ay B, C vy D Tos haplotipos~
maternos; AC, BC, AD, BD son las combinacio
nes posibles en los hijos. Adv. Hum. Genet.

1980, 10:137.

Por lo tanto, dos hermanos tienen una posibilidad de-
25% de ser idénticos en sus HLA, 50% de compartir sélo un -
haplotipo y 25% de posibilidades de diferir en ambos haplo-

tipos.

El andlisis de haplotipos dentro de una familia puede
determinar, homocigocidad para un antigeno dado o detectar-
la presencia de un antfgeno '"'blanco' que no puede ser iden~
tificado aiin, denominado antigeno'blanco'. La frecuencia de
los genes '"bianco' en el locus A entre los caucisicos es --
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aproximadamente de 2%, en el locus B es de 3%, en los demds
locus no ha sido determinado el porcentaje. La frecuencia-
de los genes ''blanco' en otros grupos éinicos es mayor, ya-
que la mayorfa de los antisueros empleados, son de pobla- -
cién caucdsica (88).

Recombinacidn {Entre-cruzamiento de cromosomas hcmo?o
gos durante la meiosis) ocurre entre los loci HLA. La exis-
tencia de recombinantes HLA es esencial en Ia identifica- -
cion de los loci componentes del complejo y la separacién--
de sus entidades. La frecuencia de recombinacidn sirve para
calcular la distancia génica entre dos loci.

H1A A/B recombinantes ocurren con una frecuencia de -
aproximadamente 0.8% (89), con una distancia génica de 8cM.
De este modo se esperarfa encontrar entre 100 y 2 000 genes
existentes entre A y B.

E1 loci HLA-C se encuentra muy cercanoc al locus HLA-B
pero alin no se conoce su frecuencia de recombinacién (90}.-
La distancia génica estimada entre HLA-B y D es del rango -
de 1 a 2.22 cM (91). No se ha podido encontrar recombinan--
tes entre HLA-B y el gen para el grupo sanguineo Chido - -

(92).

La frecuencia de recombinacidn pareceria ser infiuen—
ciada por el sexo, y es variable entre diferentes poblacio-

nes (93).
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2.6 ANTIGENOS HLA-A, -B, -C.

Los antigenos HLA-A, -B, -C, son glucoproteinas, lo--
calizadas en la membrana celular, estan presentes en casi =~
todas las células nucleadas de nuestro organismo. Se cree -
que estas moléculas fueron originadas de un gen ancestral -
comin que sufrid duplicacidn, esto es atribuido, par el he-
cho, de que exiben una estructura bioquimica homéloga.

Los genes de los loci HLA-A, =B, -C son entidades se-
paradas, esto se ha podido probar por estudios familiares,-
experimentos de '!encasquetamiento'' y andlisis quimico de -~
los productos génicos.

2.6.1 AISLAMIENTO DE ANTIGENOS HLA-A, -B, -C.

Se conoce relativamente poco sobre la estructura mo--
lecular de los antigenos de histocompatibilidad. Ello se de
be sobre todo a que, al i{gual que otras proteinas de la su-
perficie celular, presentan problemas experimentales de im-
portancia para el quimice: no se pueden obtener ficilmente-
en gran cantidad, no son solubles en agua, ni en soluciones
salinas sencillas y estan mezcladas con otras muchas molé--
culas socbre la superficie celular, a pesar de estas limita-
ciones, los antigenos HLA resultan m3s accesibles para la -
real izacibén de an&iisis estructuraies que otras muchas giu-
coproteinas de la superficie celular.

Esta insolubilidad nos demuestra la presencia de una-
region hidrofébica, 1a cual se encuentra insertada en la -~
membrana celular; para el problema de insolubilidad se han-
tomado dos camines: disrupcidn de la membrana celular con -
un detergente; o bien el empleo de enzimas proteoliti{cas.

La molécula de antigenos HLA-A, -B. -C estd constituf
da por dos cadenas pol ipéptidicas; una cadena pesada (lar--
ga) y una cadena ligera (corta) unida no covalentemente - -
(o). Al extraer la molécula HLA con un detergente, se mar-
tendrd en solucidn solamente si el deteraente se encuentra-—
presente. Se ha encontrade (95,96) bajo estas condi{ciones --
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que 1a molécula HLA estd const{tuida por dos cadenas pesa--
das idénticas ¥ dos cademas ligeras idénticas.

Las dos cadenas pesadas se mantienen unidas a merced-
de un enlace covalente, por lo menos. Las cadenas ligeras -
se mantienen unidas a las pesadas por enlaces mas débiles,~-
no covalentes.

Cuando la molécula se extrde con papailna, se |ibera -
un fragmento hidrosoluble de ella denominado F.. Unfragmen~-
to similar se 1ibera cuando el material detergénte solub{--
1{zado se trata con papaina. En ambos casos, el fragmento -
F. consta de una cadena ligera asaclada g un fragmento (FH}
dé Ta cadena pesada. Una porcidn pequefia de la cadena pesa-
da que se designa F_ permanece probablemente asociada g la-

m_ "o ,

membrana celular después de que la cadena pesada se ha rotoc
por accién de la papaina. .o se ha pedido alslar todavia --
este fragmento mas pequefio pero posibiemente comprenda la -
regidon de la cadena pesada que {nteracciona con ig membrana
junto con las subunidades aminoicidas que forman las enla--
ces covalentes entre dos cadenas pesadas cuando se encuen—-
tran en una selucidn de detergente, Figura (8).

\!![
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Los detergentes usados para la solubilizacidén de los-
antigenos son del tipo no-idnicos especialmente se usan: —-
Deoxycholate de sodio, Brij 99 y NP-40); 1a proteolisis en-
zimatica se efectfia principalmente con papaina (97).

La cadena polipéptidica ligera de los antigenos HLA-A
~-B, -C, ha sido identificada ampliamente como beta-2-micro-
clobulina, la c cual es ya conocida desde 1968 (ver m3is - -
adelante.

La cadena polipéptidica pesada es la que reviste ma--
yor interés, ya que es la portadora de la especificidad an-
tigenica.

El andlisis de la secuencia de aminodcidos de la cade
na pesada resulta bastante dificil, debe extraerse con el -
detergente, y mantenerse en dicha solucidn, un esquema de -
secuenc {acién de cadena pesada estd representada en la Fi--

gura (9).

El primer paso de la secuenciacidén es cultivar 1info-
citos humanos, en presencia de un aminodcido radioactivo --
que se incorpore en todas las proteinas nuevamente sinteti-
zadas, incluyendo los antigenos HLA (a).

Las proteinas de membrana marcadas y no marcadas se -
extraen con el detergente (b) y se aislan los antigenos HLA
por precipitacidn con anticuerpos especificos (c), luego, -
las moléculas de antigenos se redisuelven en sus componen-—-
tes {cadenas ligeras y pesadas) por electroféresis con gel-
de poliacrilamida (d). Las cadenas pesadas se eluyen del --
gel y se determina en que posicidngarece el aminodcido ra-
dioactivo a 1o largc de la cadena el iminagndo un aminodcido-
cada vez de la proteina con la ayuda de una mdquina 1lama--
da '*secuencigdor'' (e). Finalmente se mide la radioactividad
de los aminodcidos el ininados secuencialmente (98).



{a)

 (b)

: (c)

{d)

!
(eNryl T

Crecimienta
Celular en presencia
de un aminodcido

radioactivo,

Extracto de proteinas de

membrana con un detergente

Anticuerpos contra

antigenos HLA.

) »4

7,
/

Electroforesis en gel

~Cadena pesada de antigenos
HIA

Removiendo un aminodcido cada vez en el secuenciador (Cuentas para
detectar el marcaje radiactivo).

Figura 9. Secuenciacién de las cadenas pesadas de antigencs HLA
investigacién y Ciencia 1977, 15266,



2.6.2. BIOQUIMICA.

lLas moléculas HLA-A, -B, -C, estdn compuestas por ca-
denas polipéptidicas unidas no covalentemente. Una de estas
cadenas es codificada por gen(es) dentro de la regién HLA,~-
y tiene un peso molecular de 44 000 daltons (gp 44), y es--
denominada cadena pesada. La otra cadena se denomina ligera
y tiene un peso molecular de 11 600 daltons, la cual ha si-
do reconocida como beta-2-microglobulina y es determinada-
por un gen dentro del cromosoma 15 (82). Esta microglobuli-
na ya era conocida por les bioquimicos, y se sabe que no --
parece poseer ninguno de ios determinantes antigénicos que-
son caracteristicos de un definido tipo HLA. Por lotanto --
las especificidades antigénicas deben correr a cargo de las
cadenas pesadas (99).

La beta-2-microglobulina humana fué descubierta, en -
la orina de pactentes con disfuncién renal. Desde entonces,
se ha estudiado detaliadamenie esta protelna y se ha abser~
vado gque se sintetiza en casi todas las células del organis
mo, también se encuentra presente en otras especies, asi --
como: en el ratdn, el perro, conejo, cobayo, y la rata. En-
contraste con la variabilidad de las cadenas pesadas de los
antigenos de histocompatibilidad, no se han detectado va- -
riantes de la beta-2-micregichulina dentro de una especie w
s6lo existen pequefias variaciones en diversas especies.

La cadena polipéptidica de la beta-2-microglobulina -
esta constituido por unos 100 aminodcidos y su secuencia es
homGloga al dominio de la porcidén constante de las cadenas~-
de lgs {c3H).

El andlisis bioquimico y estructural de la cadena pe-
sadg sugieren que es la responsable de la antigenicidad, --
que estd dada por la secuencia de aminodcidos, no ha sido -
posible local izar una regidn variable dentro de esta cadena
que sea responsable de la antigenicidad como en el caso de-
las tgs. Por 13 secuencia de aminocidos “e diferentes espe
cificidades HLA se sabe gque la antigenici id puede estar da
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da en términos de un simple cambio de la posicién de un - -
aminodcido dentro de la cadena(100). Sin embargo pueden exis
tir midltiples cambios (101, 102).

Ademas la cadena pesada porta wa molécula depol isa—-
carido con un peso molecular de 3 000 daltonesque no mues—-
tra propiedades antigénicas o heterogeneidad (103) vy esta -
unidad a una asparagina que aproximadamente es el residuo -
nGmero 100 N-terminal de la cadena pesada.

El conocimiento de la secuencia completa de aminedci-
dos de la molécula de HLA-B7 (104), ha servide para descri-
bir 1a molécula de los antigenos HLA-A, -B, -C, los cuales-
poseen un dominfo alfa-1 {(una porcién amino-terminal apro--
x imadamente 110 aa). Los deminies alfa-2 y alfa-3 que estén
unidos por dos puentes disulfures y constituides por 63 y -
36 aminodcidos respectivamente, una secuencia corta de ami-
nodc idos responsables de la insercién en membrana celular -~
de aprox imadamente 30 aminodcidos y un carboxflo terminal -
en el citoplasma, Figura {(10).
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El aislamiento y purificacion de antigenos HLA-C ha -
presentado algunas dificultades, la molécula es poco esta--—
ble, la cadena de polisacdridos es mas heterogénea quela de
antigenos HLA-A y -B, siendo no antigénicas (105).

La marcada homologia que existe entre los loci HLA-A
y -F confirma la suposicidn de que genes HLA-A y -B proce--
den de un gen ancestral comln que se duplicd.

Para entender la biosintesfs y regulacién delos pro--
ductos del complejo HLA se ha tratado de caracterizar mRNA-
para cadenas HLA-A, -B y -C y para beta-2-microglobulina en
cultivo celular.

Se ha podido estimar la cantidad de nucledtidos que -
contiene el mRNA para HLA-A, -B y -C que son 1 700, 1 300 vy
900 nucledtidos para HLA-DR y beta-2-microglobulina respec-
t fvamente.

El mRNA ha sido aislado fundamentalmente de la membr
na celular, sin embargo la beta-2-microglobulina es s:ntet1
zada en el reticulo endopldsmico rugoso y como la protefna—
es relativamente pequeiia, el mRNA estg libre de los poli- -
rribosomas durante el proceso de aislamiento.

Se puede concluir gue el mRNA para antigenos del Cor-
plejo HLA y beta~2-microglobul ina; siguen el misme modelo -
de sintesis e insercidn que las prote~inas de la superficle
celular en eucariotes (106).

Se ha observado en experimentos llevados a cabo en !=
linea celular Daudi la cual tiene una mutacidn a nivel del~
gen de beta-2-microglobulipa y por lo cual no es capaz de -
sintetizarla, pero esta linea expresa cadenas HLA-A, -F, -—
~-C libres, las cuales no pueden ser determinados seroldgica
mente.

Esto podrna implzcar que la beta-2-microglobulina cc=
trola la expresion antigénica de los HLA-A, -B, -C en la su
perficie celular (107,108).
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2.6.3. DISTRIBUCION TISULAR.

Los antigenos HLA-A, -B, y -C; se encuentran expresa-
dos codominantemente sobre casi todas las células nucleadas
del organismo linfocitos, plaquetas, granulocitos, monoci--
tos neutr6filos, baséfilos, eosinéfilos, fibroblastos, célu
las del bazo, corazdn, pulmén, intestino, rifén (109, 110),
células epiteliales (111,112). Estos antigenos estdn tam- -
bién presentes en lg placenta pero no sobre el trofoblaste -

(113).

Los eritrocitos parecen tener algunos antigenos HLA,-
pero sGlo pueden ser detectados con gutoanalizador, ya quer
se encuentran en muy bajas cantidades (114).

Mortén (115) demostrd que tres antTgenos eritrocitg~—
rios, Bennell-Goodspeed (Bg) se correlacionan ampl iamente -
con antigenos HLA; Bg® con HLA-B7, ng con HLA-B17 y Bg® --
con HLA-A28, pero su identidad quimica no ha sido estable--
cida.

Las células que han sidg m3s estudiadas son: los lin-
focitos T que tienen 103 ~ 10" moléculas de antigenos HLA,-
por especificidad por célula, y en los linfocites B no ha -
podido precisarse (116).

HLA-A, =B, ~C se han detectado en forma soluble en =~
sal iva, suero y plasma (110,117}, orina (118}, 1iquide se--
minal (119) en el calostro de la leche (120).

No se sabe alin con exactitud cuando aparecen los anti
genos HLA durante el desarrollo embrionario pero se cree --
que es 2 partir de la sexta semana (121). La placenta es ~-
rica en antigenos HLA (122), pero no en el trofoblasto - -

(116).

Existen algunas anomalias reportadas en la expresion-
de antigenos de Histocompatibilidad. Schuurman y van Rood -
(123), describen dos infantes turcos con <evera hipogamma--
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globul inemia, y una pérdida en la expresidn de antigenos HLA
sobre 1infocitos, plaquetas y fibroblastos.

Un hallazgo similar fué descrito por Betuel (124), en
un nino inmunodeficiente, sus linfocitos circulantes tenfan
pérdidas de antigenos HLA-A, -B, y -C. Ceppellini describe-
individuos quimera, quienes expresan ambes haplotipos HLA -
de ambos padres (125). Mayr (126}, comunicd a una madre con
aparente mosaicismo gonadal y anomalia en la expresién de -
antigenos HLA. Los haplotipos HLA-A, -B, y -C, que pasé g ~
sus hijaos no estaban expresados sobre sus 1infocttos, pero-
estaban presentes en su madre. Pearson {(127), comunicé a —-
una nifia con expresion trisdmica de antigenos HLA, quien he
redd un haplotipo maternc y los dos paternos debido a una -
inversidn pericéntrica del cromosoma 6. Aster (128), estu--
dié individuos normales que tienen pérdida en la expresion-
de antigenos HLA sobre sus plaquetas. Halim (129) comunicé-
expresidn haploide de antTgenos HLA en espermatozoides. ~ -
Svejgaard estudid a una mujer aparentemente sana, quien - -
perdia los antigenos HLA en sus 1{nfocitos durante 13 mens-
truacidn y estos reaparectan durante el perfode de ovula- -
cién (130).

2.6.%. SEROLOGIA.

Las reacciones seroldgicas son exquisitamente especi-
ficas en la identificacidn de un antigeno (Landsteiner).

En el sistema HLA, las reacciones serolGgicas se dan-
en grupos o familias, lo cual indica que los antigenos que-
definen cada grupo o familia presentan similaridad quimica,
dando origen a reacciones cruzadas. Algunos ejemplos dees-
tos grupos son: Al-Al1-A3, AZ-A25, B5-Bw35, BwSi-B5-BwbZ.

Los términos ''subtipico', 'privado'!, y 'corto' se --
refieren a antigenos que no pueden subidividirse mas y los
términos ''supertipico'’, ''pdblico' o "amplio'" se aplican a-
antigenos definidos por sueros que reaccionan con mds de -
una especificidad Ycorta'*. El antigeno B5 es supertipico -



va que define a dos antigenos cortos Bw5l y Bw52.

Los primeros antigenos descritos por van Rood ka, 4b-
y m3s tarde el 6a, 6b, 7b, 7d, 8a vy el antigeno descrito por
Payne son antigenos supertipicos, ya que incluyen una serie
de antigenos subtipicos. Por ejemplo, el antigeno designado
7c Yincluye" B7, B27 y Bw22, mientras que bc "incluye' - -
BZ{Bw51 y Bw52), BwS3, B18 y Bw35.

Los antTgenos 4a y 4b, hoy conccides como Bwlt y Bwb -
respect ivamente se consideran supertipicos, o bien que sus-
determ inantes forman una ''espina dorsal'' 3 la que estan uni
das las especificidades HLA-, esto ha sido demostrado por -
exper imentos de '‘encasquetamiento''; en los cuales se obser-
van que las moléculas HLA-B aparentemente llevan dos anti--
genos, Bwld o Bwb y un antigeno subtipico (131)}. Se espera--
ria encontrar el mismo antigeno del locus B asociado siem~-
pre, o con Bwk o bien Bwb, en la tabla 6, se encuentran los
antigenos que estdn incluidos en Bwk o Bwb. La utilizacién-
de estos antisueros supertipicos, puede ser de unma gran ayu
dg en la determinaciGn de una especificidad subtfpica. Por—
ejemplo, si tenemos un individuo BlZ positivo, y sabemos -~
- que el Bi2 define dos especificidades subtipicas, Bwhl y --
Bwlt5; ademds que Bwhl esta inclufdo en Bwk, mientras que --
Bwib en Bwb y si sdio tuviéramos un suero sab;#pzco Bwll --—
y los dos supertipicos (Bwhk, Bwb) y encontramos reactividad
positiva para Bl2 y el Bwb seguramente el individuo tendrd-
la variante Bwh5 y no la Bwhl,

De este modo la reactividad cruzada puede ser acarta-
da a través del uso de sueros subtipicos. Ya que la reacti-
vidad cruzada complica la obtencidén de sueros monoespecifi-
Ces.

Los grupos o familias de reactividad cruzada de anti-
genos HLA (CREGs), hasta ahora conocidos se encuentran en -
la Figura 11.

Las reacciones cruzadas debidas a similaridad en 1a es-
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tructura quimfca podrian explicarse por un origen comin, --
Ivanyi (132), sostiene gue el sistema HLA se deriva de un -
gen ancestral que por multiplicaciones y duplicaciones a tra
vas de los siglos ha llegado al pol imorfismo casi indivi- -
dual existente hoy.

La mayoria de las reacciones cruzadas ocurren entre -
especificidades del mismo locus, pero recientemente se ha -
descubierto la existencia de reactividad cruzada entre an--
tigenos de diferentes loci (133), lo cual cencuerda con la-
hipStesis de lvanyi.

LOCUS A

A

!3
i
A1
36 4 Am\ (A5 » Agg)
Aw19
. \
w23’ A A A
szh) ?9 A29 Aw30‘ AWBZ AEBB Aw34
N N,
% wh3 Aw31 \
A2 ~A28 S .

Figura 11. Reacciones Cruzadas para los locus HLA-A y -E.
Fr. Med. Bull. 1978, 3L4:217.
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Figura 11. Reacciones Cruzadas para los locus HLA-A y -B.
Br. Med. Bull. 1978, 3L4:217.



2.6.5. OBTENCION Y SELECCION DE SUEROS INMUNES PARA TIPIFI-
CACION.

Las pruebas seroldgicas para el estudio de especifici

dades HLA, son variados, pero cualquiera que sea el método—
para su tipificacién las fuentes de origen de los sueros --

son siempre las mismas.

Los anticuerpos HLA sélo se encuentran después de una
sensibilizacion previa. La sensibilizacidon puede ser segui-
da a un injerto de piel (134), transfuciones sanguineas, --
terapéuticas o experimentales (135) o por inmunizaciones ex
perimentales con linfocitos, transplantacion de Grganos y -
mis frecuentemente a través del embarazo (136). La ruta - -
de administracion, el tipo de inmunizacién tiene influencia
en el desarrollo de antigenos citotdxicos.

Los sueros usados para tipificacidén de antigenos HLA-
son eh su gran mayoria seleccionados de mujeres mul tiparas,
pacientes trasplantados y sujetos inmunizados experimental-
mente. Los anticuerpos son generalmente de la clase IgG, -~
son 1iticos en presencia de complemento, existiendo tam- -
bién anticuerpos aglutinantes, no fijadores de complemento-
y que son usados de rutina. La mayoria de los anticuerpos -
HLA son activos, sin diluir o en muy pequefias diluciones.

Las principales fuentes de obtencidn de sueros para -
tipificacion son:

Mujeres multiparas. Los anticuerpos anti HLA-A, -B, -
~-C y -DR se encuentran cominmente en el suero de mujeres --
que han tenido varios embarazos. Se piensa que la inmuniza-
cidén ocurre durante el enbarazo cuando antigenos HLA del fe-
to, de origen paterno, inmunizan a la madre. Como es proba~
bie que en embarazos posteriores los fetos tengan antigencs
HLA diferentes, es normal que las mujeres multiparas tenga=
sueros miltiples especificos que reaccionan con varios ant”
genos HLA. Ocasionalmente uno de los antigenos induce mejc~
la formacidon de anticuerpos que los otro<. en cuyo caso se-
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obtiene un suero "operacionalmente'' moncespecificos.

Los receptores de muchas transfuciones sanguineas. Al
haceruna transfusién no se tiene en cuenta la compatibili--
dad o la incompatibilidad para HLA entre donador y receptor
la mayoria de los pacientes transfundidos por razones tera-
petGticas reciben sangre incompatible y por lo tanto, pueden
formar anticuerpos. En ocasiones se hacen transfuciones san
guineas repetidas, a voluntarios, que tengan un determinado
antigeno HLA para conseguir anticuerpos capaces de detectar
ese antigeno. Las inmunizaciones continuas pueden conducir-
a la pérdida del antigeno (137).

RECEPTORES VOLUNTARIOS DE INMUNIZACIONES. Las inmuni
zaciones se llevan a cabo mediante inyeccidén intradérmica -
o subcutdnea de 1infocitos HLA-incompatibles o bien por in-
jertos de piel incompatibles para HLA. Para inducir la for-
macién de un anticuerpo monocespecifico HLA. Se debe inmuni-
zar las menos veces posibles, aunque esto tiene 1a limita--
cion de que algunos antigenos débiles pueden ser incapaces-
de provocar una respuesta de anticuerpos, por lo que a menu
do, la calidad de los anticuerpos es seroldgicamente pobre-
y tiene amplia reactividad cruzada.

INMUNIZACION A PRIMATES. Puesto que el MHC de los pri
mates es parecido al HLA, se pueden escoger receptores ade-
cuados para inmunizaciones planeadas.

Los tTtulos de los sueros son altos, pero las reac- -
ciones son amplias y generalmente no se usan para tipifica-
ciodn.

Para el MHC del ratdén, ha sido posible elaborar anti-
cuerpos monoclonales en células hibridas, estos anticuerpos
monoclonales HLA (138,139,140) pueden solucionar el proble-
ma de obtencidn de sueros monoespecificos e incrementar el-
conocimiento de este complejo.

Para establecer la especificidad HLA de un suero in--
mune, se hace reaccionar con linfocitos o plaquetas con es-
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pacificidad conocida o ambas células de un panel donadores-
voluntarios para determinar su reactividad y la frecuencia-
de reacciones positivas en la poblacidn. Las reacciones de-
los sueros se pueden analizar estadisticamente para estu- -
diar sus patrones de asociacion lo que generalmente se hace
por medio de computadoras. Ultimamente el uso de sueros de-
referencia para el estudio de las especificidades conocidas

de HLA, ha simplificado el proceso.

El problema de multiespecificida de un anti-suerc HLA
puede ser solucionado por absorcidn o dilucién.

La absorcidn consiste en la adicidon del antigeno al -
suero multiespecifico, generalmente en 1a forma de plaque--
tas o linfocitos en proporciones convenientes; seqguido de -
un paso de elucidén que consiste en lavar las células (para-
retirar los anticuerpos libres) y después deshacer la unidn
antigeno-anticuerpo, lo cual casi siempre se logra con cam-
bios de pH (141, 142). La absorcidén es el procedimiento mis
simple cuandoc se tiene un suero multiespecifico, el cual ==
contiene anticuerpos para antigenos de diferentes locus, --
ejemplo: Se tiene un suero con anticuerpos A3 y B5, realiza
mos la absorcidn con células A3, queddndonos en el sobrena-
dante s6lo anti-B5. E1 anticuerpo A3 puede ser recuperado -
lavando las células para quitar la contaminacion, seguido -
de elucion acida y neutralizacidn.

Ei procesoc de absorcidn es mas comiin para retirar an-
ti-cuerpos anti-HLA-A, -B, -C de un suero que adem3s conten
ga anticuerpos HLA-DR (143).

La absorcidn puede ser usada tambien para limitar la-
reactividad cruzada de un anticuerpo. Por ejemplo: un anti-
suerc HLA-A3, el cual reacciona con un titulo de 1:8 con cé&
Tulas HLA-A3, puede también reaccionar con células HLA-AIT-
pero a2 un titulo mucho menor, por lo cual por diluciones se
puede obtener un suero especifico. Aiternativamente, si rea
lizamos absorcién de el antisuero A3 con células Al1, se re
duce la reactividad con All, pero desafortunadamente la ac—
tividad anti-A3 disminuye.
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El problema de los sueros multiespecificos indudable-
mente se resolverd por el uso de anticuerpos monoclonales,-
sin embargo el problema de reactividad cruzada, no se resel
verd por lo cual queda aiin mucho por analizar al respecto.

2.6.6. TECNICAS DE TIPIFICACION,

Los antfgenos HLA-A '-B, -C y -DR se determinan sero-
l6gicamente. La primera metodologia de estudic para antfge-
nos HLA fué 1a leucoaglutinacidn, pero presentaba muchos --
problemas técnicos, era pobremente reproducible, por lo - -
cual era poco confiable. Los antisueros para tipificacion -
no eran del todo especificos, lo cual acrecentaba el probie
ma de la tipificacion, el desarrolic de antisueros operacic
nalmente monoespecificos y el conocimiento de las reaccio--
nes cruzadas trajo consigo el desarrollo de nuevas técni- -
" cas de tipificacion mds confiables y reproducibles.

E1 desarrollo de 1a técnica de linfocitotoxicidad, --
lTevdé a un répido progreso en el estudio de especificidades
HLA. En esta técnica se emplea el efecto citotdxico de an——
ticuerpos leucocitarios, en presencia de complemento, dafiar
do 1la membrana y causando la muerte celular. El método es -
mas confiable y reproducible que leucoaglutinacién. El efec
to citotdxico de anticuerpos anti-leucocitarios fué observa
do por Doan en 1326, y fué aplicado hasta 1356 por Gorer y—
0'Gorman en el estudio de H-2 en el ratdn, siendo mds tarde
introducida en el estudio seroldgico de 1infocitos humanos-
para la detecci6n de antigenos HLA. El desarrollo y miniatc
rizacién de la técnica se 1levd a cabo por Terasaki (144),-
en esta prueba se usan pequefios voldmenes de antisuero y --

suspension celular.

La prueba de linfocitotoxicidad requiere de suero de~
conejo como fuente de complemento. El uso de sueros de - -~
otras especies tradicionales en serpologia (cuyo) no ha sidwo
satisfactoria (145).

La introduccidon de linfocitotoxicidad permitié la de-
teccién de nuevos antigencs, como los antigenos HLA-DR.
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El useo de otras técnicas seroldgicas, derivadas de --
métodos existentes en microbiologia, han sido también explo
radas. Los principios basicos de el método de Fijacién de -
Complemento para bacterias, fué desarrollado y aplicado al-
estudio de antigenos HLA. Usando plaquetas como fuente de -
antigenos, siendo esta técnica menos sensitiva que microlin
focitotoxicidad, la ventaja que presenta esta técnica es —-—
que pueden usarse plaquetas que han estado almacenadas a --
4°C por un periodo largo de tiempo. Microlinfocitotoxicidad
requiere células frescas o congeladas con técnicas especia-
les para evitar dafio celular, en contraste con plaquetas.

En 1a actualidad se han desarrollado nuevas técnicas-
m3s sensibles pero mds complicadas y costosas para definir-
antigenos HLA, como Fluorocromasia y Liberacién de Cromo —-
51. Aunque estas técnicas sean mas sensibles que microlinfo
citotoxicidad, ésta sigue siendo las mds usada y selecciona
da en los trabajos de investigacion y transplantes debido--
al menor costo que tiene ésta.

LINFOCITOTOXICIBAD.

Principio del método: Cuando se incuban anticuerpos -
citotéxicos con 1infocitos vivos que poseen el antigeno co-
rrespondiente en presencia de complements, el anticuerpo se
fija al antigeno sobre la superficie de el linfocito activa
do al complemento, causando citotoxicidad, manifestada en -
dafio en la integridad de la membrana celular, esta citotoxi
cidad es revelada por varios métodos.

Para linfocitotoxicidad se usan preparaciones puras -
de linfocitos, separados de sangre periférica con un gra- -
diente de Ficoll Hypaque, lavados y resuspendidos en @editv
de cultivo {McCoys) a una concentracidn de 3 a 4 X 10° cé&l
las/ml. Por medio de una microjeringa Hamilton se ponen ez
tidades de L }. 1 de la suspensidn celular en los pocitos ce
placas especiales (Faicon tipo Terasaki), las cuales contie
nen 1%.. 1 del antisuero, se incuban a temperatura ambiente-
30 min., se lavan las células v se afiade % 1 de complemer-
to (suero de conejo liofilizado) o suerc e conejo fresco,-
incubados por espacio de 30 min. El ndme: de células vive:
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se estima visualmente en un microscopio de contraste de fa-
ses o bien mediante 1a tincidn con eosina o azul tripan o -
algunas tinciones fluorescentes, la metodologia de esta - -
prueba serd ampliamente tratada en el siguiente capitulor--

Liberacion de cromo 51.

En este tipo de ensayos se requiere un equipo espe- -
cial de trabajo. La primera parte de esta técnica es aislar
Ia poblacion total de linfocitos, como aisiados para linfo-
citotoxicidad, se lavan y se ajusta su concentracidn, se in
cuban con medig1de cultivo en el cual se adiciona Cr51 - -
{50,.Ci Na,Cr”'). Las células incorporan el Cr radioactivo
‘del medio d€ cultivo, inmediatamente después las células --
son sembradas en las placas conteniendo los antisueros, se-
incuban a temperatura ambiente 30 min., son adicionadas con
ky.1 de complemento y se incuban, después de 1a muerte celu
lar causada por la reaccidn antTgeno-anticugfpo y la activé:
cién del complemento las células liberan Cr” . Este método-
es complicado para ser usado en exdmenes de rutina pero es-—
excelente para estudios especiales de cuantificacién (C&lu-
las Mediadoras de Linfdlisis, ver mas adelante).

FLUOROCROMASIA.

Este método es ma&s ventajoso, va que se pueden valo——
rar porcentajes bajos de c&lulas muertas, el cual no podria
ser evaluado por otros métodos. Las células vivas se presen
tan fluorescentes y las muertas no presentan fluorescencia-
al ser tratadas con diacetato de fluoresceina. La gran des-
ventaja de este método es que necesita un microscopio de --
fluorescencia y un cuarto obscuro {(146).

2.7 ANTIGENOS HLA-Dw.

En 196k, Barbara Bain y cols. (147), observaron que -
cuando mezclaban linfocitos de dos donadores no consangui--
neos al azar, cultivdndose juntos por siete dias, en el cul
tivo aparecia transformacidn bldstica. Este fendmeno se in-
vestigbd mads a fondo usando las células de gemelos univiteli
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nos, de hermanos y de individuos no emparentados. Las reac-
ciones entre estos Gltimos eran generaimente muy fuertes y-
entre los hermanos eran muy débiles o no existfa. Esto su--
giere que los antigenos que cifraban a la estimulacién de -
"Ta reaccidn de linfocitos en Cultivo Mixto (MLR), estaba ba
jo control genético. Estudiando familias y poblaciones se -
ha logrado establecer, que los genes que controlan MLR, se-
encuentran dentro del MHC ya que se heredan junto con las -
especificidades antigénicas HLA. Estos descubrimientos lle-
varon a algunos investigadores a postular que los determi--
nantes de la activacién linfocitaria (Lads) y las especifi-
cidades antigénicas HLA eran una misma cosa (148).

Los trabajos efectuados en otras especies (rata, ra-
tén, pollo, cerdo, perro) también indican la presencia de -
genes Lads en el MHC; en el ratdon sin embargo, no todos los
Lads estdn en el MHC, ya que hay otro sistema genético en -
el cromosoma 1, llamado Mls dentro del que también hay Lads
asi se establecid que los Lads pueden estar separados fun=--
cionalmente de las especificidades antigénicas del MHC. Ex-
perimentos posteriores demostraron que los Lads localiza- -
dos en el H-2 estaban gobernados por la regidn |.

En 1o concerniente al hombre, se acumularon datos en~
favor de la hipdtesis de que genes Lads del MHC y los loci-
responsables de las especificidades antigénicas HLA eran --
distintos entre sT pero ligados al MHC (149). Estudios fami
liares en los que existia recombinacidn, pudo ser posible -
localizar el gen del MLC el cual es denominado HLA-D.

2.7.1. DISTRIBUCION TISULAR.

Los antigenos HLA-Dw se expresan sobre c&lulas que e3
timulan MLC (Cuitlva Mixto de Linfocitos). Esto incluye Ii__
focitos B Y xlucaa celulares de linfoblastos B (25{}, 15 =
ademas se expresan en células de Langerhans (152), monoci-~
tos, macrGfagos (153), cé&lulas endoteliales (154) y esperma
tozoides (155). Sin embargo el estudio genético de los an-—
tigenos HLA-Dw, ha sido restringido al linfocito. Las cé&lu=-
las que no estimulan MLR, incluyen eritrocitos y p?aqueta<~
(147), fibroblastos, neutrs6filos (158) y <élulas T (157).
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2.7.2 TIPIFICACION DE ANTIGENOS HLA-Dw.

En la reaccién de 1infocito en cultive mixto (MLR)-
los linfocitos de dos donadores diferentes se mezclan, las-
células de ambos donadores reaccionan entre si, reconocien-
do ambas aloantigenos extrafios sobre la otra célula, esto -
se denomina MLC en ''dos sentidos''. La reactividad puede ser
evaluada de varias formas (incluyendo conteo de células bl
ticas y midiendo incorporacidn de timidina radioactiva).

Una modificacidon importante de esta técnica es la lla
mada MLC en "un s6lo sentido'', en la cual la reactividad --
ocurre en una direccion; linfocitos de un individuo (A) se-
mezclan y cultivan con linfocitos de un individuo {c), en--
los cuales se bloquea sintesis de DMA, este bloqueo se - -~
efectlda con radiaciones subletales o tratamiento con drogas
semejantes a la mitomicina C (158,159). Otras células como-
macréfagos, ciertas células tisulares (152) y espermatozoi-
des (160) pueden ser usadas en lugar de linfocitos (C o es~-
timuladores). En este caso la inactivacién es usualmente --
innecesaria, estas células solo logran estimular a las cé~-
lulas (A), pero no encuentran las condiciones &ptimas para-
proliferar. De este modo la reaccion es designada AC, en --
donde A son las células respondedoras y C las estimu¥adoras
y X representa Ta inhabilidad de C a proliferar.

Para la tipificacion de antigenos HLA-D es necesario-
el uso de Tinfocitos de individuos quienes tengan en su ha-
plotipo HLA-D idénticos, estos linfocitos HTCs (Células Ho=
mocigSticas para Tipificacién).

La fuente de obtencion de células homocigéticas para=
tipificacién (HTCs) son los hijos de matrimonios eatre pri-
mos hermanos, los hijos de estos tienen una probabilidad --
superior de ser individuos homocigétos, vya que en la pobla-
cién normal es muy baja (1 en 16 de los hijos de matrimo- -
nios entre primos hermanos es homrcigdto).

En el 6o. Taller Internacional de Histocompatibilidac
en 1975, van Rood y Cols. (161) estudiaron 593 hijos de -—
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195 matrimonios entre primos hermanos, encontraron 48 indi-
viduos homocigotos para las especificidades serolégicas - -
HLA. De ellas sbélo 20 eran homocigotos para HLA-D (los - -~
otros eran homocigotos para HLA-A, -B, -C, pero no para - -
HLA-D), por lo cual podemos observar que es extremadamente-
dificil consequir células homocigotas para tipificacidn.

Las cé&lulas HTC son usadas como células estimuladoras,
cuando estdn en contacto con células de otra persona (respon
dedora) y no son estimuladas por las células HTC, esto quie-
re decir que expresan el mismo HLA-D.

Cuando una células respondedora coincide en una de sus
especificidades HLA-D con la de una HTC, generalmente la - -
reaccion que se produce no es totalmente negativa como entre
los hermanos HLA idénticos. Esta MLR débil o moderada se 1la
ma 'respuesta de tipificacion'. En algunos casos puede 1le--
gar a ser tan alta como 50% de la reaccion positiva y esto -
puede ser debido a: Retroestimulacion. Ni los rayos X, ni la
mitomicina € bloquean totalmente la capacidad de dividirse -
de las células estimuladoras, de forma que cuando se mezclan
con las respondedoras, también incorporan isdtopo. Ademas --
liberan linfocinas que estimulan inespecificamente todas las
células B en cultivo (132, 162).

-
O

Existen otros métodos de tipificacién de la regidon - -
(PLT=PRI

HLA-D, mediante la prueba de linfocitos i'incitados'’
MED LYMPHOCYTE TEST).

Los linfocitos respondedores sensibilizados en un cul-
tivo de linfocitos (MLC) primario, pueden ser reestimuladcs-
en un cultivo mixto secundario, usando las mismas o diferen-
tes células estimuladoras (163). Estos linfocitos pueden pro
liferar ma3s rapidamente en el cultivo secundario (1 a 2 dfas

-~ - »
en lugar de 5 a 7 dias) con células que presentan el mismo -

antigeno. Esta reestimulacion puede ser usada para producir-
una gran especificidad de c&lulas respondedoras en PLT: Por-
ejemplo, si un padre (Dwl, Dw2) estimulado con células de su
hija (Dwl, DwX) o con las células de su hije (Dwl, Dw3), ios
linfocitos “incitados'' del padre reconoce an un DwX en el ~-
primer caso y Dw3 en el otro en un cultive ixto secundar’ o=
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(PLT).

MLR combinacidn
Célutlas Células Respuesta
Respondedoras Estimuladoras Especifica en PLT
Padre Dwl, Dw2 Hija Dwl, DwX ~ DwX
Padre Dwl, Dw2 Hijo Dwl, Dw3 Dw3

Las dificultades técnicas que presenta este método ~--
(164), se deben a la gran variavilidad de 1a reestimulacidn,
seglin se usen las mismas células estimuladoras que en el --
primer cultivo, células distintas pero con los mismos deter
minantes de HLA-D, a veces es muy dificil 1a descriminacion
entre resultadospositivos y negativos. También se sabe que-
en algunos casos el MLC secundario produce una suprecidn -
en lugar de la amplificacién de la respuesta a los determi-
nantes del locus HLA-D.

La asociacidn de HLA-D/DR define antTgenos DP. Se han
real izado diferentes estudios para poder correlacionar los-
antTgenos HLA-Dw/DR/DP (165), el mds reciente es el efectua
do por Morlnng (166}, en el que tipificd 79 individuos para
los antigenos HLA-Dw, DR y DP buscando 1a correlacidn exis-
tente, se usaron las siguientes técnicas; para tipificar --
HLA-Dw se utilizd MLC con células homocigdticas (HTCs), pa-
ra los antigenos PR se usd microlinfocitotoxicidad; v para-
los antigenos DP se utilizé PLT. Se incluyeron todas las --
células y antisueros recopilados en el 8o. Taller Interna--
cional de Histocompatibilidad.

El 80% de los individuos tipificados poseian el mismo
antTgenoc con las tres técnicas y los valores para el coefi-
ciente de correlacidn (r) fueron los siguientes DP/Dw=0.95,
DP/DR=0.94 y Dw/DR=0.89. Existe una estrecha correlacidn --
entre DP/Dw y DP/DR, mientras que es mds amplia la relacion
Dw/DR.

USO DE ESPERMATOZOIDES COMO CrLULAS DE TIFIFICACION.

Datos recientes muestran que Tos es.~rmatozoides ex--
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presan en forma haploide las especificidades de los loci - -
HLA-A, -B, ~C, -D, -DR en su superficie. Por lo cual los es
permatozoides, pueden ser usados en lugar de las células --
HTC para tipificacién de los determinantes HLA-D (167).

El método es superior en principio, el método de ti--
pificacidon con células HTCs ya que cualquier donador mascu-
Tino puede tedricamente producir dos tipos de células para-
tipificacion, mientras que los linfocitos homocigdticos pa-
ra HLA-D son raros. Otra ventaja es que se pueden almacenar
en N, 1Tquido y después de usarse directamente en cultivo -
sin necesidad de irradiacidn, ni tratamiento quimico, para-
la eliminacidén del factor blastogénico puesto que no proli-
feran.

2.7.3. CELULAS MEDIADORAS DE LINFOLISIS (CML).

Existe una gran proliferacidon de células T ayudadoras
en MLC, una segunda respuesta protiferativa genera linfoci-
tos citotéxicos (168), siendo estas células capaces de oca-
sionar 1isis especifica contra las células portadoras del -
antigeno que les incito -antigeno blanco-. Esta capacidad -
de ocasionar 1isis, puede ser evaluada por la prueba de - -
CML, en la cual una poblacion célular respondedora después-
de 6 dias en MLC, se les sdiciona directamente, células - -
blanco, marcadas con Cr 51, si existe liberacidn de Cr 51 -
después de 4 horas, esto serd@ indicador sensitivo de muerte
celular, ocasionada por la 17sis especifica (169).

En el raton se ha probado que para que se generen - -
células T cicotoxicas, debe existir identidad en la region-
[ (probablemente la identidad en humanos sea D/DR) entre --
las c&lulas ayudadoras y las células citotdxicas precurso--
ras (170).

En estudios efectuados por Long {171) usando células-
respondedoras y estimuladoras las cuales difieren en los -~
antigenos HLA-A y HLA-B pero son idénticos en HLA-D, obser-
va que existen células citotdxicas en ausencia de una res--
puesta proliferativa (Y que estas pueden ser generadas por-
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ta incompatibilidad de HLA-A y -B o incompatibilidad de ~ -
HLA-A o -B.

Los Tinfocitos citotdéxicos pueden ser exquisitamente-
especificos ya que pueden discriminar entre las variantes -
ant igénicas de B5(Bw51 y Bw52) (172), pero también se ha --
observado que linfocitos citotGxicos generados contra B7 --
puedan lisar células conteniendo el antigeno B27 y vicever-

sa (173).
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2.5 ANTIGENOS HLA-DR.

Van Rood y sus colegas observaron en sus laboratorios
que algunos sueros de mujeres multiparas, bloqueaban especifi
camente MLR y lograron mostrar por fluorescencia, que el blo-
queo del suero reactivo era especificamente contra una por- -
cidon de células del donador {174). Estas observaciones y des-
cubr imientos similares en otros laboratorios pronto llevaron-
a ia deteccidn de antigenos seroldgicamente determinados en -
linfocitos B, estos antigenos se consideran fundamentalmente-
equivalentes a los antigenos HLA-D y fueron denominados D-re-
lacionados o HLA-DR.

La region | del complejo H-2 en el ratGm, parece te—-
ner gran similitud con la region HLA-D/DR del humano, los an-
tigenos HLA-DR equivaldrian a los antigenos la codificados —-
por Ia region |.

Numerosos fendmenos inmunes y susceptibilidad a enfer
medad han sido mapeados dentro de la regidon | ya que hay gran
similitud con 1a reqgidén HLA-D, esto podria ser extrapolado en
el hombre, por to que es de gran interés el estudio de la ---
region HLA-D y sus antigenos seroldgicamente determinados HLZ
DR.

2.8.1. AISLAMIENTO.

El aislamiento de antigenos HLA-DR de la membrana ce~
lular se efectiia por dos métodos: 1) Disprupcidn de Ta membra
na celular con un detergente y 2) Empleando enzimas proteocli~
ticas, métodos por los cuales se aislan también fas molécu- =
las de antigenos HLA/A, -B, -€, que fueron ya comentados am--
pliamente (94).

Al extrasr los antigenos HLA-DR con un detergente o -
una enzima se obtiene una molécula compleja con peso molecu——
lar de €1 000 daltones, formada por dos cadenas polipéptidi=--
cas, unidas noc covalentamente. Este complejo es estable a --
55°C en SDS (Sodic dodecyl sulfate) pero incubados arriba de-
esta temperatura en SDS, la compleja molécu : se disocia en -
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dos cadenas, una con un peso molecular de 33 000 y otra de =~
28 000 daltones. Ambas cadenas polipeptidicas insertadas en =
la membrana celular, con una regidn hidrofébica intramembrana,
tiene una larga regidn extracelular N-terminal y una cadena -
pequefia COOH- terminal intracelular.

E1 método para conocer la secuencia de aminoacidos de
las dos cadenas polipeptidicas, partiendo de 1Tneas celula- -
res de 1infoblastos B sigue basicamente los pasos que fueron-
esquematizados en la Figura (9).

Se ha podido observar que la cadena pesada (33 000) -
de diferentes aloespecificidades HLA-DR son virtualmente - -
idénticas mientras que la cadena ligera (28 000) es variable-
para las especificidades analizadas por lo que se sugiere que
es la portadora de la especificidad antigénica (175).

2.8.2 BIOQUIMICA.

Los antfgenos HLA-DR estdn constituidos por cadenas -
de gluco-proteinas, una cadena alfa o pesada de 34 000 dalto-
nes y otra cadena beta o ligera de 29 000 daltones, unidades-
convalentemente Figura (12). La cadena alfa contiene dos mo--
Téculas de oligosacéridos, de las cuales no se conoce aiin el-
sitio exacto de su ubicacion. La cadena beta contiene una mo-
1écula de oligosacdridos (177). Estas moléculas alfa y beta -
son sintetizadas por genes dentro de 1a region HLA-D.
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Figura 12. Dibujo esquematico de la mciécula de antigenos --
HLA-DR The role the Mayor Histocompatibility Com-
piex in lmmunobiology 1981, pagell5, N.Y. Gar- -
fand Pu. Co.

De estudios realizados con antigenos la del ratdn y-
antigenos HLA-DR humanos, se ha podido observar que existe -
una gran homologia estructural entre las cadenas beta de am
bos antigenos, en el ratdn se conoce que las cadenas beta es
tdn codificadas por genes en la subregidn 1-A, y la cadena -
alfa estd regulada por genes en la subregidn |-E.

Bodmer sugiere que en el humano, existen subregiones
homblogas a 1a I-A e I-E del ratdn, que contienen los genes-
reguladores para biosintesis de cadenas alfa y beta de HLA-DR



(178, 179, 180).

La antigenicidad DR, ha sido atribuido a 1a cadena --
alfa por algunos investigadores (181) y por otros a la cadena
beta. Mientra§’que algunos otros piensan que estd dado por la
secuencia amino3cidica de ambas cadenas, sin embargo este ---
desacuerdo es por que no existe todavia métodos lo sufucneate
mente confiables como para detectar el polimorfismo genético~
real de ambas cadenas (182).

Parish y colaboradores (183) refiere que existen anti
genos la en el ratdn, que son carbohidratos posiblemente gli-
colipidos. Existen otros reportes que fundamentan que antige-
nos HLA-DR sobre cé€lulas T activas son diferentes a la de las
células B autdlogos (184) y es posible que existan dos se- -
ries de moléculas HLA-DR, una llevando el antigeno HLA-DR y -
MB y la otra el antigeno HLA-DR y MT {ver mas adelante).

2.8.3. DISTRIBUCION TISULAR.

Las moléculas HLA-DR estan expresadas sobre linfoci--
tos B, 1Tneas celulares de linfoblastos B, monecitos, macréfa
gos, espermatozondes, celulas de Langerhans, y células endote
liales (185). Se han reportado antigenos similares a los HLA-
DR sobre linfocitos T activados (186). En el ratdn también se
han evidenciado antigenos la sobre linfocitos T activados y -
posiblemente, estos antigenos sean codificados en la regién —-
I-d (187). Se ha determinado también antTgenos HLA-DR en cul-
tivo de melanomas malignos (188). Antigenos semejantes a los-
DR {identificados por inmunofluorescencia indirecta usandoc ar
ticuerpos monoclonales) se han reportado, localizados en el--—
epxtello del tracto gastrointestinal, en glandula mamaria, we
jiga, glandulas bronqulales, células acinares de la parat:ru
des, astrocitos, céiuias de kupffer y endometric. Se ha esta-
bltecido que estos antlgenos son idénticos a los antlgenos bE -
de linfocitos sangufneos (189).

2.8.4. SEROLOGIA.

El locus HLA-DR, es muy compiejo, existen razones pa-
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ra suponer que en realidad se trata de miiltiples loci cercana
mente 1igados. Se conocen hasta ahora 11 antigenos DR y estos
al igual que los antigenos HLA-A, -B, -C, presentan reaccio-=
nes cruzadas entre si Figura 13, este esquema de reactividad-
no es muy detallado aiin, ya que no se tienen sueros verdadera
mente monoespecificos para la definicidn de antigenos HLA-DR.

Drl\\\\\\\\\
DRWS\\\\\\\\ §§§§§D§w6

DR3

FIGURA 13. Esquema de Reactividad Cruzada para antigenos --
del Tocus DR. Br. Med. Bull. 1978, 34:233,

E1 an3lisis de datos- seroldgicos del séptimo Taller-—
internacional de Histocompatibilidad, se propone la existen-
cia de un loci ligado a HLA-DR, designados MB que codifica -
para especificidades piblicas de DRs.

En el octave Taller Internacional se discute la exis
tencia de una nueva serie de antfigenos codificados por un --
gen ligado a DR designado MT con tres antigenos MT1, MTZ y -

MT3.

Estos dos nuevos loci MB y MT son menos polimdrficc:z
que DR, muestran asociacién o estdn contenidos en las espec’
ficidades de antigenos DR, su presencia ha sido descrita cc-
mo reactividad cruzada. Por ejemplo un antisuero MB1 reaccic
na positivamente con aquellas células que contengan antige-—
nos HLA-DR1, 2 y 6 en caucdsicos. Un esquems que representa-
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la asociacién de Tos antigenos MB, MT y DR es denotado a con-
tinuacién en la Figura 14 (190).

DR1
— MT1 DR2 MB1
|_DR6

_—

\. | DR3
DR7 | MB2

MT2

MT3

DRE |
— DR5 | MB3
DR8

.

Figura 14. Asociacidén de los antigenos MB,
MT y DR.

De datos recientes obtenidos se deduce que los anti--
genos la humanos, estdn compuestos de por lo menos, cinco com
ponentes cada uno de los cuales, pueden ser productos de ge--
nes separados.

En estudios efectuados en 1Tneas celulares de 1info--
blastos B (Pala) se detecté la presencia de cinco componentes
para los antigenos la, tres alfa-subunidades, y dos beta-sub~
unidades, una subunidad alfa y otra beta que definen el anti-
geno DR; 2 subunidades alfa y una beta para los antigenos MB-
y MT, la interpretacidn de estos datos, nos pueden llevar a -
verificar la estrecha relacidn existente entre los antigenos—
HLA-DR, MB y MT, de andlisis con electroenfoque e inmunc pre—
cipitacion podemos evidenciar que son productos de loci sepa-
rados (191, 192).

Shaw (193), ha estudiado individuos quienes son HLA-3
-B, -C, -D, -DR y MB idénticos pero quienes, sin embargo gere
ran una reaccidon PLT fuertemente positiva. Shaw postula un -~
nuevo locus llamado SB o locus de células B secundario. Los-=
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antTgenos SB tienen las siguientes caracteristicas: 1) Se en-
cueniran en células B y no en células T, 2) Estan codificadas
por un gen entre HLA-B y GLO, 3) Estimulan una pequefia res- -
puesta primaria; pero 4) Estlmulan fuertemente PLT y una fuer
te respuesta secundaria de células T citotéxicas. La asocia——
cién con enfermedad parece probable, ciertas combinaciones --
de HLA-B y SB son frecuentes en Dermatitis Herpetiformis - -

(195}.

La relacién entre los antigenos HLA-DR y HLA-D es aiim
muy compleja, en poblaciones caucdsicas existe correlacién en
tre los antigenos Dwl-7 definidos por MLC y los antigenos - —
DR1-7 seroldgicamente determinados, pero en poblacién orien--
tal e indios americanos y negros no existe tal correlacidon --
(195} . En estudios familiares no existen datos convinventes -
que muestren recombinacidn entre los loci HLA-D y DR, estas -
evidencias indican que los antigenos definidos por tipifica--
cidn celular son productos génicos de loci extremadamente cer
canos.

2.8.5. OBTENCION Y SELECCION DE SUEROS INMUNES PARA TIPIFICA-
CION DE ANTIGENOS HLA-DR.

Las fuentes de obtencidn de antisueros anti-DR, son -
las mismas empleadas en la obtencidn de antisueros anti-HLA,-
-A, =B, -C.

Los sueros de mujeres multiparas frecuentemente con--
tienen anticuerpos anti-HLA-A, -B, -C y -DR, los tftulos de -
ant icuerpos HLA-A, -B, y -C en estos sueros son muy altos com
respecto al contenido de anticuerpos anti-HLA-DR, esto es de—
bido a que la gran mayoria de linfocitos periféricos son T y~
no expresan antigenos DR. La poblacidn de linfocitos B es me-
nor.

En inmunizaciones planeadas, se usan extractos de Tin
focitos B para aumentar el titulo de anticuerpos DR aunque =J
gieren prevaleciendo los anticuerpos HLA-A, -B, y -C, los Cua
les pueden ser removidos del suero por absorcron con plaque-—
tas {las plaquetas poseen antigenos HLA-A, -B, y -C pero ng -
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DR), lo cual representa muchos mililitros de sangre para ob--
tener las plaquetas necesarias para absorver un mililitro de-
suero anti-HLA-DR.

inmunizacién de conejos con linfocitos B, nos provee-
de un antisuero con alloespecificidad, pero este suero requie
re una absorcién con plaquetas mds extensiva; para hacerlo --
especifico.

El desarrollo de técnicas para la obtencidn de anti--
cuerpos monoclonales resolveria el problema de absorcidon de =
anticuerpos indeseables para obtener un antisuero operacional
mente monoespecifico (195).

2,8.6. TECNICAS DE TIPIFICACION.

Los antigenos HLA-DR son seroldgicamente determina- -
dos, las técnicas de tlplflcaCiOn son similares a las usadas-
en la determinacidén de antigenos HLA-A, -B, y -C. Ambos uti--
lizaban, antisueros humanos y suero de conejo como fuente de~
complemento. Sin embargo las técnicas de tipificacidon de an--
tigenos HLA-DR, requieren de una poblacidn enrlquecxda de lin
focitos B y los tiempos de incubacidn son mds largos.

Los linfocitos B constituyen del 10 al 15% de la po--
biacidn totai de iinfocitos periféricos, al aislar linfoci- -
tos de sangre periférica con Ficoll-Hypaque, tenemos en nues-
tro extracto célular linfocitos B y linfocitas T, las células
no-B deben ser removidas del extracto celular, las razones --
mds obvias para el enriquecimiento es tener una poblacidn uni
formemente reactsva, para poder ficilmente valorar la lectura
de la reaccion. Una segunda razdn, es que algunos reactivos -
usados en la técnica de linfocitotoxicidad pierden especifi--
cidad, si la poblacidn enriguecida contiene un porcentaje me-
nor del 85% de células B.

Diferentes métodos de aislamientoc de linfocitos B ham
sido usados. Desde formacian de rosetas T con eritrocitos de-
carnero, tratados con neuraminidasa o papaina seguido de cen-
trifugacidn de Ficoll-Hypaque, las células ™ formando rosetaz
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-y los eritrocitos libres sedimentaran, mientras que linfoci--

tos B quedaran en la interfase de Ficoll-Hypaque con un gra--
do alto de pureza. Se puede aprovechar ciertas caracteristi--
cas de los linfocitos B para su aislamiento, tienen recepto--
res para la porcidén Fc de inmunoglobulinas o su propiedad de-
adherencia a fibras de nylon. Para lo cual se utiliza fibra -
de nylon pre-tratada, ' empacada en una columna, los linfoci--
tos son adicionados en una alicuota de medio de cultivo e in-
cubados, los linfocitos B se adhieren a la fibra de nylon y -
los T no 1o hacen, al eluir la columna los linfocitos T salen
rdpidamente al no estar adheridos, mientras que los linfocitos
B necesitan que se friccione la columna para que salgan (196).

La prueba de microlinfocitotoxicidad para antigenos -
HLA-DR con extracto celular puro de linfocitos B, necesitan -
de tiemps mas prolongados de incubacidn que cuando se tipifi-
ca antigenos HLA-A, -B, -C, 60 min. en la primera incubacidn-
para que se efectle la reaccidon antigeno-anticuerpo y 120 min.
de incubacidon a temperatura ambiente con el complemento, esta
prolongacién de tiempo de incubacién es por la débil reactivi
dad de muchos de los antisueros usados.

Van Rood (197}, aprovecha el principio de linfocitoto
xicidad, y usando dos tinciones fluorescentes sobre 1infoci-—
tos de sangre periférica, marca a los linfocitos B mediante -

Yencasquetamienta" de la porcién Fc y suero anti-lg fluorescen
te (verde).

Las c&lulas son expuestas a los antisueros anti-HLA-DR
y complemento para realizar el ensayo de citotoxicidad, afa--
diéndoseles Bromuro de etilo (rojo) para identificar las célu
fas de la siguiente manera:

1. Células con casquete verde-células B vivas.
2. Células con ''casquete'! verde y color

rojo fluorescente (bromuro de etilo) =cél. B muertas
3. No fluorescencia y no ''casquete" =cél. T vivaz
L. No '"casquete'' y fluorescencia roja =cé&l. T muertzs

La ventaja obvia de esta técnica es que no es necesa-
rto separar linfocitos T y B.
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2.9 GENETICA DE POBLACION Y DESEQUILIBRIO GENiICO.

La tipificacidon de antigenos HLA es una de las herra
nientas mas valiosas para el estudio de genética de pobla-
cion. Existe un gran polimorfismo enel sistema HLA, anti-
genos que son comunes en una pob]ac:on pueden estar comple
tamente ausentes en otras, existe desequilibrio génico en
tre algunas especificidades HLA que pueden caracterizar a
una poblacidn.

Se han realizado estudios de tipificacion de antige-
nos HLA en diferentes grupos étnicos, para tratar de carac
terizarlos, tipificandose esquimales, indios americanos, -
negros africanos, aborigenes australianos, japoneses, ne--
gros Bmericanos, pero el grupo que ha sido m3s estudiado -
en el caucasico.

Algunos antigenos como el A2 y Bw35 se encuentran en
casi todas las poblaciones. Loa antigenos Al, A3, BS, y B
27 se encuentran en cauc@sicos pero muy raramente en - -~
orientales, ciertos antigenos son exclusivos en negros co-
mo el Awl3 o Bwh5, en chinos el Bwh6. En japoneses A9 y B
5 son muy frecuentes vy en indios americanos A2, A9, y ——

Bw35.

n

n
i

El conccimiento de la distribucidn dea
en la poblacidn nos podria proporcionar la i
cesaria, acerca de las migraciones prehistor
rridas en las civilizaciones.

tigenos HLA -
formacidn ne-
cas, ocurri--

En 1975 basdndose en los antigenos conocidos para --
HLA; .19 antigenos para HLA-A, 26 antigenos HLA-B, 6 antige
nos HLA-C y 8 antigenos HLA-D se calculd la existencia de
26 676 haplotipos, 33 19% 624 fenotipos y 355 817 826 genc
tipos. Algunos haplotipos tal vez nec se encuentren para -
ciertos haplotipos como: A1-B8-DR3 y A3-B7-DR2 son extremz
damente frecuentes. Una tendencia de los antigenos de --
histocompatibilidad, es la aparicidn de dos alelos méas fre
cuntenemente de lo esperado en un haplotipo, lo cual denc
mina "Desequilibrio Génico', denotando su valor ndmerico -
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En cauc8icos el mejor ejemplo es el haplotipo Al-BE8,
HLA-A1, tiene una frecuencia de 0.17 y HLA-B8 de 0.11, 1la
frecuencia esperada para la combinacidn A1B8 seria 0.17 X
0.11=0.019, sin embargo la frecuencia observada es de - --
0.088. La diferencia entre la frecuencia observada y la -
esperada es la medida del '"Desequiiibrio Génico', entre --
los dos alelos y que es de 2> = 0.069.

El desequilibrio génico puede caracterizar a una po-
blacién asi Bw35-Cw3 y Aw2L4-B7 son muy comunes en japone--
ses, B7-Cwh en blancos africanos, Bi2- Cwh en indios brasi
lefios. B40-Cw3 en indios americanos.

Existen innumerables argumentos para explicar el ''De
sequilibrioc Génico', se ha atribuido a una seleccidn natu-
ral, a migraciones, mezcla de poblaciones heterogéneas, --
tal vez estd3s sean las causas o puede ser que existan - =
otras mas. (203).

2.10 RELACION HLA Y COMPLEMENTO.

La primera evidencia de que el sistema de Complemen-
to, estaba asociado al Complejo Mayor de H istocompatibili
dad (MHC), fué@ demostrado en el ratdn. Demant (24) demos—-
tré que la protefna Ss estaba codificando por la region S-
del complejo H-2, siendo esta proteina un componente de --
comp lemento.

En el hombre los genes para tres factores de Comple~
mento C2, Ck y Bf han sido localizados dentro del Complejc
HLA, el primer reporte de asociacidn de HLA y alguno de --
los factores de Complemento dentro del Compiejo HLA fue: -
La descripcidn de variantes Bf ligados al haplotipo HLA -~
(199); y deficiencia de C2 también ligada a un determinadcs

haplotipo HLA (200).

Las tres caracteristicas genéticas principales de -~
los componentes de complemento son:
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‘La primera es la existencia de un gran polimorfismo-
entre los componentes de complemento, condicionado genéti-
camente.

El segundo es la existencia de deficiencias de Com-~-
ponentes de Complemento que pueden ser el resultado de una
mutacidn ocurrida enel locus estructural debido a la pro--
duccién de un principio inactivamente condicionado genéti-
camente.

El tercero, incluye el control de la concentracidn -
de los componentes de complemento en suero. Este es un fe-
nomeno dificil de evaluar. La cencentracidn de los Compo--
nentes de Complemento estdn afectados por factores de pro-
duccidn y activacion de Complemento o hipercatabolismo.

Alotipos C4 han sido descritos y ligados a HLA por -
Teisberg (66), describmiento cuatro patrones alotfpicos -~
(F, s, Fi, M), tres ocurren muy frecuentemente, pero el --
M rara vez aparece. Ademds encuentra familias recombinan--
tes entre Ch y HLA-A entre Chk y HLA-C, describiendo ade- -
mis desequilibrio génico entre los alelos Ck y ciertos ha-
plotipos HLA.

Se han descrito dos familias con un estado homocigo-
to para la deficiencia de C4 (201). Ambas familias mostra-
ban iigamiento entre la deficiencia de C4 y haplotipos - -
HLA, los sujetos con deficiencia Ch, padecian Lupus Erite-
matoso Sistémico (L.E.S.).

En nuestro laboratorioc del Hospital General de Méxi-
co, S.S.A. hemos encontrado una familia, con tres sujetos-
deficientes de Ch, los cuales poseen el mismo haplotipo --
HLA, cursando con Artritis Reumatoide, siendo éste el pri-
mer reporte hasts el momento de deficiencia de Ck y A.R. -
(adn sin publicar).

Allotipos de C2 han sido descritos y mostrados a te-
ner asociacxog con HLA (65), exisgen tres allotipos C2 ---
(CZ 2%, €27), de los cuales €2° es el menos comin.
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La deficiencia de €2 parece ser la mi3s comin en el -
hombre, se han descrito innumerables familias con deficien
cias de €2, y ademds se demostré que la deficiencia esta -
en desequilibrio técnico con un haplotipo HLA en particu—-
lar (A10, B18, Bfs, Dw2). Pacientes homocigotos a la defi-
ciencia de CZ pueden ser enteramente sanos, pero exiben --—
cierta susceptibilidad a formacién de complejos inmunes co

m el L.E.S. (202).

Exicten reportes de una frecuente baja concentracién
de Ch y También de C2 en la poblacidn, particularmente en-
asociacién con el haplotipo B18, Dw2 en caucdsicos. En el-
caso de estos sujetos se ha considerado que son heteroci-—-—
gotos para la deficiencia de C2 & Ch.

Glass ha puntualizado que existe una elevada frecuen
cia de individuos heterocigotos para C2 con enfermedades -
reumdticas. Sin embargo, no esta ciertamente establecido -
que, sujetos con concentraciones bajas C2 y Ck son necesa-
riamente heterocigotos (202).

El polimorfismo de el Factor B de la via Alterna de-
Complemento es descrito por Alper (203), y Allen muestra -
que esta ligado al complejo HLA (199). Los alelos BfS y --
BfF son los ma@s comunes aunque existen otros cuatro alelocs
mas, pero estos son muy raros, se ha encontrado cierto de-
sequilibrio génico entre los alelos Bf y HLA {B8, BFS/Bw35
BfF). (202).

No se ha encontrado alin, algin caso de deficiencia -
del Factor B, pero en algunos pacientes homocigStos para -
l1a deficiencia de C2 se han encontrado valores bajos en "a
concentracidn de Bf en suero.

Los componentes de Complemento que son homblogos, ==
uno en la via clasica y otro en la via alterna, €C2 y el =--
Factor B son fisico-quimicamente similares, y pueden prcce
der de un gen ancestral comin que sufrié duplicacidn. C4 -
es codificado también en la regidn HLA, pero no es fisica-
quimicamente similar a €2 y Bf pero es i ncionalmente ans-
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logo de C3, en la via Alterna. Es bastante claro que €3 --
no es codificado por la regidn HLA. (202).

2.11 RELACION HLA Y RESPUESTA INUMNE.

En el ratdn, una serie de genes controlan la magni--
tud de la respuesta inmune. Existen evidencias de genes si
milares en el humano. Estos genes Ir (Genes de Respuesta -
Inmune) son capaces de determinar el nivel de produccién -
del anticuerpo y la activacidn de células T efectoras - -
(204) . Los genes Ir del ratén mapean en la regidn } del --
complejo H-2.

Genes Ir humanos, parecen estar asociadas con HLA, -
pero ain no ha sido localizados, en ninguna regién en par-
ticular dentro de la regidn HLA.

Greenber {205), reporta, que individuos con el anti-
geno HLA-B5 son grandes respondedores para antigenos strep
tococcicos. Los individuos HLA-B5 han sido también reporta
dos a tener niveles altos de complejos inmunes en Fiebre -
Reumdtica (206). Ciertos antigenos HLA estan también aso--
ciados con glomerulonefritis post-streptococcica y con una
respuesta baja a antigenos esquistosomales.

La funcién MHC involucra la generacidn y regulacién-
de la respuesta inmune. Una respuesta ipmune especnflca in
volucra la cooperacién especifica entre dos o mds sublca-—
ses de linfocitos y deben ser MHC compatibles para una - -
efectiva cooperacion. En algunos casos se requiere identi—
dad de antigenos H-2D & K en el ratdn; HLA- A o -B en huma
nos (Como en 1a lisis de células btanco) o identidad H-21,
HLA-DR (En respuesta citotéxica o produccién de anticuer--
pos). La eficiencia en la interaccidn entre cé&lulas T ayu-
dadoras (T,), las cuales presentan el antigeno a célulasz-
T citotdoxicas y células B conducen a la diferenciacidon v -
proliferacion de células T citotdxicas y produccidn de ar-
ticuerpos respectivamente. Factores solubles *“ayudadores'‘-
y "'supresores' producidos por céiulas T 1levando determ:-~
nantes i-A o I-J.
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Se han desarrollado varios modelos para explicar la-
interaccidn de células T con el antigeno, pero hasta ahora
no existen pruebas experimentales que demuestren realmente
la participacidén del MHC en 1a respuesta inmune, ensta --
8rea quedan muchas preguntas que no podrian ser contesta--
das, pero lo importante es que dia con dia, la investiga—-
cidén continia, tal vez muy pronto, todo esto pueda ser fa-
cilmente explicado.

2.12 HLA Y TRASPLANTES.

La tipificacidén de antigenos de histocompatibilidad-
es la herramienta mids vallosa para la supervivencia de un-
transplante renal. De experimentos en ratas y ratones, fué
posibie demostrar que el MHC, es el sistema responsable --
del rechazé de un transplante, si existe compatibilidad --
para los antigenos del MHC no existe rechazo, la incompati
bilidad de estos implica un rdpido rechazo del transplan—-
te (207).

Los trasplantes renales en los humanos, se han efec-
tuado con gran exito durante estos Gltimos afios, debido a-
que las técnicas quirdrgicas se han desarrollado notoria—-—
mente y los problemas técnicos que presentaba el trasplan-
te, han sido vencidos, pero principalmente el &xito es de-
bido a la compatibilidad de antigenos HLA en el par dona--
dor-receptor.

Los trasplantes renales se realizan en donadores vi-
vos dentro de una familia (entre hermanos o padres a hi- -
jos) y en el caso de trasplantes entre individuos no empa-
rentados se realiza casi siempre de un donador cadaver.

~ Cando se estudia una familia para seleccionar el pe-
si&le donador, se recurre a2 las técnicas seroldgicas de -~
deteccidn de antigenos de histocompatibiiidad (HLA-A, -B,~
-C, =DR) y el Cultivo Mixto de Linfocitos (MLC), con linfo
citos del posibie donador y del receptor valorando 1a - -~
"Transformacidn Biastica' existente.
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El donador ideal serd aquel que comparta los mismos ~-
haplotipos HLA del receptor, pero si este no existe, serd --
aquel que por lo menos tenga un haplotipo igual.

En el caso de un trasplante entre individuos no empa--
rentados, se efectia las determinaciones serolégicas, pero -
el cultive mixto no puede ser posible en esta situacion de -
urgencia, ya que se tiene que esperar mas de 72 hrs., para -
el resultado de la prueba en estos casos se pide por lo me--
nos sean compatibles en las especificidades HLA-A, -B de un-
haplotipo.

La compatibilidad HLA-A y -B mejora notoriamente los -
resultados de los trasplantes y constituye la base principal
de los estudios de tipificacidn, es casi seguro que las espe
cificidades antigénicas HLA-A y =P estén incluidos entre los
principaltes antigenos de trasplante del MHC (208).

Los sistemas HLA y ABO son los dnicos usados en caso -
de trasplantes de Organos. La compatibilidad del grupo san--—
guineo ABQ es esencial para el éxito del trasplante con la -
excepcidon de los sistemas P y Rh, sobre los cuales ain no --
hay evidencias concluyentes.

No se sabe si otros sistemas antigénicos, influyen en-
la supervivencia de un O6rgano trasplantado en receptores in-
munosuprimidos.

La adopcidon del trasplante como tratamiento para algu-
nos pacientes con insuficiencia renal, dié un Tmpetu impor--
tante a la investigacion sobre HLA. Desde entonces el siste-
ma HLA ha sido estudiado en relacidén con otro tipo de tras--
plantes, algunos de los cuales han sido llevados a cabo du--
rante varios afios sin tener en cuenta los HLA, EIl trasplante
de c6rnea por ejempio, ha sido durante mucho tiempo una ruti
na terapltica y sGlo hace poco se demostro que la compatibi-
lidad HLA entre el donador y el receptor mejora el resultado
de los injertos vascularizados (209).
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En el trasplante de corazdn, existen dificultades téc-
nicas para lograr exitosamente el trasplante, sin itnterrumpir
el flujo de sangre al encéfalo y a otros &rganos vitales, --
siendo el problema inicial mds importante, sdlo después de -
resolverio, los cirujanos empezardn a pensar en la compatibi
Iidad HLA aunque considerandola al final de una larga lista-
de prioridades.

Los trasplantes de higado son técnicamente muy difici-
les, tanto como el trasplante cardfaco. Se han efectuado ni-
meros muy limitados de trasplante de higado y ocasionalmente
los receptores sobreviven. La causa principal del fracaso y-
muerte ha sido casi siempre por sepsis abdominal provocada -
por ruptura de las anastomosis milfar.

Como en el caso de los trasplantes de corazdn, los - -
efectos de la compatibilidad HLA son casi siempre imposibles
de determinar.

intentando tratar anemias aplasticas, leucemias y otras

enfermedades que implican disfuncidon de Ta médula Osea, se-
ha recurrido al trasnplante de Médula Osea. Llegdndose a de
terminar que la mayor compatibilidad HLA debe ser en la - =
region HLA-D, lo cual se logra en trasplantes entre familia
res. Sin embargo ocasionalmente se han efectuado tambien --
transplanites entre personas no emparentadas compatibles con
HLA-D con éxito variable.

En estudios recientes efectuados en 1a Universidad de
Washington Seattle se sabe que el trasplante de rifion de do
nador y receptor de la misma familia compatible para HLA, -
tiene 95% de probabiiidad de &xito comparado en un trasplqg
te de médula Gsea en las mismas condiciones. Parece pues -=
que estdn involucrados, ademds de HLA, otros sistemas gené-
ticos no ligados a HLA, que participan en la supervivencia=
de un trasplante (208).
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2.13 HLA Y ENFERMEDAD.

Durante los {ltimos afios, se ha encontrado que el sis-
tema HLA estd involucrado en la susceptibilidad de contraer-
una variedad de enfermedades como: esclerosis miltiple, dia-
bétes juvenil, artritis reumatoide, entre otras.

Esta relacién HLA y enfermedad es de considerable inte
rés e importancia, proveen de nuevas herramientas para el --
estudio de la herencia, clasificacion y patologia de la en--
fermedad en cuestion.

En algunos casos la relacidn es muy fuerte y la tipifi
cacion de antigenos HLA juega un papel muy importante en el-
diagnSotico, como es el caso de Espondilitis Anquilosante y-
el antigeno HLA-B27.

Es entendible por esto que muchos laboratorios de tipi
ficacidn tisular; han enfocado principalmente su investiga
cidon a estudios de HLA y enfermedad, tratando de descubrir -
nuevas asociaciones y han introducsdo la técnica de tipifica
cién de antigenos HLA como un mé€todo rutinario de diagndsti—
co.

METODOS DE ESTUDIO.

Dos métodos fundamentales pueden ser aprovechados pa-—
ra investigar la relacidon entre HLA y enfermedad. Estudios-—
en Poblacidn abierta y estudios familiares (210).

Estudios en Poblacidn. Este método consiste en la com
paracion de la frecuencia de antigenos HLA en un grupo de -
pacientes y un grupo control, siendo esencial que estos dos
grupos, sean seleccionados correctamente, para buscar una -~
posible asociacidn HLA y enfermedad.

Ambas muestras deben consistir en individuos no con--
sanguineos, siendo crucial que tanto los pacientes como loz
controles sean una poblacidn homogénea, ya que existen cor-
siderables variaciones entre la frecuenci« 1e un antigeno -
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. de una poblacion a otra dentro de una misma ciudad, de ser--
posible deben estar en el mismo rango de edad, nivel socio-
econdmico y sexo.

Dentro del grupo de los pacientes debe ademas consi- -
derarse, el estadio en el que se encuentra la enfermedad, ya-
que la asociacion puede estar involucrada; en el inicio de -
la enfermedad y en la respuesta a la terapia.

Para poder evaluar la posible asociacidn de un marca--
dor gendtico HLA y enfermedad, se recurre a métodos estadis-
ticos, en los cuales se determina el RIESGO RELATIVO.

ET Riesgo Relativose calcula comparando la frecuencia-
de los antigenos HLA en la poblacidn control y el grupo de -
enfermos y elaborando una tabla de contingencia de 2 X 2.

Por ejemplo: Si en una pobliacidn se encontrd que hay -
un exceso de el antigeno HLA-B8 en los pacientes en compara-
cién con la frecuencia del antigeno en la poblacién normal,-
Jos datos se colocan en la tabla de 2 X 2.

ENFERMOS 38 L7 85
467 1500 1967
505 1547 2052

El Riesgo Relativo se calcula con la formula:

a.- No. de pacientes con el antfigeno.
aXd b.- No. de controles sin el antigeno.
a Xb c.~ No. de pacientes sin el antigeno.

d.~ No. de controles con el antigeno.

Sust i tuyendo:

38 X 1500 R.R
§7 X B67 o

]

2.6
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Un riesgo relativo superior a 1 indica que el antigeno
es mids frecuente en los pacientes que en los controles {aso-
ciacidn positiva), mientras que el R.R. menor de 1 indica --
asociacidn negativa.

El R.R. se define como el riesgo de desarrollar una --
enfermedad cuando un antigeno estd presente en comparacidn -
con el que habria si el antigeno no estuviera.

Estudios Familiares. En este método se investiga si -
el gen de susceptibilidad a la enfermedad se hereda ligado -
al haplotipo HLA.

Este método presenta grandes dificultades de ser reali
zado, ya gue en muchas ocasiones no se cuenta con una fami--
1ia con mads de un miembro afectado para poder encontrar un -
posible ligamiento entre el loci marcador (HLA) y el gen de-
la enfermedad. Es por ello que mas frecuentemente, se reali-
zan estudios en poblacidn abierta y no familiar.

MECANISMOS DE ASOCIACION.

Mas de cien diversas enfermedades han sido estudiadas-
buscando una posible asociacion con HLA y casi la mitad de -
ellas han sido reportadas con una asociacion positiva y con-
altos R.R. en diferentes grupos é&tnicos.

Es por esto que es aparentemente dificil poder encon--
trar un mecanismo que explique !a asociacidn entre un compo-
nente particular de el sistema HLA o un haplotipo HLA y en--
fermedad.

Las enfermedades asociadas a HLA han sido agrupadas --
para su mejor estudio en:

1.- Enfermedades Malignas, para las cuales hay una es-
casa evidencia definitiva de asociacion.

2.- Enfermedades Inflamatorias, semejantes a Espondi--
1itis Angquilosante y Sindrome de Reiter los cuales se aso- -~
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cian con el antigeno HLA-B27.
3.- Errores Congénitos del Metabolismo, semejantes a -

hemocromatosis y deficiencia de 21- hidréxilasa, las cuales-~
se encuentran ligadas a un determinado haplotipo HLA.

k.- peficiencias de Factores de Complemento.

E.- Enfermedades de Diferenciacidn Amormal comc: Neu--
tropénia congénita.

6.- Enfermedades Enddcrinas asociadas con D/DR.

7.~ Otras enfermedades, como es el caso de Lepra; tam-
bién dentro de este grupo estdn aguellas enfermedades que su
asociacion se estima dudosa como: Esquizofrenia, Poliomieli-
tis, etc.

Los posibles mecanismos que pretenden explicar la aso-
ciacién HLA vy enfermedad se enumeran a continuacidn {211, --
212, 213).

1.- Modificacidn en 1a estructura de antigenos HLA.

Una infeccidn o agente quimico puede afectar a un indi
viduo en su capacidad de producir una respuesta inmune, por-
otra parte si estos agentes infecciosos o quimicos producen-—
una alteracidn en la molécula HLA, y de ordipario estas alte
raciones son detectadas por el sistema inmune, las células -
que han sido alteradas son eliminadas, pero si existe un bio
gueo en el sistema inmune la molécula HLA alterada no serda -
detectada, ni eliminada, dando como resultado la implanta- -
cion de la enfermedad. Ejemplo: Cincer o Enfermedades autoin
mines .

2. Pantomima antigénica.

Los productos génicos del MHC comparten estructura mo-
lecular similar a la de un agente infeccioso, v el sistema -
inmune, no es capaz de reconocerlo como ext afic.
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Este modelo puede explicar la reactividad cruzada que-
tiene el antigeno HLA-B27 y Klebsiella sp. y algunos otros -
microorganismos Gramnegativos, existen evidencias para su- -
poner que la Espondilitis Anquilosante (asociado con B27) se
desarrolla como un resultado de la infeccidn previa con es--
te grupo de microorganismos en individuos en los cuales po--
seen en su haplotipo HLA-B27, no reconocen a Klebsiella como
un agente extrafio, desencadendndose la enfermedad (213).

3. Genes de Respuesta Inmune.

Otra explicacidn para asociar antigenos HLA y enferme-
dad, implica a genes de la respuesta inmune. Como ya mencio-
namos anteriormente en el ratdn existen genes de respuesta -
inmune (Ir), dentro del complejo H-2, y en el humano se tie-
nen algunas evidencias de genes Ir cercanos o dentro de la -
region HLA-D, vy que se encuentran en "Desequilibrio Génico'-
con algunos alelos HLA por consiguiente con la susceptibili-
dad a la enfermedad.

L, Hipbtesis del Receptor.

Los antigenos HLA pueden funcionar como receptores de-
superficie celular para virus y toxinas. Helenius (214) a -~
mostrado que antigenos HLA-A y HLA-B sirven como receptores-—
para et virus Semliki Forest.

5. Deficiencias de Componentes de Complemento.

Los antigenos HLA pueden servirnos como marcadores pa-
ra la deficiencia de factores de Complementos cercanos a HLA
(c2, chk, y Bf), ya que existe una fuerte asociacién entre el
haplotipo HLA y la deficiencia de estos factores.

También los antigenos HLA nos sirven como marcadores--
para la deficiencia de enzimas que se encuentran cercanas —--
a el complejo HLA, pueden estar en desequilibrio génico la -
deficiencia y un determinado haplotipo HLA, como es el casc~
?e deficiencia de 21-hidréxilasa y el haplotipo B1h4 Dri, - -

79)
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La Tabla {7) muestra algunos ejemplos de asociacidn --
HLA y enfermedad, los cuales fueron tomados de Histocompati-
bility Testing 1980 (60).



O
on

Antigeno Riesgo

Asoc tado Enfermedad Relativo Comentarios
A3 Hemacromatosis k Herencia recesiva con
95% de penetrancia --
ligada mi3s comiinmente
cin el haplotipo A3,-
Bik, BfF DR6.
B27 Espondilitis .
. Asociado en todas las
Anquilosante 90 poblaciones.
Bwl7 Deficiencia de 15 Deficiencia de 21 Hi-
21-Hidroxilasa droxilasa con apari--
cidn en Ja adolescen-
cia esta ligado al --
haplotipo Bik, DRI1.
sdlo DR3 Diabétes Melli- . 6 DRk asociado con ti--
tus. po |
DR3 asociado con tipo
4 11 de la enfermedad.
ambos DR3 y
DR# 33
DR3, B8 Hepatitis Cronica Especialmente en mu-
activa. p4 jeres jovenes con au

toanticuerpos.

DR3, B8 Myastemia Gravis 3

La asociacidon HLA -~
ti=ne variaciones --
con la raza.

DR3 Enfermedad Celiaca 17 Herencia recesiva; -
DR7 también esta - -

, asociado. ,
DR2 Esclerosis Miltiple 4 Este gen HLA es muy-

impcrtante en la - -
susceptibilidad de -
esta enfermedad.

TABLA 7. ALGUNAS ASOCIACIONES HLA Y ENFERMEDAD.
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3.1 INTRODUCCION.

Existen diferentes marcadores genéticos que pueden ca-
racterizar a una poblacidn, tales como los grupos sanguineos
y ciertas hemoglobinas anormales, que tienen una determinada
distribucifn geografica la hemoglobina S es tipica del no- -
roeste y centro de Africa, las variantes enzimdticas deshi--
drogenasa del acido fosfoglucénico (PGD) que cataliza la - -
.reaccidn Glucosa 6P a SPentosa fosfato, tiene tres variantes
genéticas siendo la variante PGD muy frecuente en poblacjo-
nes amerindias. La variante 1 de la fosfoglucomutasa (PGM ),
se encuentra con mucha frecuencia en estas poblaciones: tam-
bién han sido descritas variantes proteicas, por ejemplo, la
albimina tiene cuando menos 12 variantes. Una de ellas, deno
minada México, se describe en indigenas mexicanos, en el sur
de los Estados Unidos y en Guatemala; existen la variante --
makii en Brasil y la Warao en Venezuela (215).

Sin embargo, ninguno de estos sistemas puede definir -
a una poblacién o grupo étnico tan ampliamente como el siste

ma HLA.

Los antigenos del sistema HLA son extremadamente Gti=--
les en la caracterizacion de los distintos grupos humancs, -
debido principalmente al gran polimorfismoexistente en este-—
sistema. Algunos antigenos HLA son exclusivos de un determi-
nado grupo étnico, por lo cual se puedevalorar la mezcla - -
existente en las diferentes poblaciones, sus orfgenes y has-
ta cierto punto las migraciones ocurridas en los siglos pasa
dos.

Basdndonos en estos conceptos, el estudio de los antf-
genos de histocompatibilidad en la poblacidn mestiza mexica~
na reviste gran interés. En la actualidad se le considera co
mo un grupe é€tnico independiente, siendo el resultado de la-
mezcla de indigenas y espafioles que Ilegaron en 1521 a con--
quistar México.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los mestizos--
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mexicanos en las diferentes regiones del pais, han tenido --
influencia de otros grupos étnicos como en el caso de 1a po-
blacion de Ta costa, donde existen escasos marcadores negroi
des debido a la inmigracion de esclavos africanos desde - -
los primeros afios de la dominacidn espafiola. Se calcula que-
en el afic de 1640 alrededor de 150,000 esclavos ya habfan --
sido trafdos a México alin cuando se desconoce su sitio de --
origen (216).

El ingresc de extranjeros en el pais, con excepcidn de
espafioles, estuvo limitado hasta 1810; a partir de esta fe--
cha se abrieron las puertas a la inmigracidén, la cual alcan-
z§ su mdximo nivel entre los afios de 1910 y 1940. Los princi
pales inmigrantes fueron: espafioles, estadounidenses, ingle-
ses, judios, alemanes, franceses, italianos y arabes que se-
establecieron en las principales ciudades de 1a Repdblica.

La poblacidn mestiza mexicana conforma un 95% de la --
poblacién total del pais que es alrededor de 70 millones, --
existen ademds 5 miilones de méxico-americanos, que viven --
en diferentes Ciudades de los Estados Unidos de Norteaméri--
ca. Si bien este grupo procede de mestizos mexicanos, ha es-
tado sometido a mezclas con otros grupos étnicos y se espe--
raria que sus marcadores genéticos fueran diferentes.

El estudio de la estructura genética de la poblacidn -
mestiza es de gran interés antropolégico y podria dar la pau
ta al entendimiento de las enfermedades mds frecuentes en es
ta poblacidn.

El propdsito principal de esta tesis es caracterizar -
a un grupo de mestizos mexicanos tomados al azar de los pa--
cientes que acuden al HOSPITAL GENERAL DE LA §.S.A., para loc
cuai se efectud tipificacién de antigenos de histocompatibi-
Tidad (HLA). Nuestros resultados fueron comparados con los -
obtenidos por otros autores en mestizos mexicanos y méxico--
americanos tratando, de buscar la existencia de una correla-
cion.

Algunos autores(210) sugieren que al realizar estudios-
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de asociacidn HLA y enfermedad debe tenerse especial cuidado
en la seleccidon de el grupo control y el grupo de enfermos -
tratando que estos dos grupos sean lo m3s homogéneos posi- -
ble.

Es por esto que nuestra muestra la subdividimos por es
trato socio-econdmico y edad en la bilisqueda de posibles di——
ferencias entre los subgrupos formados; esta informacidn se-
ré de gran utilidad para la correcta seleccidn de pacientes-
y controles en estudios de asociacidn HLA y enfermedad.

3.2 MATERIAL Y METODO.

Poblacidon estudiada.

Fueron seleccionados 301 individuos no consanguineos,-
sanos de los cuales 152 individuos eran pacientes de Gineco-
logfa en el post-parto inmediato y pacientes de Ortopedia --
que ingresaron por algin traumatismo (fractura, luxacién, --
etc.): los otros 149 pertenecen al personal del hospital (mé
dicos, quimicos, personal administrativo, intendencia y estu
diantes de medicina).

De estos 301 individuos, 167 eran del sexo femenino y-
134 del sexo masculino, con una edad mTnima de 15 afios y md-
xima de 81 afios con una media de 32.7k4 afos. El dnico requi-
sito que debTan cumplir los individuos seleccionados era te-
ner padres y abuelos mexicanos.

Para su mejor estudio la poblacién fué subdividida por
estracto socio~econdmico y edad. Arbitrariamente se fijaron-
dos niveles socio-econdmicos: alto y bajo; el primero esta -
compuesto por médicos y personal del hospital y el bajo por-
los pacientes que acuden al hospital.

Por edades se formaron cuatro grupos; el primero de --
ellos, el intervalo de edad se fijo de 15 a 30 afios, compues
to por 199 sujetos; el segundo de 31 a 45 afios con 36 indi--
viduos, el tercero de 46 a 60 afios con 39 sujetos, el cuartc
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de 61 afios en adelante, integrado por 27 individuos.
Para Ia tipificacioén de antigenos HLA-A, -B y -DR, se-
efectud la técnica de Microlinfocitotoxicidad. La tipifica—-

cidn de antigenos de histocompatibilidad por esta técnica, -
se efectlia en tres pasos principales:

1.-) Separacién de linfocitos totales, a partir de san
gre periférica (217, 218).

2.-) Separacién de linfocitos totales en linfocitos ~-
Ty B, por columna de nylon (219).

3.0) Emsayo de Microlinfociteotoxicidad (220).

1.-) SEPARACION DE LINFOCITOS TOTALES.

Los linfocitos son separados de la sangre aprovechando
las diferentes densidades de las células sanguineas. Con unra
mezcla de Ficoll-Hypaque cuya densidad sea de 1.076 a 1.078-
se Jogra la separacion de linfocitos, mediante centrifuga- -
cidén. Las células mas densas quedan en el fondo del tubo - -
(eritrocitos), la siguiente capa celular formadaentre el Fi-
coll-Hypaque y el plasma, es la de los linfacitos y polimor-
fo nucleares que también quedan en esta capa, siendo extrai=-
da mediante aspiracidén con pipeta Pasteur.

MATERIAL .

- Jeringas desechables de 20 ml.

- Agujas hipodérmicas desechables de 20 X 38 mm.
- Tubos con tapén de sosca de 14 X 140 mm.

- Perlas de vidrio de 2 mm. de diametro.

- Tubos de ensaye de 13 X 100 mm.

- Pipetas Pasteur de 9 pulgadas.

- Pipetas serocidgicas de 10-mi.-

- Pipetas " 5 ml.

- Densimetro.
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REACT1VOS.

- Solucidn de Hanks.

- Hypaque (Winthrop Products) es una solucidn de diatrizoa—-
to de sodio (3,5 diatemida, 2,4,6 triyodobenzoato de sodio)
en presentaciones al 50% y al 75%.

- Ficoll 400 Sigma Chemical Company.

- Solucidn de Ficoll-Hypaque con densidad de 1.076 a 1.078-~
lo cual se logra con 10 partes de Hypaque al 33.9% y 24 --
partes de Ficoll al 9%. La mezcla debe ser esterilizada --
(10 Lb/15 min.) y se mantiene en refrigeracién.

APARATOS.

- Centrifuga Clinica.

PROCEDIMIENTO.

1.- Gbtener 30 ml. de sangre mediante puncidn venosa.

2.- La sangre asi obtenida es depositada en dos tubos
con tapdn de rosca en porciones iguales: los tubos deben --
contener de 6 a 8 perlas de vidrio, para realizar la desfi-
brinizacion de la sangre con movimientos suaves.

El uso de desfibfinizacidn de 1a sangre en lugar de an-
ticoagulante, presenta una gran ventaja, y es que al desfi-
brinar las plaquetas son eliminadas y con el anticoagulante
permanecen en la sangre, causando prablemas en pasos poste-
riores.

3.- La sangre se diluye con solucién de Hanks en re--
lacién 1:1, en caso necesario se filtra.

L - La sangre diluida y filtrada se distribuye en - -
alicuotas de 5 ml en tubos de 13 X 100,
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.- Mediante una Pipeta Pasteur, colocada en el fondo-
de los tubos con la sangre se afiaden aproximadamente 3 ml --
de Ficoli-Hypaque con ayuda de otra pipeta Pasteur, logrando
se la estratificacién de cada alicuota. -

6.- Centrifugar Tos tubos a 1 500 rpm por 40 min.

7.- Los linfocitos se separan de la interfase, por me-
dio de una pipeta Pasteur, colocdndolos en tubos de 13 X 100
hasta un volidmen de 3 ml en cada tubo.

8.~ A cada tubo conteniendo los 3 ml de la suspensidn-
de linfocitos, se les afiade solucidon de Hanks, hasta llenar-
el tubo.

9.- Centrifugar a 1 500 rpm por 10 min.

10.- Lavar el paquete de linfocitos tres veces con so-
Tucidn de Hanks y centrifugandose a 1 500 rpm por 10 min.

2.-) SEPARACION DE LINFOCITOS TOTALES EN T Y B POR COLUMNA -
DE NYLON.

Existen varios métodos para el aislamiento de cé&lulas-
Ty B pero el m3s simple es el aue utiliza la propiedad que-
tienen los linfocitos B de adherirse al nylon. Si cargamos--
una columna con fibra de nylon y adicionamos una alicuota de
Ia suspensidén celular obtenida en el paso anterior, los lin
focitos B se adhiren fuertemente a la fibra, mientras que --
fos linfocitos T no 1o hacen. Los linfocitos T se recuperan-
facilmente al eluir 1la columna con mediod cultive, mien- -
tras que los linfocitos B por estar adheridos a la fibra ne-
cesitan que se estruje vigorosamente la columna para que pue
dan salir.

MATERIAL.

- Lo anteriormente mencionado.
-~ Fibra de nyldén fenwal. Sino se cuenta con este nylen, se -
emplea fibra de nylon de tapiceria.
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Popotes de plastico, comerciales para bebidas, de 5 a 7 --
mm de didmetro y de 12 a 16 cm. de largo.

Cajas Petri. '

Tubos Capilares.

Camara de Meubauer.

APARATOS.

Estufa de incubaciodn.
Microscopio &ptico.

Maquina Selladora de Plasticos.
Piano cuenta cé&lulas.

REACTIVOS.

Medio de cultivo McCoy 5a. modif. (Microlab. Méx.) adicic-
nado de 5% de suero fetal de ternera inactivado.

TC fetal Serum Dessiccated. Difco Laboratories, Detroit —--
Michigan U.S.A.

2 Yodo acetamida. JT. Baker Chem Co. empledndose al 0.1% ~
adicionada 1a solucidn con rojo de fenol como indicador.
Rojo de Fenol 1059, Sigme de México, S.A.

Preparacion de la fibra de nylon y preparacién de las co-—
lumnas.

1. La fibra de nylon se lava con HCl IN 3 veces cui- -
dando de que totalmente sumergida en el acido.

2. El1 acido es eliminado con lavados, los cuales se —--

efectiian con NalOH 1N.

3. El exceso de dlcali se elimina con lavados con agus
destilada, las veces necesarias, para gque el pH del dltimo ~
lavado sea igual al del agua.

L, Se pone a secar la fibra, extendida en la estufa a -
37°C hasta que seque totalmente.

5. La fibra seca es pesada en proporciones de 0.1 g.
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Las columnas se preparan a partir de popotes comercia-
les sellados por un extremo, formarido un &ngulo de 45%, sien
do recortados hasta una longitud de 9 a 10 cm.

PROCEDIMIENTO.

1.- Fibra de nylon previamente tratada y pesada, se ex
tiende en una caja Petri.

2.— Se le adiciona solucidén de Hanks hasta cubrirla --
(8 ml), procurando que se remoje, dejando reposar por espa--
cio de 15 min.

3.- La columna es empacada con la fibra, procurando --
que no queden burbujas de aire, ayudandonos de una pipeta --
Pasteur, la longitud del relleno debe ser aproximadamente de
6 cm. Se practica un orificio en el extremo sellado de 1a co
fumna, el cual permitira salir la solucion de Hanks por go--
teo.

k.- La columna se adiciona con medio de cultivo hasta-
itenarse, colocandola en posicidn horizontal.

5.- Es incubada por 30 min. a 37°C.

£.- Se saca la columna v se elimina todo el medio de-
cul tivo.

7.~ Los linfocitos purificados por gradiente (linfoci-
tos totales) se resuspenden en 0.5 ml de medio y se pasa a -
la columna hasta que todo el 1Tquido penetra la fibra. Inme-
diatamente después se colocala columna en forma horizontal v
se le agrega suficiente medio para llenar la columna.

8.- Se incuba a 37°C por 30 min.

9.- Posteriormente la columna se coloca en un soparte~
y se deja eluir en un tubo de 13 X 100, para 1o cual se pasa
medio de cultivo precalentado a 37°C, hasta lienar la capaci
dad del tubo que contiene la poblacidn de [iafocitos T.
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i0.- Se lava la columna pasando 10 ml. de medio de cul
tivo precalentado.

11.- Los linfocitos B que se han adherido al nylon se-
recuperan en otro tubo marcado como linfocitos B, presionan-
do y exprimiendo el nylon, pasando por ella medio de culti--
vo frio, hasta 1lenar el tubo.

12.- Ambos tubos, el que contiene las células T y el -
que contiene las B, son centrifugados a 1 500 rpm por 10 - -
min.

13.- Los tubos se decantan, y se resuspenden los linfo
citos T en 0.5 mi. de mediode cultivo ¥y los linfocitos B en-
0.5 ml. de 2 yodo-acetamida, incubandose 30 min., a tempera-
tura ambiente; esto es para eliminar a los polimorfonuclea--
res gue contaminan ia muestra.

1%.- La concentracién de ambag poblaciones deben ajus-
tarse a una concentracidn de 4 x 10" 1infocitos/ml.

3.~) ENSAY0O DE MICROLINFOCITOTOXICIDAD.

Cuando anticuerpos citotdxicos son incubados con linfo
citos vivos que poseen el correspondiente antigeno en presen
cia de compiemento, entonces ei anticuerpo se fija al antige
no sobre la superficie del linfocito junto con el complemen—
to, el cual se activa resultando en c¢itotoxicidad, causando-
dafio en la membrana c&lular. Esta citotoxicidad puede ser --
evaluada con diferentes colorantes vitales que penetran en--
las cédulas dafiadas pero no en las vivas.

MATERIAL.

- Lo anteriormente mencionado.

- Placas de Terasaki. Cooke Histocompatibilidad plate. Dy- -
natch, Lab. Inc. Virginia, U.S.A.

- Jeringas Hamilton de 50 Mi. Microliter Syringe-705 N, Ha--
milton Co. Reno, Nevada, U.S.A.
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- Jeringa Hamilton de 100 L. Microliter Syringe, Hamilton -
Co., Rene, Nevada, U.S.A.

- Despachador de repeticion Hamilton PB 600. Hamilton Co.,-
Reno, Nevada, U.S.A.

REACTIVOS.

- Complermento de conejo licfilizado ORAX 06-07, Behring Inst.

- Solucién amortiguadora concentrada de fosfatos 0565 hL-45
Behring iInst.

- Colorante azul tripan 23850. Sigma de México, S.A.

- Cloruroc de magnesio 24kh, J.T. Baker, S.A.

- Clorurc de calcioc 1508 Allied Chemical.

- Etilendinitrilotetracetato disédico J.T. Baker, S.A.

- Petrolato liquido U.S.P., viscosidad 255/350 centistokes,
densitad 0.850, Sigma de México.

- Aloantisueros tipificadores. Los antisueros utilizados --
provienen de los Institutos Nacionales de 1a Salud de los
E.U.A. (MIH), Bethesda Maryland.

La Tista de antisueros con los que se contaron son:

Locus A: Al, A2, A3, A9, A10, (A25,A26), A11, Awl9, A28, --
A29, Aw32.

Locus B: B5, B7, B8, B12, B13, Bik, B15, B17, Bw2l, Bw2Z, -
Bw27, Bw35, B37, BAO.

Locus DR: DR1, DR2, DR3, DRL, DRS y DR7.

APARATOS.
Agitador tipo vortex.

PREPARACION DE REACTIVOS.

- Complemento de conejo. Se reconstituye el complemento lic
filizado, con Iml de agua destilada y 0.5 ml. de soluciér
diluyente de complemento. Una vez diluida se mantiene a -
kec.
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- Diluyente de Complemento. Se prepara con MgCI 0.008% y -~

Caﬂ!zﬂ .008%

~ Rojo de Fenol al 1% como indicador. Se disuelve en solucién
salina de fosfatos y se conserva en refrigeracion.

- Azul tripadn al 1% en agua.
Sotucidn Stock. 1 g. de azul trip&n en 100 m] de H,0 desti-
lada, es conveniente filtrar. Para uso diario se dTluyen -—-
2 ml de solucidn al 1% con 1 ml- de E.D.T.A. al 2%.

- EDTA al 2%. 2 gr. de EDTA disddico disuelto en solucidn sa-
1ina amortiguada, ajustando el pH entre 7.0 y 7.4 con NaQH-
concentrada.

PREPARACION DE PLACAS DE TERASAKI.

En cada uno de los pozos de la placa de Terasaki, se ce
posita 1fﬂ de antisuero tlprlcador de especificidades HLA,-
con ayuda de una microjeringa Hamilton con despachador.

Las placas de Terasaki se colocan sobre una placa fria,~
para evitar evaporacion, y se adiciona 1 Ul de antisuero co—
rrespondiente en cada pozo, ademas de control positivo y nega
tivo, en seguida se cubre el pozo con una gota de petrolato -
Iiquido, esto es para evitar }a desecacidn y cambios de PH -~
del aloantisuero. Las placas se almacenan a -70°C.

La reaccidn es para tipificar antigenos HLA-A y -B (er-
linfocitos T) y HLA-DR (en linfocitos B) tienen diferentes --
tiempos de incubacién por lo cual no es posible tener antiswe
ros anti HLA-A, -B y -DR en 1a misma placa y es necesario te-
ner los antisueros anti HLA-DR en otra placa.

PROCEDIMIENTO.

1.~ Se parte de una suspension celuar con una concentirz
cién de 4 X 10 células/ml para las diferentes poblaciones <=-
linfocitos, sembrando 1/H1 de las suspensiones celulares ern -
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cada pozo de la placa correspondiente: linfocitos T en la --
placa que contiene los antisueros anti-HLA-A, -B, y linfoci-
tos B en la placa que contiene los antisueros anti-HLA-DR.

2.- Mezclar el contenido de los pozos, por medio de vi
bracién ayudandose con el vortex.

3.- Las plcas son incubadas; para los linfocitos T 30-
min y para los linfocitos B 60 min a temperatura ambiente am
bas.

L,- Se afiade una gota de solucién de Hanks, con la ayu
da de una pipeta Pasteur, a cada uno de los pozos de las pla
cas.

5.- Se permite que las células sedimenten por 10 min.

6.~ Las lacas se sacuden con un movimiente enérgico y-
rapido lograndose el iminar el petrolato liquido que conte- -
nian las plcas y la solucion de Hanks antes adicionada, que-
dandonos las células en el fondo de cada pozo.

7.- Con ayuda de una microjeringa se adicina a cada —--
pozZo 4/H1 de complemento de conejo diluido.

8.~ Nuevamente se agitan las placas en el vibrador.

9.- Las placas que contienen los linfocitos T se {ncu--
ban 30 min a 37°C y las placas con linfocitos B son incuba--
dos durante 120 min. a temperatura ambiente.

10.- En cada pozo de las placas se adiciona una gota -
de colorante.

11.- Incubdndose por 20 min. a temperatura ambiente am
bas placas.

12.- Las placas son sacudidas con un movimiento enérzi
co y rapido, el minando el exceso de colorante.
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13.- Se afiade una gota de Hank a cada pozo, dejando --
sedimentar las células por 10 min.

14.- Quitar el exceso de solucidn de Hanks de cada po-
zo, ya sea sacudiendo la placa o secando cada pozo con papel
filtro.

15.- Se lee al microscopio a 10X de aumento. Se calcu-
la el porcentaje de células vivas y muertas, las cuales se -
tifien de azul por haber sido dafiada su membrana y penetrado-
el colorante. Los linfocitos vivos se ven refringentes y pe-
quefios y los muertos ademds de estar tefiidos son mids gran— -
des, perdiendo su redondez.

La calificacién otorgada a cada pozo es en base al si--
guiente criterio:

0 --- 10% de mortalidad (1)

11 --- 20% 1 (2)
21 —-- L0% t ()
41 --- 80% 1 (6)
81 --- 100% b (8)

se interpreta:

1y 2 --- resultado negativo
L  ~-- resultado dudoso
6 y 8 ~-- resultado positivo

3.3 CALCULOS,

La evaluacidn estadistica de los datos obtenidos en la
tipificacidon seroldgica de los antigenos HLA-A, -B y DR fué-
la siguiente: .

1.-) Para estimar la frecuencia antigénica o fenotipi-
ca (F) en la poblacién estudiada se utilizé la siguiente - -
formula:

F = No. de individuos positivos para =l antigeno
N !
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donde:
N = al nimero de individuos que componen la muestra.

2.-) La frecuencia genotipica (P), fué calculada con--
la formula:

3.-) El desequilibrio génico (D) fu& calculada median-
te 1a formula de Mattiuz y cols. (221) .

d _ (b+d) (c+d)

D= § NZ

en donde:

=Nc. de individuos positivos para ambos antfigenos.

b=No. de individuos positivos para uno de los antigenos.
=No. de individuos positivos para el otro de los antigenos.
d=No. de individuos negativos para los dos antigenos.
N=(a+b+ctd) o niimero de individuos gque componen la muestra.

k.-) La significacign estadistica se estimé por la --
prueba de Chi cuadrada (X”), para valorar la probabilidad -
(p) de la diferencia de los valores observados y esperados.

2 {(ad-bec)} - N/2 X N

X" = {3%5) (c=d) (a+c) (6%d)

5.-) La frecuencia del haplotipo P (AB) se calculé:

PAB - PA X PB + DAB

Estos c3lculos fueron realizados por computacién y el
programa fué elaborado por el Dr. José de Jesiis Manriques -
Jefe de Computacidn de la Unidad de Patologia del Hospital-
General de México, S.S.A.
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3.4. RESULTADOS.

Los resultabos obtenidos en la poblacidn estudiada son
presentados en las siguientes tablas.

En 1a Tabla (1) y (I!} se muestran las frecuencias del
antigeno y génicas para los locus HLA-A y HLA-B respectiva—--
mente. Ademds las frecuencias del antigenc obtenidas por - -
Gorodezky (222) y Areliano {223) en mestizos mexicanos; - -
Chauvenet (224} y Terasaki (225) en México-Americanos.

La Tabla {i1]) presenta los haplotipos mids frecuentes-—
y la Tabla (1V) los haplotipos con Desequilibrio Génico (DB)-
significativo para los tocus HLA-A y HLA-B en nuestra mues--
tra.

La frecuencia del antigeno y la génica para la serie -
HLA-DR en la poblacion estudiada se encuentran en la Tabla--
(V), ademds las frecuencias del antTgeno obtenidas por S#as-
ny (226) y Zeidler (227) en M&xico-Americanos para este lo—-
cus.

La Tabla (VI) y (VIl) contienen los haplotipos mis fre
cuentes y los hapiotipos con Desequilibrio Génico significa-
tivo para las series HLA-B y -DR en la poblacidn estudiada.

En las Tablas {Vii1), {iX) y (X} se presentan las fre~-
cuencias del antigeno v génicas para las series HLA-A, HLA-2
y HLA-DR, para los diferentes subrupos por nivel socio-eco--
némico.

La Tabla (Xi) muestra los haplotipos mis frecuentes y-
Ios haplotipos con Desequilibrio Génico significativo en Icsz
subgrupos por nivel socio-econdmico.

Las frecuencia sdel antigeno y frecuencias génicas pa~-
ra las series HLA-A, -B y -DR para los diferentes subgrupos-
por edades se encuentran en las tablas (XI1), (X111} y (XIV-
respectivamente.
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Los haplotipos mds frecuentes y con Deseguilibrio Géni
co significativo se encuentran en las Tablas (X¥i) y (XVIA)-
para los diferentes subgrupos por edades.



#*% p <.0,0005

TABLA (1} FRECUENCIAS EWCONTRADAS PARA LOS ANTIGENDS DE LA SER{E HLE-A
EN COMPARACION CON OTROS GRUPOS.

ESPECIFicIDAD | HOSPITAL GENERAL S.S.A. GORGDEZKY ARELLANO CHAUVERET TERASAKI
F. Ag. F.G. F. Ag. F. Ag. F. Ag. F. Ag.
At 0.060 0.030 0.120% 0.1363% 0.1h3%% 8. 120%
A2 0.581 0.353 0.530 0.579 0.517 0.540
A3 0.030 6.015 0. 145%x% 0. 130%#x 0. TA3%% 0.100%%
A9 0.3060 0.160 0.352 0.270 0.087 0.300
A10 0.15¢ 0.078 6.125 0.150 0. D33%%% 0.080
A25 0.013 0.060 0.027 0.030
AZ6 0.019 0.010 0.010 0.007 0.030 0.070%%
ALt 0.060 0.030 0. 155%% 0.112% 0.067 0.080
Awlg 0.026 0.013
A28 0.086 0.0hk4 0.150% 0.113 D.163%% 0.160%
A29 £.033 $.016 0.015 0.008 D. 07k 0. 100%%%
0.033 0.016 0.016 0.016 §. 050%% 0.060%%*
* pL0.05
*% p £ 0,005

il




GORODEZKY

HOSPITAL GENERAL S.S.A. ARELLANO CHAUVENET TERASAK|
| ESPECIFICIDAD F. Ag. F. G. F. Ag. F. Ag. F. Ag. F. Ag.
B5 0.183 0.100 0.240 0.206 0.180 0.100%
B7 0.276 0.150 0.110%x% 0.176%% 0.120%%* 0.150%%
B8 0.040 0.020 0.115% 0.082% 0.97% 0.070
B12 0.120 0.061 0.070 0.210%%x 0.180%% 0.200%%
B13 0.0620 0.010 0.020 0.050% 0.123%4% 0.040
B14 0.066 0.033
B15 0.086 0.04%4 0.070 0.120 0.100 0.040%
B17 0.036 0.018 0.090 0.048 0.040 . 0.020
Bw21 0. 140 0.072 0.065% 0.066%% 0.0397 0.080%
Bw22 0.017 0.008 0.045 0.030 0.030 0.610
B27 0.026 0.013 0.050 0.041 0.047 0.050
Bw35 0.412 0.233 0.420 0.221#%% 0.353 0.330%
B37 0.066 0.033
B4O 0.070 0.035 0.200%% 0.085 0.163 B.120

& p <.0.05
#  p <0005

*%  p«£ 0.0005

TABLA {11} FRECUENCIAS EHCONTRADAS PARA LOS ANTIGENOS DE LA SERIE HLA-B

EN COMPARACION CON OTROS GRUPOS.

q1t
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Haplotipo

Frecuencia del haplotipo (103)

AZ - B blanco
A2 - Bw35

A blanco ~ Bw35

| A blanco - B7

| Ag - B7

i

A3 - Blanco
A2 - B5
55
A2 - B7

A blanco

115.0
101.0
95.7
51.7
h1.6 .
39.8
36.7
36.1
30.2

blanco = antigeno que aiin no estd definido.

Tabla {i11). Haplotipos mis frecuentes, para las series

HLA~A y HLA-B en la poblacidn estudiada.
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Haplotipo #] (103) Xz

A 10 - Bw 35 22.70 - 10,80
A25-B 14 ‘ -0,04 10.6h*
A25 -8 37 -0. 0k ! 10.64%
A2 -8B 14 -0.06 7.50%
A 26 -B 37 -0.06 7.50%
A29-B 8 ~-0.06 | 7.63%
A29 -8B 13 - -0.03 13. 80%*
A29 -B 1k -0.01 39.01%%
R23 -8B 17 ~-0.06 ' 8.20%
A 29 - Bw 22 -0.02 16. 4Ox=
A29 -8B 27 -0.04 i 10.70%
A23 -8B 37 -0.01 _ 39.00%%
Ai32 - B 8 -0.06 | 7.63=
Mi32 - B 13 -0.03 [ 13.88e
Aw3z - B 14 | ~0.01 | 39.00%%
3232 - B 17 -0.06 8.20%
Aw32 - Bw22 -0.02 | 16.50%=
&a32 -8 27 ~0.04 ] 10.70%
Aw32 - B 37 -0.01 39.00%=

% p <0.01

#** p< 0.001

TABLA (1v) Haplotipos con desequilibrio génico {D) significativo

en la podlacidn mestiza mexicana estudiada.
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HOSPITAL GENERAL STASNY ZEIDLER
N = 301 N =85 R = 189
ESPECIFICIDAD -
F. ANTIGEMQ F. GENICA F. ANTIGENO | F. AMTIGENO

DR1 0.295 0.160 0.041 ++ 0.200 +
DR2 0.063 0.032 0.077 + G.150 +

DR3 0.1k0 0.073 0.083 0.200

DR% 0.300 0,150 0.154 0.380
DR5 0.070 0. 036 0.147 +++ 2.150 ++

DR7 0.180 0.094 0.121 0. 140

TABLA (V) FRECUENCIAS ENCONTRADAS PARA LOS ANTIGENOS DE LA SERIE

HLA-DR EN COMPARACION CON OTROS GRUPOS.

+p £ 0.05
++ < 0.005

+++p < 0.0005
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HAPLOTIPO : FRECUENCIA DEL HAPLOTIPO (2533
D blanco - Bw35 108.0
D blanca - B 7 62.1
D blanco - B 5 ' %0.9
DRE4 - Bw3s 32.5
DR4 - B blanco 28.5
DR1 - B 7 27.5

TABLA (V!) Haplotipos mi3s frecuentes para las series

HLA-B y -DR en la poblacidn estudiada.

Haplotipa | D {10°) | %2
DR3 - BS 9.78 18,14
DRS - BiZ 9,00 11.8%
DR blanco - B8 -14.20 , 10.45%

x p=0.001

Tahla {VIi) Haplotipos con desequilibrio génico
{D) significativo en ia poblacidn -

estudiada.




NIVEL SOCID/ECOMOMICO

NIVEL SOCIO/ECOMOMICD

ALTO BAJO

ANTEGENO FREC. DEL ANTIGENG FREC. GENEICA | FREC. DEL ANTIGENO FREC. GENICA
A1 0.067 0.034 0.052 0.026
Az 0.617 0.381 " 0.546 5.326
A3 0.020 0.010 0.039 2.019
A9 0.281 0.152 0.296 0.160
A0 0.134 0.069 0.16% 0.085
A 25 0.013 0.006 0.013 0.006
A 26 0.040 0.020 0.000 2.000
A1 0.067 0.034 0.052 0.026
Aw1Q 0.033 0.016 0.019 0.009
A 28 0.053 0.027 0.118 0.061
A 29 0.000 0.000 0.006 0.003
P32 0.000 0.000 0. 006 0.003

TABLA (VII1) FRECUENCIAS DEL /HTIGEND Y GEMICAS PARA LA SERIE

HLA-A EN LOS SUBRUPOS POR NIVEL SOCIO-ECOMOMICO

0zl



NIVEL SQCI10-ECONOMICT ALTO
ANTIGENO FREC. DEL ANTIGENO FREC. GENICA FREC. DEL ANTIGENO FREC. GENICA
B 5 0.181 0.095 0.18% 0.096
B 7 0.2l 0.129 0.3039 0.168
B & 0.033 0.016 0. 086 0.023
B 12 0.100 0.051 0.138 0.071
B 13 0.013 0.006 0.026 0.013
B 14 0.000 02.000 0.013 0.006
B 15 0.067 0.030 0.111 0.057
B 17 0.067 0.030 0.013 0.006
Bw21 0.140 0.073 0.138 0.071
Bw22 0.006 0.003 0.026 0.013
B 27 0.033 0.016 0.018 0.009
B35 0.409 0.231 0.41kh 0.234
8 37 0.006 0.003 0.006 0.003
8 40 - 0.080 0.0k1 0.059 T 0.030

TABLA (iX) FRECUENCIAS DEL ANTIGENO Y GENICAS PARA LA SERIE HLA-B EN LOS SUBRUPOS

POR NIVEL SOCIO-ECONOMiCO.
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HIVEL SOCIG-ECONOMICO ALTO NIVEL SOCI0 ECONOMICO-BAJO
ANTIGEND FREC. DEL ANTIGENO | FREC. GENICA | FREC. DEL ANTIGENO |FREC. GENICA
DR1 0.214 0.113 0.230 0.122
DRZ 0.060 0.030 0.056  0.026
DR3 0.147 . 0.076 0.118 . 0.061
DRk 0.261 0.140 0.223 0.118
BRS 0.067 0.034 0.046 0.023
DR7 0.134 0.069 0.217 0.115

TABLA (X) FRECUENCIAS DEL ANTIGENO Y GENICAS PARA LA SERIE HLA-DR EN LOS

SUBGRUPOS POR HIVEL SOCIO-ECOMOMICO.

(44



HAPLOTIPOS HAS FRECUENTES

HAPLOTIPOS CON DESEQUILIBRIO GENICO

NIVEL S0CI0- FREC. DEL HAPLOTIPO 03 2
| economico HAPLOTIPO (103) HAPLOT1PO | D {10”) ) 4
BAJO A blanco - Bw3s 107.60 A3 ~ B37 -0.133 7.72%
A2 - Bw3s 99.00 Awig - B17 -0.132 7.62%
A2 - B blanco 80.13 Aw19 - B37 -0.065 14.05%%
A blancc - B8 7 55.30 A 25 - B4 -0.087 10.88%*
AS9 - B 7 £5.20 A 25 - B17 ~0.087 10.88%%
A2 -87 39.21 A 25 - B37 -0. 043 20.h1*%
A 29 - B13 -0.087 10.88%% |
A 29 - B14 -0.043 20,41 %x
A 29 - Bw22 -0.087 10.88%% |
A 29 - B37 -5.021 39,52%%
Aw32 - B13 ~0.087 10, 88#%x
Aw32 - B17 -0.043 20, 41%%
Aw32 - Bw22 -0.087 10.88x%
Aw32 -8 27 ~0.065 14.05%%
Aw32 - B 37 -0.021 | 39.52%%
Bw3s ~ DR blanco 113.00 B 37 - DR5 ~1.55 6.83%
B 5 -~ DR blanco £3.20 B 8 - DR3 G.01 10, 23%%
B 7 - DR1 39.30
B blamco - DRI 37.60
Bw35 - DRL 37.10
ALTO AZ - B blanco t5Z. 10 AT - B blanca 20.50 9.0/%
A2 - Bw35 104.50 A 3 - B 13 -0.13 7.59%
A btanco -~ Bw3b 83.59 Awlg ~ Bw22 -0, 1h 8.83%
AS - B blanco 60.10 A 3 - B 37 -0 06 13, 8%
AZ ~B5& kk 20 A 25 - Bw22 ~0. 09 20, 0%%
A9 - Bw35 39.%
Bw3s - DR blance 101 .90 B 37 - DR blanco F4.57 7.3/%
B 7 - DR blanco 5k.30 B 12 0 DR5 14,50 14 bl
B12 - DRS 16.20

TABLA (XI) HAPLOTIPOS MAS FRECUENTES Y CON DESEQUILIBRIC GENI1CO (D) PARA LOS DIFERENTES SUBRUPOS
POR MIVEL SOCIO~ECONOMICO.

*p£ 0.01
*%kp<0.001
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Pe 15 a 30 afics

De 31 a 45 afios

De 46 a 60 afios -

De &1 afios en adelante

F. ANTE. F. GENICA

ANTIGENO | F. ANTG. F. GENICA | F. ANTG. F. GENICA | F. ANTG. F. GEHICA
Al 0.055 0.028 0,027 0.013 6.076 0.039 0.111 0.057
A2 0.603 0. 369 0.472 0,273 6.461 0.266 0.740 0.4s0
A3 0.035 0.017 0.050 0.028 0. 000 0.000 0.000 0.000
A9 0.306 0.167 0.305 0.166 0.256 0.137 0.185 0.097
A 10 0.125 0.064 0.167 0.087 0.256 0.1%7 0. 148 0.077
A 25 0.015 0.007 0,000 0.000 0.025 0.012 0.000 0.000
A 26 0.030 0.015 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 0,000
A1l 0.060 0.030 0.055 0.028 6.051 0.025 0.074 0.037
Awl9 0.025 0.012 0.055 0.028 0.000 0.000 0.037 0.018
A28 0.065 0.033 0,083 0.042 0.153 0.080 0.148 0,077
A 29 0.00 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.037 0.018
Aw32 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.060 0.037 0.018

TABLA X1i. FRECUENCIAS DEL ANTIGENO Y FREEUENCIAS GEMICAS PARA LA SERIE HLA-A EN LOS DIFERENTES

SUBGRUPOS POR EDABES.
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Be 15 a 30 afios

De 31 a &5 afios

De 46 a 60 afios

De 61 afios en adelant

ANTIGENO | F. ANIG. F. GERICA | F, ANTG. . GEHICA | F, ANTG. | F. SENICA | F. ANTG. F. GENICA
B 5 0.226 0.120 0.055 0.028 0.179 0.094 0.037 0.018
B7 0.291 0.158 0.277 0.150 0.256 0.137 0.185 0.097
B8 5.030 0.015 6.027 | 0.013 0.102 0.0652 0.037 0.018
B 12 6.030 0.0&6 0.083 0.042 0.230 0.122 0.222 0.118
B 13 0.010 0.005 0.000 0.000 0.070 0.039 - 0,037 0.018
B 14 0.000 0.000 0.027 { 0.013 i 0.025 0.012 0.000 0.000
B 15 0.075 0.038 0.138 0.072 0.128 0.066 0.037 0.018
B 17 0.045 0.022 0.027 i 0.013 0.000 0.0600 0.037 0.018
Bw21 8.150 0.078 0.111 { 0.057 0.102 0.052 0.148 0.077
Bw22 6.020 0.a10 0.000 0.060 0.000 0.000 0.037 0.018
B 27 0.035 0.017 0.000 0.000 0.000 06.000 0.037 0.018
Bw35 0.522 0.239 0.472 § 0.273 D.358 6.199 0.333 0.183
B 37 0.005 0.002 0.027 1 0.013 0.000 0.000 0.000 0.000
B 4o 0.670 0.035 0.083 | e.042 0.051 0.025 0.074 0.037

TABLA (XtF!). FRECUEHCIAS DEL ANTIGEWO Y GENICAS PARA LA SERIE

SUBGRUPOS POR EDADES.

HLA-B EN LOS DIFERENTES

5¢1



De 15 a 30 aifios De 31 a 45 afios De 46 a 60 afios Pe 61 .afios en adelante

ANTIGENO F.ANTG. F. GENICA F. ANTG. F. GENICA| F. ANTG. F. GENICA F.- ANTG. F. GENICA

DR1 0.266 0.120 0.333 0.183 0.179 0.094 0.111 0.057
DR2 0.065 0.033 0.083 0. 042 0.025 0.012 . 0.000 0.000
DR3 0.145 0.075 0.027 0.013 0.153 0.080 0.148 0.077
DRY . 0.261 0. 140 0.277 0.150 0.205 0.108 0.111 0.057
DRS 0.055 0.028 0.055 0.028 0.102 0.052 \ 0.000 0.000
DR7 0.150 0.078 0.250 0.133 0.205 0.108 j 0.222 0.118

TABLA (X1V) FRECUENCIAS DEL ANTIGENO Y GEMICAS PARA LA SERIE HLA-DR EN LDS DIFERENTES

SUGRUPOS POR EDADES.

SUBGRUFOS ANTEGENOS PROBAB{LIDAD
De 15 a 30 contra 31 a 45 afos g5 0.030
De 15 a 30 contra 46 a 60 aiios A i0 0,050
De 15 a 30 contra %6 a 60 afios ‘ B 12 0.020
De 15 a 30 contra 61 en adelante B 5 0.030
De 31 a 45 contra 61 en adelante A 2 0.050
De 46 a 60 contra 61 en adelante A 2 0. 040
De 46 a 60 contra 61 en adelante 8 15 0.002

TABLA (XV) ANTIGENOS CON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENCONTRADAS
AL COMPARAR LOS DIFERENTES SUBRUPOS POR EDADES.
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) HAPLOTIPOS MAS FFICUENTES HAPLOTIPOS CON DESEQUILIBRIO GEHLQQ___
SUBGRUPOS HAPLOTIPO FREC. DEL HAPLOTIPG HAPLOTI1PO b (103} X
De 15 a 30 afos A blanco - Bw35 89.4 A3 -B 37 -0.08 8.48%
A 2 - B blanco T12.0 Awl9 - B 37 . -0.06 11,31
A2 - Bw3% 128.9 A25~B 13 =-0.07 9.56%
A2 -8B7 -0.07 9.56%
A 25 - B 37 '0003 ’7'95**
DR blanco ~ B 7 &4.0 DR7 - B 37 -3.16 6.73*
DR blanco - Bw35 93.3 PR blanco - B 8 =14.70 10, 83%*
Pe 31 a 45 afos A3 - Bw35 §5.6 A1 -B8 13.7 8.49%
A blanco - B 7 9k.5 Al -B 1A - 0.39 10, 60*
A blanco ~ Bw3h 119.0 A1 -8B17 - 0.39 10.60%
A2 - Blanco 163.0 Al ~B 37 - 0.39 10.60%
A blanco - B 14 -19.60 7.65%
DR L~ < Bw3s 9G.3 DR3-B3 13.70 — 8.49%
' PR % - B blanco 97.2 DR 3 -8B 14 - 0.39 10.60%*
DR blanco - Bw3b 128.0 DR 3 ~-B 17 - 0.39 10.60%*
DR 3~ B 37 - 0.39 10.60%
DR blanco - B 8 -17.90 6.91%
De 46 a 60 afios (A2 - Bw3s 85.7 A blanco - B 13 -4, 50 9.21%
A blanco -~ B 12 78.4 A blanco - B &0 -28.80 7.27% L
A blanco - Bw35 106.0 A 25 - B 1% - 3.37 11.35%
{'DR blanco - B 12 M7 DRI - Bw35 | -45.80 6.86% |
! DR blanco - B 7 59.5 DR7 - Bw3s -53.50 7.76%
DR blanco ~ Bwih i48.0 DR2 - B 14 - 0.33 11.35%% g
H

TABLA (XVI) HAPLOTIPOS MAS FRECUEMTES Y CON DESEQUILIBRIO GENICO (D)
PARA LOS DIFERENTES SUBGRUFOS FOR EDADES.
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HAPLOTIPOS MAS FRECUENTES HAPLOT{POS CON DESEQUILIBRIO BENICO
SUBRUPOS HAPLOTI PO FREC. DEL HAPLOTIPG HAPLOTI PO D{iﬂs) x2
| De 61 afios en A blanco-Bw35 76.4 A1 -Bw21 11.70 g, 17%
' adelante.
‘ A2 -BwZ1i 77.0 A2 -B 8 ~-28.50 8.32%
A2 -Bw35 104.6 A 2 -B 27 | ~28.20 8.32=%
Awlg -5 | - 0.71 8.39%
A219 -B 8 - 0.71 8.39%
A219 -8 13 - 0.71 B.39%
Aw139 -B 15 - 0.71 8.2
Awly -B 17 - 0.71 B.39%*
Awlg ~-B 27 - 0.71 8.39%
A 29 -B 5 - 0. 71 8.39%
A 29 -B 8 - 8.71 8.39%
A 29 ~B 13 - D71 8.39%
A 29 -B 15 - 0.7 8,39%
A 29 -B 17 - 0.71 8.39%
A 29 ~Bw22 - 0.7 8.39%
A 2% -8B 27 -~ 0.71 §.39%
Aw32 -B 5 - p.71 8.35%
Aw32 - 8 - 0,71 8.39%
. Aw32 -8B 13 - 0.71 8.39%
Aw32 -B 15 - 0.1 8.39%*
Aw32 -Bw22 - 0.71 B.39%
Aw32 ~B 27 - 0.71 8.39%
- DR 1 ~p Blanco 52.7 DR blanco-Bw22 | ~37.30 1%1.80%
PR 7 ~B blancd 52.7
DRblanco-B ¥ 97.3
DRblanco~Bwis 128. 0

TABLA (XVIA) HAPLOTIPOS MAS FRECUENTES Y CON DESEQUILIBRIO GENICO (D)

PARA LOS DIFEREKTES SUBGRUPGS PRO EDAD,

gzl
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Al comparar nuestros resultados para el locus HLA- A--
con los resultados obtenidos en mestizos mexicanos encontra-
mos diferencias significativas en Al, A3 v All en el estudio
de Arellano (223}, ademd3s de estos antfgenos A 28 con Goro—-
dezky (222).

Los dos grupos de méxico-americanos comparados con el-
nuestro revelaron diferencias en Al, A3, A29, A 29. Ademds -
A9 y A10 se presentaron con el grupo de Chauvenet {224) y --
A26 con el de Terasaki (225).

Los antigenos mds frecuentes de esta serie son el A2 -
y A9 en todos los trabajos presentados, excepto en el de - -
Chauvenet en el cual los m&s frecuentes fueron AZ y A3.

Analizando la Tabla (11} y comparando nuestros resulta
dos con los cuatro estudios citados, encontramos que el an—-
tigeno B7 fué significativamente diferente a todos ellos, el
B8 dnicamente fué concordante con Terasaki y el B12 lo fué -
con Gorodezky; el B13 fué concordante con Gorodezky y Tera-—
saki, pero tuvo diferencias significativas con los dos gru--
pos de mestizos, pero no con los méxico-americanos. Bw35 di-
firié con Arellano y Terasaki y finalmente B40 tuvo diferen-
cias significativas con Gorodezky y no con los demds.

Los antigenos mas frecuentes en nuestra muestra y en -
Jas otras cuatro series fueron los antigenos B5 y Bw35, sin-—
embargo en nuesitra muestra también lo fueron el B7 y el Bw2i.

Si comparamos estos cuatro grupos estudiados, entre --
si en las dos series, encontramos las siguientes diferencias
significativas:

Gorodezky con Arellano.

A9, B7, B15, B17 con una probabilidad (p)=0.05
Bw35, B40O =0.0005
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Gorodezky con Terasaki.

At1, A25, Bw22, BLO com una probabilidad (p) = 0.5

A26, B12 f p) = 0.005

A2g, B5, B17 1 (p) = 0.0005
Gorodezky con Chauvenet.

A25, B 17 con una probabilidad (p} = 0.05

ATl, A29, Biz L (p} = 0.005

A9, A10, Bi3 u (p) = 0.0005
Arellano con Terasaki.

B5, B12, B15, Bwl6, B4O con una probabilidad (p) = 0.05

Aw30 1 {p) = 0.005

A25, A26, AZ8 1 (p) = 0.0005
Arellano con Chauvenet.

A25 con una probabilidad (p)=0.005

AS,A10,A25,A29,Aw31,

Be16,B27,BL40 1 (p)=0.0005
Terasaki con Chauvenet.

A10,A26,B5,B15 con una probabilidad (p)=0.05

Bt3 N (p)=0.005

A29 " (p)=0.0005

En cuanto a los haplotipos mds frecuentes para las se~
ries HLA-A y -B aparecen en la Tabla (l111). Dos de ellos - -
A2-B5 y A2-Bw35 coinciden en ser de lo mas frecuentes tantc~-
en nuestra serie como en las otras cuatro.

El haplotipo A Blanco-Bw35 también es muy frecuente, —
Gorodezky (222), ha sugerido que quizd este antigeno blancc~
sea en realidad un antigeno inherente a la poblacidn mestizz
mexicana.
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Los resultados del locus HLA-DR aparecen en la Tabla -
(V), junto con los obtenidos para esta serie por Stasny - -
(60) vy Zeidler (226) en méxico-americanos. Estos son los - =
dnicos autores que han tipificado antigenos de este locus, -
para mestizos mexicanos aiin no se han publicado trabajos en-
este sentido.

El antigeno mds frecuente tanto en nuestro grupo como-
en los anteriormente mencionados es el DRE, seguido del DRI1-
en nuestra serie y la de Zeidler.

Cuando comparamos los grupos de méxico-americanos en--
tre si, encontramos discrepancias en los antigenos DR1 y DR5
con una (p)=0.05.

La Tabla (V!) muestra los haplotipos mis frecuentes en
Jas series HLA-B y -DR, siendo los mds frecuentes: DR blanco
Bw35 y DR blanco-B7, de nuevo encontramos a Bw35 asociado --
con un antigeno blanco.

Los haplotipos para las series HLA/B y -DR que tuvie--
ron Desequilibrio Génico significativo se muestran en la Ta-
bla (VIII).

La Tabla (VI11) muestra ias frecuencias del antigeno y
génicas en los antigenos de la serie HLA-A, obtenidas en los
diferentes subgrupos formados en cuanto a su nivel socio-eco
nomico, tomando como nivel alto a médicos y personal del - -
hospital y bajo a pacientes que acuden a é€I.

Al comparar los resultados obtenidos para estos dos -
subgrupos, encontramos que sGlo existe una diferencia, en el
antigeno A 26 con significancia estadistica (p=0.034). Si
comparamos este mismo antTgeno con la poblacidn total cuya--
frecuencra antigénica fue de @ 019 no encontramos diferencia
sienificativa.

La tabla (IX) ruestra !as frecuencias del antfceno y-
aénicas en los antigenos del locus, HLA-Z 7 comparar los re
sul tados obtenidos en los dos subgrupos = se encontré nincu

na diferencia signitscat«va para esta seri
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La Tabla (X) que presenta las frecuencias antigénicas-

y génicas para el locus HLA-DR, al comparar los dos subgru--

' pos por nivel socio~econdmico, no se encontrd diferencias --
significativas entre ambos grupos. :

Los haplotipos mas frecuentes que coincidieron en am--
bos grupos son: A2-B blanco, Ablanco-Bw35, A2-Bw35 y Bw35 --
DR blanco; como observamos el antigeno Bw35 aparece en las -
dos poblaciones asociado con un antigeno blanco, sin que - -
exista variacion por nivel socio-econdmico.

Ninglin haplotipo con Desequilibrio Génico (D) coinci--
dié en ambos grupos, los haplotipos con mayor (D) en el ni--
vel socio-econémico alto son: A25-Bw22 y B12-DR5, para el ni
vel socio-econdmico bajo son: A29-B37, Aw32-B37 y B8-DR3.

Las Tablas (XI1), (XI11) y (XIV) presentan las frecuen
cias del antigeno y génicas para los locus HLA-A, -B y -DR,-
respectivamente para los cuatro subgrupos por edades.

Comparando los resultados de los subgrupos por edades-
entre si, encontramos algunas diferencias significativas, --
las cuales se muestran en la Tabla (XV).

Los hapiotipos mas frecuentes en los cuatro subgrupos-
por edades, son: Ablanco-Bw35 y Bw35 - DR blanco, y se vuel-
ve a encontrar un antigeno blanco y Bw35 como muy frecuentes,
sin gue exista variacidon por edad o por nivel socio-econdmi-
co y esto tal vez sugiera que estos haplotipos A blanco - -
Bw35 - DR blanco sean inherentes a la poblacidn mestiza mex:

cana.



3.5 DISCUSION.

Este trabajo presenta las frecuencias antigénicas del-
sistema HLA, en un grupo particular de mestizos. Las discre-
pancias encontradas entre nuestro grupo y los de comparacidn
y entre ellos mismos, las podemos dividir y localizar como -
sigue:

1. La especificidad y sensibilidad variable de los an-
tisueros utilizados puede provocar la aparicidn de diferen--
cias (227). Alin cuando los antisueros utilizados provengan -
de los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos - -
(INH), se ha encontrado que no siempre son monoespecificos.

En nuestro caso, dos antisueros para las especificida-
des A3 y DR5 marcaban inespecificamente. Al comparar las fre
cuencias antigénicas que obtuvimos con las de los otros gru-
pos las diferencias fueron bastante significativas en estas-
dos especificidades.

2. Las diferencias en el tamafio de 1a muestra pueden -
ser importantes, especialmente en antigenos poco frecuentes-
como es el Al, A25, B13, Bw22.

3. Reacciones cruzadas entre los antigenos que pertene
cen a un mismo CREGs.

Lk, Diferencias reales entre las poblaciones estudiadas.
Es significativo que el nivel de discrepancias y el nimero -
de ellas es mayor entre nuestro grupo y el de méxico-america
nos, esto es explicable ya que los méxico-americanos han es-
tado sujetos a la mezcla con caucdsicos y orientales. (223).

Sin embargo, las discrepancias encontradas entre nues-
tro grupo y los otros de mestizos mexicanos del D.F., son --
mis diffciles de explicar. El estudio de Gorodezky (222) re-
fiere que los 200 individuos estudiados eran donadores apa--
rentemente sanos seleccionados al azar de la poblacidn mesti
za mexicana del D.F., El Trabajo de Arellano (223) refiere -
que los 665 individuos eran adultos sanos que asisten al La-
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boratorio de Histocompatibilidad del C.M.N.

Nuestro grupo estuvo conformado en un 50% por médicos-
vy personal del hospital y el 50% restante de pacientes que -
acuden al Hospital General de la S.S.A.

El Hospital General atiende en su consulta externa en-
promedio 100 321 individuos anualmente.

Pertenecen al D.F. y al Edo. de México el 84.28% de es
tos individuos. De este porcentaje el 40.0% proviene de Cd.-
Nezahualcoyctl, que sabemos estd integrada por una poblacidn
fordnea muy importante y el 43.88% restante proviene de otras
zonas del Edo. de México. El resto de la consulta (15.72%) -
la conforman en orden decreciente pacientes originarios de -
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Oaxaca, Veracruz, Tabasco, Za
catecas y Yucatan.

Si bien estas cifras son aproximadas revelan la gran -
heterogeneidad de la muestra.

Resulta por otra parte, de bastante interés poder cons
tatar la presencia de antigenos en nuestra muestra y en las-
de comparacidén que apoyan la hipétesis del origen de los Ame
rindios.

Se cree que ia América fué poblada en el tiempo de los
grandes glaciales, ya que facilitaron el paso de los morado-
res del Asia a América por el Estrecho de Bering, estos al -
transcurso de los siglos, 1legaron a extenderse por toda - -
América.

El antigeno A9 es muy comin en la poblacién mongoloi--
de (59) tiene una frecuencia del antigeno de 0.37 siendo tam
bién muy comiin en poblaciones Amerindias, como por ejemplo--
los nahuas y los mayas que en México tienen una frecuencia -
del antfgeno de 0.25 u 0.20 respectivamente, los ticunas en-
Brasil (0.53) y los quechdas de Perd 0.20 (228).

, Las poblaciones mestizas tienen una frecuencia elevada
de este antigeno (A9), que en nuestra muest-a fué de 0.30 lc
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mismo que en los México-Americanos.

Estos resultados tal vez llegan a reforzar 1a hipote--
sis del origen de los primeros moradores de América.

El antigeno A28 que es muy frecuente en poblaciones --
negras africanas, con una frecuencia antigénica de 0.089 - -
(59), estd también presente en mestizos y México-Americanos,
(0.086 y 0.160 respectivamente} lo cual nos demuestra un com
ponente negroide dentrode la poblacidn mestiza mexicana.

Existen antigenos como el Bw35 que es muy abundante --
dentro de los mestizos y méxico-americanos, siendo frecuen--
te también en poblaciones indigenas de América (228), pero -
aparece poco en otras razas (59), por lo que se podria suge-
rir que se trata de un antigeno inherente a la poblacién de-
América.

El antigeno DRL, es otro antigeno muy frecuente en mes
tizos mexicanos (0.30) y en México-Americanos (0.38) sin em~
bargo no es frecuente en caucdsicos (0.078) o negros africa-
nos (0.035) (59) por 1o que es otro antigeno caracteristico-
de poblaciones americanas.

Debe de mencionarse que ciertos antigenos frecuentes -
en espafioles Al, A3, A-9, B12, B7, y B8 (228), se encuen- -
tran presentes en nuestra muestra de mestizos, aunque con --
una frecuencia mas baja, lo cual ha de esperarse.

Comoc se puede apreciar existen en los mestizos mexica~-
nos antigenos marcadores de raza mongoloide y que estén mas-
acentuados en los Amerindios. Existen también marcadores - -
caucidsoides y negroides, que da por resultade, cambiocs en -~
la composicidn racial vy génica del mestizo por lo cual se le

cansidera un grupo étnico independiente.

La subdivisidn de la poblacidn por nivel socio-econdmi
co y por edad también nos proporciona datos importantes e i~
teresantes en el estudio de la poblacidon mestiza.
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Al subdividir la poblacidon por nivel socio-econdémico y
comparar estas subdivisiones entre si, no se encontraron di-
ferencias significativa, excepto en el antigeno A26, por lo-
cual podria concluirse que en nuestra poblacidon no existen -
di ferencias debidas a nivel socio-econdmico.

Los datos obtenidos en los subgrupos por edades son --
muy interesantes como es el caso del antigeno A9, en el cual
la frecuencia del antigeno va aumentando paulatinamente en -
las generaciones mds jovenes, sugiriendo el predominio de la
raza amerindia.

El antigeno A 28 va disminuyendo su frecuencia confor-
me disminuye la edad, 1o cual nos demuestra que el componen-
te negroide se va diluyendo cada vez mi3s en la poblacidn.

La frecuencia del antigeno B7 se va incrementando en -
las poblaciones jovenes al contrario del antigeno B1Z que --
disminuye su frecuencia cuanto mas joven es la poblacidn. EI
antTgeno Bw35 tiene una frecuencia muy uniforme en los sub--
grupos, tal vez se trate de un antigeno que caracteriza a la
poblacidon mestiza mexicana desde siempre.

Existen antigenos como el B5 que no tienen una tenden-—
cia a subir o bajar sino que su frecuencia es oscilatoria; -
las frecuencias m@s altas las encontrames en los subgrupos -
de 15 a 30 y 46 a 60 afios y 1os menores en los subgrupos de-
31 a 45 y 61 en adelante, lo cual dificilmente podria ser --
explicado.

En la serie DR el antigeno DR1, aumenta muy discretamen

te su frecuencia conforme disminuye la edad, lo contrario --
del antigeno DR7 que aumenta su frecuencia en el grupo de --
edad avanzada.

Todo esto nos corrobora la importancia de la edad en -
un estudio de genética de poblacidn, sobre todo en poblacio-
nes como la nuestra en la que existen consiantes mezclas cor
otras razas, para no incurrir en erroes d. 3nalisis, sobre -
todo cuando se realiza un estudio de asoci {én HLA v enfer-
medad.
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3.6 CONCLUSION.

La informacidén sobre la estructura genética del mexica
no proviene principalmente de dos tipos de estudios: unos --
con orientacidn fundamentalmente médica y otros con orienta-
cién antropolégica, realizados con el objeto de caracterizar
biolégicamente a determinada poblacién.

Los estudios médicos se han intensificado en la actua-
lidad para poder delinear el componente genético de la pobla
cidén y lograr entender la patologia derivada de ella.

La tipificacion de antigenos de histocompatibilidad es
una herramienta muy valiosa, para caracterizar la estructura
genética de la poblacion, pero ademds tiene una gran impor--—
tancia clinica, ya que algunos antigenos de este sistema es-
tan asociados con enfermedad. R

La importante asociacidn de antigenos de Histocompati-
bilidad y enfermedades reumdticas, les confiere gran valor -
en el diagnGstico.

La investigacidn profunda de las asociaciones de anti-
genos del sistema HLA y enfermedad nos 1levarid en un futuro-
no lejano, a la prevencién y deteccidn temprana de estos pa-—
decimientos. Es de importancia para la realizacidn de traba-
jos de asociacidn entre antigenos HLA y enfermedad, tomar --
miy en cuenta la gran heterogeneidad existente en las dife--
rentes poblaciones mestizas.

Esta tesis nos pone de manifiesto la importancia gque -
reviste la tipificacidn de antigenos tanto en el &rea antra-
polégica como en la caracterizacion de la estructura genéti~
ca de la poblacidn, enfatizando 1a gran heterogeneidad géni-
ca en antigenos de este sistema en mestizos. Es de esperarze
que en futuros trabajos que se realicen con la finalidad de-
asociar antigenos del sistema HLA y enfermedad se tome muy -
en cuenta esta heterogeneidad para no incurrir en errores —-
que puedan llevarnos a la obtencidn de re-ultados falsos.
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APENDICE 1.

Esta tesis no quedaria concluida sin antes hacer men--
cidén del estudio que presenta Mendoza (230), en el cual se -
tipifican antigenos HLA para las series A, B, y DR en mesti-
zo0s mexicahos.

Al comparar nuestros resultados con los obtenidos por-
este autor, encontramos que existe una estrecha correlaciaon-
en las frecuencias fenotipicas para los antigenos HLA-A, -B;
para los antigenos de la serie HLA-DR encontramos algunas di
ferencias significativas como en el caso del antfgeno DRL --
con una p=0.00002 y el antigeno DR5 con una p=0.006.

Estas diferencias pueden ser explicadas por los argu--
mentos antes expuestos. :
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