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A Blanca 

MchrLichtl 
¡Más luz/ 

• Goetbe. 



¿ Alguien verá otra vez fa desdicha ?, 
¿A/guíen ha de ver cesar fa amargura, fa angustia del mundo ? 

Solamente se viene a vivir fa angustia y el dolor 

de los que en el mundo viven ... 

-Nezahualcóyotl 



One11 Tacico, 
tonquizaco i11 tlalticpac 
¿ Zan ca iohqui11 onyaz 

in o ompopoliohxochitla ? 
¿ An lle 1101/eyo yez i11 que11ma11ian ? . 
¿ A11 tle nitauhca yez i11 tlalticpac? 

¡ Maml xochitl, ma11el cuicatl ! 
¿ Auh y11 amo zanio 11ica11 

tontiximatico in tlalticpac ? ... 

En vano hemos llegado, 
hemos brotado de la tierra. 

¿ Sólo asl he de irme 
como las flores que perecieron ? 
¿ Nada quedará de mi nombre ? 

¿ Nada de mi fama aqul en la tierra ? 
¡ Al menos flores, al menos cantos ! 

¿ O sólo aqul en la tierra 
hemos venido a conocer nuestros rostros? ... 

-Anónimo 

. ··-· ..... ~ ~ '•' ... 



INDICE 

RESUMEN 

INTRODUCCION 

FUNDAMENTACION 

PLANTEAt.·pENTO DEL PROBLEMA 

l. MARCO TEORICO 
1.1 Historia del transplante. 
l. 2 Generalidades del transplan te. 
1.3 Anticuerpos y transplante. 
1.4 Antígenos del CMH. 
1.5 Evidencias de la existencia de antígenos 

no-HLA relacionados con el rechazo al 
injerto. 

1.6 Generalidades de la piel. 

2. OBJETIVOS 

3. MATERIAL Y METODOS 
3.1 Purificación de linfocitos. 
3.2 Prueba de viabilidad. 
3.3 Microcitotoxicidad. 
3.4 lnmunofluorescencia indirecta. 
3.5 Materiale y equipo. 

4. ANALISIS BSTADISTICO 
4.1 Prueba Kruskal-Wallis. 
4.2 Tabla de contigencia de 2 X 2. 

5. RBSULTADos-

6. DISCUSION DE RESULTADOS 

7. CONCLUSIONES 

APENDICBS 

GLOSARIO 

REFERENCIAS 

AGRADECIMIENTOS 



RESUMEN 

Los antígenos HLA constituyen la principal barrera al libre intercambio de tejidos 

entre humanos, y por tal motivo son un criterio para establecer la compatibilidad, sin 

embargo no explican la totalidad de los rechazos que se observan, por lo que se piensa 

que existen otros sistemas antigénicos. 

En el presente trabajo se determinaron anticuerpos contra antígenos epidérmicos 

presentes en 262 sueros de pacientes politransfundidos, y por tanto potencialmente 

sensibilizados a aloantfgenos de histocompatibilidad que pudieran estar asociados a 

rechazo de injertos, fueron obtenidos del Registro Nacional de Transplantes y se les 

practicaron pruebas de microcitotoxicidad de Terasaki contra un panel de linfocitos de 

22 individuos sanos, a los cuales previamente se les tipificaron sus HLA-A,B. 

Posteriormente se seleccionaron aquellos sueros que no mostraron citotoxicidad. Así 

entonces, se redujo el número de sueros a 35, es decir, 13 % del total. De igual forma 

se eliminaron los que presentaron anticuerpos antinucleares en las células epidérmicas. 

Se procedió a realizar con ellos los ensayos sobre cortes de piel de 20 personas 

diferentes y se organizaron los resultados de tal forma que se dividieron en tres 

grupos según el número de transfusiones, se analizaron estadisticamente y se llegó a la 

conclusión que no existe relación alguna entre el número de transfusiones y la 

sensibilización hacia los antígenos estudiados. Así mismo se ratifico la existencia de 

polimorfismo en este grupo antigénico. 

! 



INTRODUCCION 

El transplante de órganos y tejidos implica un intercambio entre dos individuos diferentes 

genéticamente, que cuando son de la misma especie se denominan transplantes 

alogénicos. Dichas diferencias genéticas provocan la destrucción del tejido injertado a 

través de respuestas de naturaleza inmunológica; los factores responsables de este 

fenómeno se conocen como antígenos de histocompatibilidad. En los transplantes 

alogénicos tanto en modelos animales como en humanos, los antlgenos de 

histocompatibilidad están constituidos en varios sistemas. El parecido entre el donador y 

el receptor en estos antígenos es una condición para el éxito del transplante. Sin embargo, 

no en todos los casos se tiene una respuesta satisfactoria, lo que ha hecho pensar en la 

existencia de otros sistemas antigénicos que eventualmente provocan rechazo. Se ha 

propuesto otros sistemas antigénicos y en este trabajo se exploró el presente en los 

· queratinocitos de piel en la población mestiza mexicana. 



FUNDAMENTACION 

Aunque existen numerosos factores de éxito en el transplante de órganos y tejidos 

como la cirugía misma, las infecciones por la inmunosupresión, etc., se ha intentado 

estudiar la magnitud de la aportación por la histocompatibilidad. El sistema HLA en 

el humano es capaz de explicar el curso en el transplante en el 95 % de los casos, 

quedando un 5% por resolver; otro hecho es que aunque se igualen en casi todas las 

condiciones, el porcentaje de éxito al transplantar diferentes órganos no se tienen 

resultados uniformes, lo que plantea, entre otras cosas, que exista diferente 

composición antigénica. El estudio de rechazos ocurridos con HLA idénticos, por 

ejemplo eluyendo los anticuerpos en el órgano no aceptado, han dilucidado que no 

tienen especificidad contra HLA, por lo que es importante su estudio. 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En los pacientes politransfundidos se obtienen resultados más pobres en transplantes 

de órganos y tejidos, lo que nos hace suponer la existencia de una presensibilización 

hacia antígenos HLA y probablemente otros. Por tanto estudiaremos la presencia, en 
sueros de pacientes politransfundidos, anticuerpos a) anti HLA y b) anti piel humana. 



l. MARCO TEORICO 

!.!. HISTORIA DEL TRANSPLANTE 

El descubrimiento de las moléculas de histocompatibilidad y de su función fisiológica 
provino de dos campos diferentes: el transplante y la inmunogenética. Los primeros 

intentos de transplantes fueron las células tumorales en el ratón, con la intención de 

estudiar la biología del cáncer. Se adviitió que uri tumor espontáneo en ratón no podía 

ser transplantado a un ratón de diferente cepa, pero estas células podían crecer si se 

transplantaban en las mismas cepas de ratones. Peter Gorer, empleando cepas 

endogámicas de ratones identificó antígenos en los eritrocitos de diferentes cepas 

murinas y observa que el trasplante de células tumorales obtenidas de una cepa de 

ratón endogámica a ratones de una línea endogámica diferente rechazaban el tumor y 

producían anticuerpos no específicos para el tumor sino contra todos los tejidos de la 
cepa murina de la que se obtuvo el tumor. Gorer también comprobó que la primera 

generación filial entre las dos cepas endogámicas diferentes no rechazaban el tumor de 
una de ellas (1). De esta manera quedaron establecidas las leyes básicas de la 

inmunidad de transplante (fig I.1.1). 

RESULTADO 

ACEPTADO 

RECHAZADO 

ACEPTADO 

RECHAZADO 

Fig 1.1.l. Leyes del transplante 
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Posterionnente Medawar extiende estas observaciones a los injertos de piel en 1944 y 

1946 demostrando que el rechazo de un injerto entre individuos no emparentados se 

realiza a través de la respuesta inmune, iniciandose así, la investigación de la 

inmunología del transplante. Mitchison (1953) pone en claro que la sensibilización 

podía ser transferida por las células linfoides a animales "vírgenes" de la misma 

especie, comprobando la predominancia celular en la respuesta inmune a los antígenos 

de los tejidos y que la sensibilización vfa suero no es fácilmente transferible (2). Más 

adelante se observó que los determinantes antigénicos de histocompatibilidad estaban 

presentes en proporciones variables en todos los tejidos del organismo. 

A mediados de ésta misma década se descubre el Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad (CMH) al encontrarse por vez primera los anticuerpos 

leucoaglutinantes en los sueros de pacientes politransfundidos y en el 20-30% de los 

sueros de mujeres multíparas. Las reacciones de reconocimiento sugirieron que los 

antisueros identifican aloantígenos que participan en la aceptación de los trasplantes de 

tejidos por el organismo. Desde entonces se conocen como los Antígenos 

Leucocitarias Humanos (HLA) (3). 

Posteriormente en 1954 en el hospital Bent Brigham de Boston, Massachusetts se tiene 
el primer transplante renal con éxito. A finales de los 60' s Singa!, Mickey y Terasaki 

tipifican con antisueros antígenos leucocitarias de donadores y receptores de injertos 

que pertenecían a una misma familia, qemostrando que aquellos en los que las 

reacciones eran compatibles el injerto tenía una sobrevida mayor (2). 

Los 70' s fueron testigos de los efectos benéficos de las globulinas antilinfocitos como 

tratamiento para mejorar el curso clínico del injerto. 

En los 80' s, la ciclosporina, un agente inmunosupresor, mejoró de manera tan 
importante el índice de éxito de los transplantes renales que hizo posible también 

transplantar otros órganos a partir de donadores cadavéricos y frecuentemente casi 

nulas compatibilidades, con buenos resultados. 

El pronóstico de los trasplantes es hoy en día tan alentador que se está proponiendo 

como medida terapéutica desde el inicio del cuidado de muchos pacientes con 
enfermedades crónicas y progresivas (4). 



1.2. GENERALIDADES DEL TRANSPLANTE 

La inmunobiología del transplante es importante por su aplicación clínica y porque 

pueden estudiarse a través de ella todos Jos aspectos de Ja función inmunitaria. 

En la práctica clínica se transplantan órganos para suplir el déficit funcional y a 

menos que el donador y el receptor sean idénticos genéticamente, los antígenos del 

injerto provocarán una respuesta de rechazo inmunológico (5). Las barreras para el 

transplante pueden ser descritas bajo estas diferencias genéticas, las cuales van a estar 

determinadas por Ja relación donante receptor (Fig.1.2.1). 

BARRERAS JNMUNOLOGICAS 
DEL TRASPLANTE 

Fig 1.2.t. Relación donante receptor. 

En los autoinjertos no existe lo extraño por lo que no inducen el rechazo. De igual 

manera, los isoinjertos, es decir, entre individuos genéticamente idénticos (isogénicos) 

no expresan antígenos extraños al receptor por lo que no activan ninguna respuesta de 
rechazo. 



El aloinjerto es el transplante clínico habitual realizándose entre miembros de la 

misma especie que tienen variantes alélicas de ciertos genes, esto ocasiona que las 

células del aloinjerto puedan ser reconocidas como extrañas y despertar alguna 

respuesta inmune. La más alta disparidad genética es la encontrada entre individuos de 

diferentes especies, el xenoinjerto. Es a través de esta barrera xenogénica que un 

injerto suele ser rápidamente rechazado ya sea por los anticuerpos naturales existentes 

o por un rechazo rápido mediado por células (5). 

Además de las diferencias genéticas entre donador y receptor, la condición inmune del 

receptor y la inmunosupresión pueden afectar la supervivencia del injerto (6) (Fig 

1.2.2). 

CONDICION INMUNE DEL RECEPfOR 

ANTES DEL TRASPLANTE 
-Compatibilidad ABO 
-Anticuerpos anti-HLA y otros antígenos 
-Presensibilización 

*Injertos previos 
*Transfusiones sanguíneas 
*Embarazos 

DESPUES DEL TRANSPLANTE 
-Rechazo/no respuesta (Tolerancia) 
-Genes Ir 

INMUNOSUPRFSION 

DROGAS 
-Esteroides 
-Ciclosporina 
-FK526 
-Azatioprina 

ANTICUERPOS 
-Policlonales (Globulina antitimocito) 
-Monoclonales (Anti-CD3,CD25(IL-2R),CD4) 

IRRADIACION LINFOIDE 

Fig 1.2.2. Coltjunto de características que determina la 
condición Inmune del receptor. 



El rechazo puede llevarse a cabo a diferentes tiempos, y mediante la observación de la 

rapidez de la lesión del injerto puede obtenerse una buena información acerca de los 

diferentes mecanismos involucrados. El llamado rechazo hiperagudo ocurre durante 

los primeros minutos u horas de que se ha reestablecido la circulación del receptor en 

el injerto y es causado por una presensibilización contra antígenos de 

histocompatibilidad del donador. Tal sensibilización se induce ya sea por transfusiones 

sanguíneas previas, embarazos múltiples, rechazo de transplantes anteriores o en 

algunos casos experimentales por la inmunización deliberada con células extrañas. 

Los anticuerpos preformados fijan complemento y lesionan las paredes de células 

endoteliales de los vasos sanguíneos, permitiendo la salida de Uquidos y células, 

agrupando plaquetas y privando al injerto de aporte sanguíneo. Este rechazo puede 

evitarse realizando una prueba cruzada para investigar la presencia de anticuerpos 

citotóxicos antidonante. El rechazo agudo tarda días o semanas en manifestarse y se 

debe a la activación primaria de los linfocitos T. 

Si existe presensibilización a los antígenos del injerto tendrá lugar una reactivación 

secundaria de los linfocitos T, lo que induce a un rechazo acelerado mediado por 

células. El rechazo crónico es un proceso lento que dura meses o años y esto depende 

de la disparidad genética entre el donante y el receptor así como del tratamiento 

supresor. La causa puede ser un rechazo ligero mediado por células o por depósitos de 

complejos antígeno-anticuerpo en el tejido injertado (5); recientemente se ha 

identificado que la reinstalación del padecimiento que originalmente dañó al órgano es 

más frecuente que el rechazo crónico (Comunicación personal del Dr. Luis Terán). 

1.3. ANTICUERPOS Y TRANSPLANTE 

Se ha descrito la presencia de anticuerpos del receptor contra el injerto, como un 

factor muy importante de riesgo para el rechazo, por lo que es importante observar 

que tipo y que efecto tienen éstos sobre el órgano injertado. 

a) Grupo sanguíneo ABO. 

Los estudios ABO de los eritrocitos se llevan a cabo en todos los receptores y posibles 

donadores, ya que éste sistema se encuentra no solo en los eritrocitos sino también en 

el endotelio vascular del injerto, dando por resultado que los transplantes renales y de 

otros órganos, solo se practiquen considerando la compatibilidad ABO. 



El peligro de transplantes en los que no se considera la barrera ABO es el rechazo 

rápido del injerto por hisohemaglutininas preformadas que lesionan el endotelio 

vascular y despiertan una reacción de coagulación "in situ". Las reglas que se aplican 

a la transfusión sanguínea corresponden a las de transplante renal (3). 

b) Transfusiones sanguíneas. 

Las anemias severas son comunes en enfermedades renales, la introducción de la 

eritropoyetina recombinante ha dado una terapeútica útil para el manejo de estos 

pacientes o bien las transfusiones, que en algunos casos han mostrado una ayuda en la 

sobrevida del injerto. Este fenómeno recibe el nombre de refuerzo activo de la 

supervivencia del injerto. Desgraciadamente, cerca del 20% de los pacientes que 

reciben transfusiones de donante específico desarrollan anticuerpos antidonante. Sin 

embargo en el 80% reslante el porcentaje de éxito es del 95 al 100% (5). 

El efecto benéfico de la transfusión sanguínea, previa al transplante, conocido como 

"efecto transfusión", se ha observado en pacientes que reciben al azar transfusiones 

como terapeútica para reducir el riesgo de rechazo al recibir un órgano de cadáver 

(7, 8). De hecho, los efectos de transfusión aumentan con el número de transfusiones 

al azar. Sin embargo, siempre hay riesgo de sensibilizar al paciente. 

Se ha postulado que el mecanismo de este efecto podría ser a través de la inducción de 

anergia. Alternativamente este mecanismo podría consistir en la producción de 

anticuerpos "facilitadores" específicos para un antígeno donante, que interfirieran en 

el proceso de rechazo al injerto al enmascarar los antígenos del injerto, previniendo 

así su reconocimiento por células T o bien destruyendo los linfocitos pasajeros 

altamente inmunogénicos, dentro del injerto. Se puede hablar también de la 

presentación del antígeno de fonna que las células TH2 y Ts sean selectivamente 

activadas después del transplante. 

c) Presensibilización por transplantes previos. 

La exposición anterior a antígenos del injerto puede originar sensibilización 

manifestada por el desarrollo de anticuerpos citotóxicos contra antígenos HLA y otros 

menores. En pacientes con anticuerpos contra HLA el resultado final puede ser malo 

y en enfermos sensibilizados que reciben un segundo transplante subsecuente, es más 

probable que lo rechacen que quiénes reciben un injerto primario. Esta posibilidad 

aumenta en pacientes que han rechazado su primer injerto rápidamente (menos de 3 
meses). 



Este rechazo repetido puede depender de una sensibilización específica a antígenos de 

transplante o a una alta reactividad inmunológica al receptor. Para prevenir éste tipo 

de problemas se realiza, antes del transplante, la prueba de compatibilidad cruzada, 

la cual determina la presencia de cualquier anticuerpo preformado contra los 

antígenos HLA del donador. Si el suero del paciente destruye las células del donador, 

hay compatibilidad cruzada positiva e indica presencia de anticuerpos preformados 

que generalmente acompañan episodios de rechazo muy tempranos e incontrolables, lo 

que conducen a la pérdida irreversible del injerto. En las células del paciente también 

se realiza esta prueba para descubrir autoanticuerpos linfocitotóxicos inespecíficos, 

pudiendo ser eliminado erróneamente un posible donador por una prueba cruzada 

positiva debida a estos autoanticuerpos. La absorción con linfocitos propios del suero 

aclara los resultados (3). 

Para una mayor claridad de la relación del rechazo y la presencia de los diferentes 

anticuerpos que pueden estar presentes en un receptor ver la fig. 1.3.1. 

ANTICUERPOS Y TRASPLAllTE 

SISTEMA ANTICUERPOS EFECTO EN 
ANTIGENICO PRESENTES EL INJERTO 

ABO Ocurre naturalmente Rechazo 
inmediato 

Clase I 
Rechazo 

Resultado de: hiperagudo 
HLA •Transplantes Previos y acelerado 

•Transfusiones Clase II 
•Embarazos No asociado 

con rechazo 
hiperagudo 

Hallados luego de Efectos 
AUTOANTICUERPOS infecciones por no 

virus y en L.E.s. dañinos 

ANTICUERPOS Inicialmente descrito Asociado 
ANTI MONOCITO/ solo después de a rechazo 

CEL. ENDOTELIALES injertos previos hiperagudo 

F1g 1.3.1. Anticuerpos y Transplante 

J.. 



1.4. ANTIGENOS DEL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD 

Los antígenos presentes en tejidos genéticamente diferentes y que desencadenan el 
rechazo de injertos se conocen como anúgenos de histocompatibilidad. Existen más de 
30 loci génicos de histocompatibilidad. Aquellos que son muy inmunogénicos se 

agrupan en el Complejo Mayor o Principal de Histocompatibilidad (CMH). Los 

productos de otros genes que generan respuestas de rechazo más débiles se conocen 

como antígenos menores de histocompatibilidad. No obstante, la combinación de estos 

antígenos pueden llegar a provocar potentes respuestas de rechazo. 

Los antígenos del CMH se caracterizaron experimentalmente por medio de 

aloanticuerpos producidos en ratones inmunizados con células de otras cepas que 
diferían en el CMH, después los anticuerpos específicos contra moléculas codificadas 

en subregiones del CMH, definidos a partir de cruzamientos en cepas endogámicas, se 
utilizaron para trazar el mapa de CMH. Con estos conocimientos, se tuvieron pistas 

firmes para buscar el equivalente en el humano, conocido en la actualidad como 

sistema de antlgenos leucocitarias humanos (HLA). 

Se han identificado 3 clases de moléculas (I, 11, y Ill) codificadas dentro del CMH 

murino y humano. Las moléculas de clase I y 11 representan entidades estructurales 

diferentes, es decir, aún cuando existen múltiples genes de ambas clases dentro del 
CMH todos sus productos tienen globalmente la misma estructura. En cambio la 

región de clase III contiene un cúmulo de más de 20 genes, incluidos los que 

codifican los componentes de la vía clásica del sistema del complemento (C2, C4), así 

como el Factor B de la vía alterna. Hasta el momento no se ha demostrado similitudes 

funcionales o estmcturalcs entre los productos de Jos genes de Ja clase III y las 

moléculas de I y II. 

La estructura de Jos anúgenos del CMH clase 1 están constituidas de una cadena 

pesada glucosilada asociada de manera no covalente con la 82 microglobulina, dicha 

cadena consta de tres dominios extracelulares ar! (N-terminal) ar2 y ot3, una región 

transmembranal y una cola citoplásmica. Cada dominio consta de 90 aminoácidos 
aproximadamente (Fig 1.4.1). 
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REPRESENTAClON ESQUEMATICA 
OE LOS ANTlGENOS CLASE 1 Y JI 

N N 

CLASE 1 CLASE JI Fig 1.4.1. Moléculas 
de HLA Clase 1 y II. 

Las moléculas clase 11, A y E en el ratón; DR, DQ Y DP en el humano, son 

heterodímeros de cadenas pesadas (a) y ligeras (8), con pesos moleculares variables 
según el locus que los codifique. De manera general la estructura de ambas cadenas 

son similares. La porción extracelular está unida a la región transmembranal mediante 

una corta secuencia. Posee también un dominio citoplásmico de unos I0-15 resjduos 

aminoac!dicos (9, 10, 11). 

1.5. EVIDENCIAS DE LA EXISTENCIA DE ANTIGENOS NO HLA 
RELACIONADOS CON EL RECHAZO AL INJERTO 

Aunque se desconoce con precisión el mecanismo de rechazo rápido al injerto, se ha 

establecido que la preexistencia en el receptor de anticuerpos circulantes contra 

antígenos del donador ocasionan un rechazo del órgano transplantado. Se han 

utilizado varios métodos con alta sensibilidad para detectar estas proteínas ayudando 

a aumentar la supervivencia postransplante, siendo los linfocitos las células blanco en 
todos los casos. 

Los primeros trabajos con células endoteliales y su relación con leucocitos, se 

realizaron por Vetto y Burger (12) al inmunizar conejos con células endoteliales de 



perro y encontrar que los antígenos expresados en dicha línea celular no son 

detectados en linfocitos. 

Las evidencias de la existencia de antígenos no HLA relacionados con la 

histocompatibilidad se registrarón en 1971 cuando Rosenberg y col.,(13) mostraron 

que las células endoteliales son la primera interacción antígeno-anticuerpo con el 

complemento en los procesos de rechazo hiperagudo . Para 1972 Cerilli y col.,(14) 

evaluaron, a través de inmunofluorescencia indirecta, la presencia y significancia 

clfnica de anticuerpos lgG del receptor contra endotelio vascular del órgano donado, 

correlacionándolo con las reacciones de linfocitotoxicidad. Los hallazgos demostraron 

que aparentemente dichos anticuerpos son diferentes a los linfocitotóxicos y no 

dependen del complemento. También se demostró una relación del curso clínico con 

la presencia de estos anticuerpos, esto sugirió que la técnica es un buen método para 

detectar presensibilización y predecir el éxito del transplante renal. En 1977 estos 

datos se confirmaron y se pensó que las Células del Endotelio Vascular (CEV) 

humanas poseen antígenos que no están presentes en los linfocitos, los cuales juegan 

un papel importante en los procesos de rechazo (15). En el mismo año se observó la 

posibilidad de que los monocitos de sangre periféricas humana, comparten este mismo 

sistema antigénico (16). Estos anticuerpos aparentemente dirigidos contra antígenos 

no HLA y sin reacción cruzada con células tubulares renales o antígenos de linfocitos 

T y B tomaron gran interés por algunos grupos de investigadores como el de Cerilli y 
col.(17), los cuales verificaron la especificidad de éstos a través de absorciones; poco 

después se hizo más clara la relación monocito-CEV (18, 19), dando como resultado 

una fuente de células blanco más fácil de obtener para una reacción cruzada 

pretransplante (17). 

Los estudios prospectivos y retrospectivos confirmaron la existencia del sistema 

antigénico CEV asociando a diferentes enfermedades tales como ateroesclerosis y 
vasculitis, así como su importancia inmunogénica en la patogénesis de rechazo en 

transplantes con HLA idéntico no solo de riñón sino también cardiaco. Es importante 

hacer notar la vinculación tan importante entre los genes que codifican para antígenos 

CEV y el CMH, según algunos estudios realizados en familias. Este nexo propone la 

localización de los genes que codifican para el sistema antigénico CEV, en el 

cromosoma 6 en el humano como una parte del CMH (20, 21, 22, 23, 24). 

El hallazgo de que el monocito expresaba antígenos CEV, brindó la oportunidad de 

identificar anticuerpos anti-CEV con mayor facilidad, dada la importancia demostrada 
en el rechazo de transplantes (25). 



Otros investigadores han descrito anticuerpos que reconocen antígenos del endotelio 

vascular pero no de monocitos (26, 27). Estos hallazgos dieron origen a una 

interpretación serológica altamente complicada. 

Hay otros estudios con anticuerpos eluldos de injertos rechazados que reconocen 

antlgenos no HLA órgano-específicos, y que sugieren un polimorfismo antigénico 

(28,29). 
Con lo que respecta a la caracterización bioqulmica de estos antígenos, hasta 1988 se 

hablan descrito tres tipos de moléculas distintas, definidas por anticuerpos 

monoclonales, las cuales son diferentes a la clases I y II del CMH (30). Sin embargo 

cabe mencionar que la expresión de antígenos clase 11 en células epiteliales puede 

inducirse en cultivos con gamma interferón y otras citocinas (31, 32, 33). 

Recientemente se demostró, a través de inmunofluorescencia en cortes de piel, que 

sueros de los receptores contenlan anticuerpos anti-endotelio vascular, que se unieron 

fuertemente a células epidérmicas; la correlación que se determinó fue altamente 

significativa, entre la presencia se anticuerpos contra la epidermis y el rechazo 

temprano tanto de transplantes primarios como de retransplantes (34). Estudios por 

citometrla de flujo demostraron que estos antígenos son hallados en la superficie de la 

epidermis y células endoteliales, y modulados por gamma interferón. Cuando se 

probaron contra un panel de pieles donadas, los aloanticuerpos dieron patrones 

positivos diferentes y reacciones negativas, lo que sigiere nuevamente la presencia de 

polimorfismo (35). 

Por otra parte, las absorciones con plaquetas de los sueros con reacción en piel 

positiva no removieron los anticuerpos responsables de la fluorescencia. Esto llevó a 

pensar que no se trataban de anticuerpos dirigidos hacia HLA A,B,C. También se 

puede descartar la clase II pues, con excepción de las células de Langerhans, estos 

antígenos no se encuentran expresados en ninguna otra linea celular de la epidermis 

(36). La observación inicial de que muchos de los sueros de receptores trasplantados 

contenlan anticuerpos que se unian a células epidérmicas, queratinocitos, fue primero 

realizada con sueros citotóxicos específicos para endotelio vascular. Posteriormente se 

encontraron sueros 

reactivos a queratinocitos, absorbidos con plaquetas, que tenlan afinidad a células 

endoteliales (36). En síntesis, la relación con el proceso de rechazo y la presencia de 

anticuerpos contra antígenos epidérmicos fue altamente significativa, lo que indica 
asociación aparente al rechazo de órganos con HLA idéntico (37). 



1.6. GENERALIDADES DE LA PIEL 

La piel es el órgano de mayor tamaño del cuerpo, posee dos capas de origen diferente 

que están unidas firmemente. La más externa es el epitelio queratinizado, plano 

estratificado sin vascularización y que deriva del ectodermo, llamada epidermis, la 

segunda y .. más profunda es la dermis, formada por tejido conectivo de disposición 

irregular, de origen mesenquimatoso y que posee vasos sanguíneos. Entre la dermis y 

la epidermis existe una membrana basal perfectamente desarrollada, de espesor 

variable según la zona corpórea (38). 

En la dermis hay cuatro tipos de células, variando su proporción según la especie y el 

sitio del cuerpo (39). En el ratón existen en promedio el 85 % de queratinocitos 

provenientes del ectodermo, siendo la línea celular más abundante también para el 

humano; le siguen en número los melanocitos, células productoras de melanina. 

Según Montagna conforman el 10 al 25 % de las células de la capa basal humana. Las 
otras dos llneas son las más escasas y corresponden a las células de Langerhans y las 

células de Merkel, éstas últimas corresponden a los receptores sensitivos. 

En el estudio epidérmico hay que advertir que la queratina constituyente de la capa 

más externa, no es una secreción celular, sino el resultado final de la transformación 

de las celulas epiteliares en material escamoso. Por lo tanto cuando las escamas de 

queratina se desprenden de la superficie pueden ser sustitufdas únicamente por células 

vivas subyacentes que se queratinizan y ello significa que se necesita el mismo grado 

de multiplicación celular en la capa profunda de la epidermis que compense la pérdida 

de las células queratinizadas, por bl razón ocurren diversos procesos en la epidermis : 

a) división celular en la capa profunda; b) desplazamiento de las células hacia la 

superficie; c) las células más alejadas de la dermis se trasforman en células 

queratinizadas; y d) la queratina se descama de la superficie. El hecho de que se 

observen estos procesos refleja que la epidermis está compuesta de diferentes capas o 

planos (Fig 1.6.1). 

1) E&trato genninativo. Es la capa más profunda que se apoya en la membrana basal 

y es generadora de nuevas celulas que contienen ribosomas libres y polirribosomas, 

que se ocupan de la síntesis, el crecimiento y la formación de filamentos intermedios 

que finalmente se transformarán en partes de queratina. Cuando las células pasan a las 

capas superiores los haces de filamento se han ensanchado y representan las llamadas 
tonofibrillas, características de la siguiente capa. 



2) Estrato espinoso. Las células de esta capa no son cilíndricas como las de la basal, 

sino poliédricas. Sus bordes están separados entre sí por prolongaciones "espinosas" 

citoplásmicas que al salir de la célula las vecinas se aproximan y quedan en íntimo y 

firme contacto por medio de un desmosoma. La mayor parte de estas prolongaciones 

contienen una importante cantidad· de filamentos o tonofibrillas que siempre están 

contenidas en citoplasma. 

3) Estrato granuloso. Esta capa en Ja piel gruesa tiene un espesor de 2 a 4 células y 

está situada en la superficie del estrato espinoso; en la piel delgada puede formar una 

capa continua y neta o también se pueden presentar numerosas células con gránulos de 

queratohialina dispersas en 1 ugar de dicho estrato. Las células son romboides y Jos 

gránulos dispuestos en el citoplasma captan intensamente Ja hematoxilina. 
4) Estrato lúcido. Esta capa no existe en pieles delgadas, ni se observa nitidamente 

en Ja gruesa; consiste en una sustancia llamada eleidina, un producto de 

transformación de Ja queratohialina. 

5) Estrato c6rneo. A medida que las células son desplazadas hacia la superficie, en 

esta última capa. Los núcleos y organelos citoplásmicos al parecer desaparecen. 

Incluso los gránulos de queratohialina desaparecen. Así, cada célula se transforma en 

una de las escamas de queratina que constituyen la capa del estrato córneo. Ahora 

bien, no toda Ja célula se transforma en queratina, porque persisten proteínas 

diferentes y otros materiales que son reutilizados (38, 39). 

-- Estrato Lúcido 
Estrato Granuloso 

:::ít'-.rtir-- Estrato Espinoso 

Estrato Germinativo 

-----Papila 

-------- Clavo Interpapilar 

Fig 1.6.1. Esquema de un corte de piel 
que ilustra las diversas capas de la epidermis. 



La dermis eslá constituida por dos capas de tejidos conectivos fUsionados 

íntimamente: una capa papilar compuesta de tejido conectivo laxo, denominada así 

porque las papilas que constituyen el tejido conectivo que se extienden en el interior 

de la epidermis comprenden la mayor parte de ella. La otra capa es la denominada 

reticular más gruesa que la anterior y que consiste en tejido conectivo denso de 

disposición irregular. Hay que hacer notar que en ambas capas existen grupos de 

capilares, uno de los cuales se extiende en asas hasta los llamados bordes o papilas, 

llevan nutrientes a la epidermis y actuan como elementos termorreguladores. Otro 

grupo de capilares forman un lecho plano por debajo de las bases de las papilas; los 

capilares son escasos en la capa reticular. Por su parte en las células de la dermis de 

piel gruesa en su mayoría fibroblastos, también aparecen macrófagos, células adiposas 

solas o formando acúmulos (38). 



2. OBJETIVOS 

OBJF,TIVO GENERAL 

Evidenciar la presencia de anticuerpos séricos en pacientes politransfundidos, 

dirigidos contra antígenos no HLA. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Montar un método útil, a través de la técnica de inmunofluorescencia indirecta, que 

permita evidenciar anticuerpos dirigidos contra antígenos no-HLA en piel. 

Proporcionar una herramienta que permita predecir con mayor seguridad un rechazo 

al injerto. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1. PURIFICACION DE LINFOCITOS 

Los linfocitos son células mononucleares que pueden ser separadas de los demás 

componentes sanguíneos a través de técnicas que utilizan gradiente de densidad como 

es el percol y el Ficoll-Hypaque. 

El Ficoll-Hypaque es una mezcla preparada con Ficoll 400 e Hypaque con densidad 

entre 1.076 y 1.078 la cual separa las células mononucleares manteniendolas 

suspendidas entre la interfase de Ficoll-Hypaque y plasma con un botón de glóbulos 

rojos y otras células sanguíneas al fondo(!). 

PROCEDIMIENTO 

Obtener 20 mi. de sangre periférica por punción venosa y colocarla en un tubo estéril 

con tapón de rosca y perlas de vidrio, agitar suavemente por inversión hasta 

deslibrinar mecanicámente. Diluir 1 :2 con PBS (pH 7 .2) y estratificar cada 10 mi. de 

esta dilución sobre 2.5 mi. de Ficoll-Hypaque, centrifugar a 1500 rpm a temperatura 

ambiente durate 30 minutos. Separar la capa celular entre el Ficoll-Hypaque y el 

plasma. Lavar 3 veces con PBS (pH 7.2) centrifugando cada vez a 1200 rpm por 10 

minutos, contar y comprobar viabilidad. Ajustar a una suspensión de 4 X 1o5 

cel/ml. 

PANEL DE LINFOCITOS PURIFICADOS 

Los linfocitos purificados fueron de 22 individuos previamente tipificados su HLA

A,B, representando el 90 % de las especificidades más frecuentes en la población 

mestiza mexicana (Apéndice 1). Las especificidades se enuncian en la Tabla 1: 



TABLA 1 

INDIVIDUO ESPECIFICIDAD 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 

A3 Al9 83 817 
Al A2 814 835 
A9 A30 812 839 
A2 A9 851 BX 
A2 A23 87 840 
A2 A26 851 BX 
A2 A9 851 812 
A24 A53 849 861 
A2 Al9 844 BX 
Al A3 88 BIS 
A9 AlO 812 814 

3.2. PRUEBA DE VIABILIDAD 

INDIVIDUO ESPECIFICIDAD 

12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 

A23 Al9 813 8X 
A26 A28 812814 
A2 A3 85 821 
Al AlO 844 8X 
A9 AX BX 8X 
A3 Al! 87 8X 
A2 A3 817 8X 
A2 AJO 88 814 
Al A9 88 848 
A2 All 835 840 
A23 A26 844 8X 

Debido a que las pruebas de histocompatibilidad requieren de linfocitos vivos, es 

necesario vigilar su viabilidad determinándola por exclusión de un colorante vital 
como el Azul Tripan. El porciento de viabilidad que se considera adecuado debe ser 

superior al 90% (2). 

PROCEDIM/ENI'O 

Mezclar 100 pi de la suspensión de linfocitos con 100 pi de Azul Tripan. Incubar 2 

minutos a temperatura ambiente y contar en cámara de Neubauer con la ayuda de un 

microscopio. Las células muertas incorporan el colorante y se tiñen de azul mientras 

que las vivas se observan refringentes y de menor tamaño. Contar 100 células o más y 
calcular el porciento de viabilidad. 



3.3. MJCROCITOTOXICIDAD 

L3 prueba de microcitotoxicidad, también llamada linfocitotoxicitlad, fue descrita por 

Gorer y O'Gorman en 1956 y modificada por Terasaki y McCielland en 1964 (41), 

ésta modificación, que es la que hasta ahora se usa, consiste básicamente en incubar 

una suspensión de linfocitos con diferentes antisueros, si éstos contienen anticuerpos 

(Ac) contra algún antígeno (Ag) HLA de los mononucleares, se llevará a cabo una 

reacción Ag-Ac. Si posteriormente se adiciona suero de conejo como fuente de 

complemento (C'), éste será fijado y activado por el complejo antígeno-anticuerpo 

formado, provocando lisis parcial celular (2,8). La alteración en la permeabilidad de 

membrana se visualiza mediante el empleo de colorantes vitales como la eosina o el 

azul tripan, los cuales penetran a través de las células que han sido dañadas, mientras 

que las vivas lo excluyen (Fig 3.3. 1). 

MICROCITOTOXICIDAD 

POSITIVO NE<YI Tlll'O 

Fig 3.3.1. Representación esquemlltica de la prueba 
de Microcitotoxicidad, modificación Terasaki. 



PREPARACION DE PLACAS 

En placas Terasaki comerciales, colocar 50 pi de aceite mineral a cada pozo. Después 

agregar 1 )ll <le antisuero a cada pozo, asf como loro controles negativo y positivo. 

Congelar a -70 • C hasta su uso. 

CONTROLES: Como control positivo se utilizó una mezcla de sueros 

linfocitotoxicos, previamente probados en el laboratorio. El control negativo füeron 

sueros de individuos AB positivos y con antecedentes negativos de transfüsiones, 

transplantes o embarazos. 

SUEROS PROBADOS: Los sueros probados fueron en su totalidad 262 
extrafdos de pacientes politransfündidos incluidos en el Registro Nacional de 

Transplantes. 

PROCEDIMIENTO 

Descongelar las placas Terasaki preparadas de la manera antes señalada y dejar que 

tomen temperatura ambiente. Con ayuda de una multipipeta Hamilton colocar 1 pl de 
la suspensión celular obtenida en el método 3.1. Agitar con un Vórtex e incubar a 

temperatura ambiente 30 minutos. Agregar 5 pi de suero de conejo como fuente de 

complemenio y nuevamente mezclar perfectamente. Incubar a temperatura ambiente 1 

hora y teñir con 5 µI de eosina amarillenta al 5 % incubando 5 minutos. Adicionar 5 µI 

de Formalina neutraliz.ada al 40% . Montar y evaluar las reacciones con la ayuda de 

un microscopio invertido con base al siguiente criterio (40): 

% DE CELULAS HUERTAS CALIFICACION INTERPRETACION 

0--10 
11--20 
21--40 
41--80 
81--100 

l 
2 
4 
6 
8 

NEGATIVO 
NEGATIVO 

DUDOSO 
POSITIVO 
POSITIVO 



3.4. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

Esta técnica permite la identificación de anticuerpos en sueros no marcados, 

eliminando la necesidad de purificar y conjugar de manera individual cada muestra de 
suero. El método es la adaptación de la reacción antiglobulínica (prueba de Coombs) 

o de la técnica del doble anticuerpo, originalmente descrita por Weller y Coons, la 

InmunotJuorescencia Indirecta detecta anticuerpos circulantes con alto valor de 

discriminación. Los métodos para la identificación de anticuerpos por 

inrnunot1uorescencia incluyen: 1) el método antiglobulina, 2) Ja inhibición de la 

reacción antígeno-anticuerpo marcado por anticuerpo en el suero de prueba y 3) el 

método anticomplemento (42,43,44).EI método de inmunot1uorescencia indirecta se 

ilustra en Ja figura 3.4.1. 

Fig 3.4.L Esquema del 
método indirecto de 
lnmunoOuorescencia. 

MANEJO DE BIOPSIAS 

• 
n> 

'(!] 

INMUNOFLUORESCENCIA 
INDIRECTA 

Ac. 

ANTIAc. 
CONJUGADO 

Ag. 

Una vez obtenidas las biopsias de piel humana, se colocan en solución salina 

fisiológica para su traslado. En una canastilla de papel aluminio se coloca la biopsia y 

se cubre con Tissue-tek (MILES) congelando instantáneamente en nitrógeno líquido 
por 30 minutos, conservar a -70 ·e hasta su uso (46). 



PREPARACION DE CORTES HISTOLOGICOS 

Las biopsias se descongelan dejando que alcancen temperatura ambiente, se colocan 

en la plancha de corte previamente enfriada a -30 • C y se emhebe en Tissue-tek 

congelando perfectamente. Realizar los cortes regulando el espesor del corte a 3 

micras aproximadamente. La secciones se recuperan en portaobjetos desengrasados. 

Dejar secar al aire y conservar a -70 ·c. Los cortes así conservados pueden ser 

utilii.ados durante los siguientes 2 meses (46,47). 

PROCEDIMIENTO 

Descongelar los cortes 20 minutos antes de utilizarlos en una cámara húmeda y a 

temperatura ambiente. Sobre los cortes colocar los sueros seleccionados y controles en 

una dilución 1: 10. Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos en cámara 

húmeda. Lavar peñectamente con PBS pH 7 .2, eliminar el exceso de amortiguador 

del corte y cubrirlo con antigamma humano conjugado con FICT (Kirkegaad and 

Perry loe) previamente titulado a una dilución 1 :60. Incubar a temperatura ambiente 

30 minutos, en cámara húmeda y oscuridad. Lavar profusamente con PBS pH 7 .2 

para eliminar por completo el conjugado que no reaccionó. Colocar una gota de 

solución de contraste (Azul de Evans al 0.01 % en PBS pH 7 .2) e incubar 5 minutos. 

Lavar con PBS pH 7.2 y eliminar la humedad excedente. Entre el cubreobjetos y la 

preparación adicionar una gota de la solución de montaje y conservar a 4 • C hasta su 
lectura en un microscopio de epilluorescencia con un filtro adecuado. 

Una reacción positiva se observa cuando existe fluorescencia en el citoplasma de los 
queratinocitos, mientras que la negativa carece de fluorescencia en esta región. 

Como control positivo se utilizó una mezcla de sueros reactivos que fue gentilmente 

donada por el Dr. Peter Statsny. El control negativo fueron sueros de individuos 

sanos de grupo sanguíneo AD positivos y con antecedentes negativos de transfusiones, 

transplantes o embarazos. 

Los sueros probados se seleccionaron de acuerdo a la reacción de linfocitotoxicidad 

mostrada ante el panel de linfocitos. Aquellos que resultaron citotóxicos al menos a 

uno de los 22 individuos donantes de linfocitos, se eliminaron y únicamente se 
probaron los negativos. 



Para globalizar el procedimiento general, se realizó el siguiente esquema de trabajo: 

ESQUEMA DE TRABAJO 

(SUEROS DE PACIENTES POLITRANSFUNDIDOS) , 
MICROCITOTOXICIDAD 

Suero + Panel de Linfocitos + 
Complemento + Eoslna + Formaldehído 

(RESULTADO) .. ~~ 

'~~ ~ .. ~ 
INMUNOFLUORESCENCIA 

INDIRECTA 
Panel de pieles + Suero + Conjugado + 

Solución de contraste 

(LECTURA) 

f 
( ANALISIS ESTADISTICO) 

Diagrama de Dujo que esquematiza el procedimiento general de este trabajo. 



3.5. MATERIAL Y EQUIPO 

- Jeringas desechables. 

- Tubos de vidrio con rosca y perlas de vidrio estériles. 

- Placas de Terasaki (Nunc). 

- Pipetas semiautomáticas de IO y 100 µI (Labsystems). 

- Cámara húmeda protegida de la luz. 

- Hemocitómetro Neubauer (Bight Line). 

- Pipetas Pasteur. 

- Portaobjetos. 

- Cubreobjetos. 

- Tubos de ensaye. 

- Vasos de precipitado. 

- Pipetas serológicas de 5 y JO mi. 
- Papel de aluminio. 

- Gasas y papel higiénico. 

- Gradillas. 

- Cronómetro. 

- Centrifuga refrigerada (Beckman). 

- Microscopio de luz visible (Carl-Zeiss). 

- Microscopio de tluorescencia (Carl-Zeiss). 

- Microscopio invertido (American Optical) 

- Criostato modelo Jung CM 18 00 (Leica). 

- Multipipeta Hamilton (A.H. Robins). 

- Refrigerador a 4 • C (American). 

- Congelador a - 20 'C (American). 

- Ultracongelador a - 70 º C (Reveo). 

- Tanque de Nitrógeno líquido (Nunc). 

- Agitador magnético Vónex (Termo Line). 



4. ANALISIS ESTADISTICO 

4.1. PRUEBA KRUSKAL-WALLIS 

La prueba estadística no-paramétrica de Kruskal Wallis (48,49), es un análisis de 

varianza con un sólo criterio de clasificación por rangos. Se utiliza para decidir si K 

grupos o muestras independientes son de poblaciones diferentes o se comportan de 

una forma similar. La técnica de Kruskal-Wallis examina la hipótesis de nulidad que 

supone que los K grupos proceden de la misma población o de poblaciones idénticas 

con respecto al promedio. 

Al calcular la prueba de Kruskal-Wallis, cada una de las N observaciones se 
reemplaza por rangos. El puntaje más pequeño es reemplazado por 1, el siguiente 

tamaño por el rango 2 y así sucesivamente. Una vez hecho esto se suman los rangos 

de cada columna o grupo. 

Puede demostrarse si K grupos proceden de la misma población, es decir si Ho es 
verdadera, o dicho de otra manera si no existe diferencia entre grupos. H está 
distribuida como Chi cuadrada con gl= K-1. 

donde 

Esto es, 

12 

H= ------------- - 3 (N+l) 
N (N+l) 

K• NGmero de grupos 
nj• No. de casos en grupo de orden j 

N• El No. de casos de todos loe grupos combinados 
Rj• suma de rangos en el grupo de orden j 

t • sumar los K grupos (columnas) 
jQl 



Ahora bien cuando hay ligas, es decir, cuando un puntaje se repite 2 o más veces, a 

cada uno se le dá la media de los rangos con los que está ligado. Ya que el valor de H 

es influido en cierto grado por las ligas es deseable corregir al calcular H. Para 

corregir el efecto de las ligas, H es calculada y dividida por 

Donde T= t3-t (cuando tes el 
número de observaciones 
ligadas). 

N = Número de observaciones 
en las K muestras juntas 
esto es, N=.í:nj. 

r T= Indica sumar todos los 
grupos de ligas. 

Para determinar si la diferencia entre grupos es debida al azar o significativa, se fija el 

nivel de significancia, generalmente igual a 0.05 y se busca el valor de p en la tabla 

adecuada (Apendice II); si H corresponde a una p menor al nivel de significada, 

entonces se concluye que no existe diferencia entre grupos, o que ésta es debida al 

azar. 

4.2. TABLA DE CONTINGENCIA 2 X 2 

La información principal necesaria para Ja determinación de la especificidad de un 

suero, proviene de la comparación de su patrón de reacciones positivas y negativas 

contra un determinado grupo de undividuos no emparentados y el de otro suero. Esto 

se hace analizando las reacciones de cada par de antisueros mediante un cuadro 2 X 2, 

llamado también tabla de contigencia de 2 X 2 (2,48,49,50). 

En el cuadro_ 2 X 2, n es el número total de individuos probados con ambos sueros; 

MI y M2 son el número de individuos que reaccionaron positiva o negativamente, 

respectivamente, con el suero I; M3 y M4 son los mismos números pero para el suero 

U; el número de individuos que no reaccionaron con ninguno de Jos dos sueros es d, 

a el número de los que reaccionaron con ambos, b los que reaccionaron con I pero no 

con 11, y c el de los que reaccionaron con II pero no con I. La similitud o disparidad 

de Jos patrones de reacción de ambos sueros se llama asociación (Fig 4.2.1). 



Suero lI 

Pos .Neg 

Pos fffijb MI 
Suero 1 

Neg c d M2 

M3 M4 n 

Flg. 4.2.1. Comparacidn estadística entre reacciones con dos sueros: Tabla de 
contingencia 2 X 2 ". 

Los dos cuestionamientos importantes de cualquier asociación observada son : 

1.- ¿ Se debe al azar o es significativa ? 

2.- ¿ Cuál es el grado de asociación ? 
La primera pregunta se contesta mediante el valor estadístico x2 obtenido a partir del 

cuadro o tabla de contingencia 2 X 2, según la siguiente fórmula ( 48): 

(ad-bc)2 n 

MI M2 M3 M4 

El valor de x2 tiene un grado de libertad, por lo tanto valores de 3.84 o mayores 

tienen una p menor o igual a 0.05 (Apendice II). P nos dá la probabilidad que Ja 

asociación sea debida al azar. Esto es, mientras menor sea p, mayor es la significancia 

de la asociación observada y mayor es x2. 

La segunda cuestión se resuelve por medio del coeficiente de correlación (r). Su 

valor a partir de x2 se calcula de Ja siguiente manera: 

r = J-~:-' 
n 

donde 
n = número total de individuos 



El valor de "r" va de -1 a + 1. Un r= 1 significa concordancia total de reacciones 

entre los dos sueros, mientras r= -1 significa discordancia total entre ellos r=O 

significa no asociación. 

Así a partir de los valores de "r", se puede buscar grupos de sueros que mutuamente 

tienen alta correlación. Estos sueros tendrían pues, anticuerpos de e!;pecificidades 

iguales o muy parecidas. 

Es importante tomar en consideración la diferencia entre asociaciones de antígenos y 

asociaciones de antisueros. En el caso de que dos sueros no sean monoespecíficos, 

pero compartan algún anticuerpo, las reacciones pueden dar asociación positiva, 

aunque los antígenos contra los que reaccionan no la den. Lo mismo puede suceder si 

algún antisuero contiene un anticuerpo que dé una reacción cruzada con un antígeno 
detectado por medio del segundo suero (2). 



5. RESULTADOS 

Los 262 sueros de pacientes politransfundidos de Registro Nacional de Transplante 

que fueron ensayados contra linfocitos de 22 individuos sanos, arrojaron un total de 

5764 proebas de linfocitotoxicidad; de estos ensayos se obtuvieron 35 (13%) 

muestras que resultaron claramente negativas a la proeba contra las células del panel y 
por lo tanto seleccionados para el ensayo de inmunofJuorescencia indirecta (IFI) en 

piel (Fig 5.1). 

SENSIBILIZACION DE PACIENTES 
POLITRANSFUNDIDOS 
HACIA ANTIGENOS HLA 

O NEGATIVOS 

.POSITIVOS 

Fig S.1.- Gl1ifico que muestra el grado de 
sensibilización hacia antígenos HLA. 



El ensayo de JFI se rcalizli en cortes de piel congelados de aproximadamente 3 u, lo 

sutkientemcnte ddgados para poder distinguir las células de la epidermis (Fig 5.21. 

Fig 5.2.- Aspecto de un corte histológico de piel 
con tinción Hematoxilina-Eosina. 

Para revelar los anticuerpos contra 4ueratinocitos se utilizó un anticuerpo policlonal 

antigamaglobulina humana conjugado con FICT (Kirkegaard and Peny Jaboratories ) 

el cual, después de probar varias diluciones se eligió aquella 4ue permitía ver 

claramente una tluorescencia citoplásmica en queratinocitos sin inespecificidad 4ue 

pudiera inducir a error, es decir de 1 :60. 

Para considerar una muestra positiva, se tomo como referencia la tluorescencia 

encontrada con el control positivo gentilmente donado por el Dr. Peter Stansny. (Fig 

5.3 y 5.4). 



Fig 5.3.- En este corte la inmunotluorescencia permite 
revelar la presencia de anticuef)IOS contra 

citoplasma de queratinocitos en piel humana. 

Fig 5.4.· Imagen en la que se puede 
observar la ausencia de anticuerpos 

contra células epidérmicas. 



Al observar al microscopio los primeros ensayos, en dos de las 35 muestras 

seleccionadas se descubrió la presencia de anticuerpos antinucleares, por lo 4ue se 
excluyeron de las pruehas posteriores (Fig 5.5). 

Fig 5.5.- Corte histológico de piel que presenta 
Unción nuclear en células epidérmicas. 

El resto de los sueros (33) se probaron en 20 pieles de individuos diferentes, dando 
un total de 660 ensayos de los cuales !08 ( 16.4 % ) resultaron positivos (Tabla 11). 



TABLA II 
NoJiJestra 1 Clave lio.'IIansJ m 112 B3 B4 BS B> 'I!l m m mo m1. Bl2 B13 m4 ms m6 m1 ms BJ.9 mo 1 t:o.+ 

1 '11.4 +20 
2 'll.6 +20 
3 'JLlO. +20 
4 'lLl2 +20 
5 'lll5 +20 
6 'll.16 +20 . 
7 'IL17 +20 
8 'll.18 +20 
9 illD +20 

10 'II22 +20 
ll nz¡ +20 

g 'll.31. +20 
'IIAO' 5-10 

14 'lIA3 ~10 
15 '.IL46 +20 

lid 1 16 'II57 5-10 
17 'IL58 1-20 
18 7I.B3 5-10 
19 '1lB5 11-20 
20 n.99 +20 
21 1I.100 11-20 
22 'IIJlO .5-10 
23 'IIJlJ +20 
24 'IIJ14 U:-20 
25 11J/¡() +20 
26 lIJ43 11-20 
27 lIJ52 11-aJ 
28 'IL195 +20 
29 'IL199 5-10 
l) 'IL20l 11-aJ 
31 'Il2)5 11-20 
32 'lI224 11-20 
33 lL23B 11-20 
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También se observó que 28 de los 33 sueros (84.8 % ) fueron positivos al menos a una 

determinación, el resto (5) fueron negativos a todos los ensayos (Fig 5.6). 
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SENSIBILIZACION DE PACIENTES 
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l'ig 5.6.- Grlffico que muestra el grado de sensibilización 
de pacientes politransfundidos hacia antígenos epidérmicos. 
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La clasificación de los sueros en 3 grupos, según el número de transfusiones demostró 

que difirieron entre sí en cuanto número de muestras (Fig 5. 7), pero su 

comportamiento fue homogéneo al comparar su sensibilización hacia antfgenos de la 

epidermis (Fig 5. 8). 

40->-

30--

20-+-

10-

o -t-

o 

PORCENTAJE SENSIBILIZACION 
VERSUS 

No. DE TRANSFUSIONES 

. 1 

5-10 11-20 >20 

No. DE TRANSFUSIONES 

Fig 5. 7 .- Orifico que muestra el porcentaje de sensibilización de cada uno de 
los sueros seleccionados agrupados según el número de lransfusiooes. 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO 
EN EPIDERMIS 

1-4 S-8 

No.TRANSFUSIONES 

• >20 TRANSFUSIONES 

01MO TRANSFUSIONES 

GJs·10 TRANSFUSIONES 

NUMERO DE PIELES 

Fig 5.8.- En este gnUico se observa que la sensibilización hacia antígenos 
epidérmicos se comporta de manera similar en los tres grupos formados 1 partir 

del número de transfusiones. 

Al graficar los porcentajes de reconocimiento, en una observación inmediata, se 

encontró que no había discordancia entre grupos (Fig 5.9), esto se comprobó con la 

técnica estadística de Kruskal-Wallis fijando una p < 0.05 con dos grados de 

libertad, mediante la cual se obtuvo 0.95 > p > 0.9. 

Ya que p fue mayor que el nivel de significancia fijado, se aceptó Ho concluyendo 

que no hay diferencia en el comportamiento de los grupos con respecto a la media; así 
mismo se realizó una tabla de contingencia con dos grados de libertad y un nivel de 

significancia igual a 0.05 tomando los datos de cada columna (biopsia) según el 
número de transfusiones (tabla Ill). 
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TABLA III 

RESULTADOS DEL AHALISIS ESTADISTICO POR COLUMNA Y SU 
SIGNIFICAMCIA RESPECTO AL NUMERO DE TRANSFUSIONES 

-----------------------------------------------------------
% % 

COLUMNA NEGATIVOS POSITIVOS X2 SIGN!FICANCIA 

Bl 63.63 36.36 0.67493 0.7136 
B2 87.90 12.10 l.41237 0.4935 
B3 84.80 15.20 2.20601 0.3319 
B4 84.80 15.20 2.20601 o. 3319 
B5 84.80 15.20 3.41092 0.1817 
B6 87.90 12.10 1.32033 0.5168 
B7 90.90 9.10 '. o.63843 0.7267 
B8 84.80 15.20 0~29950 0.8609 
B9 87.90 12.10 1.32033 0.5168 
BlO 87.90 12.10 l.41237. 0.4935 
Bll 54.50 45.50 2.54438 0.2802 
B12 90.90 9.10 1.56373 0.4576 
813 51.50 48.50 0.02855 0.9858 
814 93.90 6.10 2.00380 0.3672 
815 100.00 o.oo No det. No det. 
Bl6 87.90 12.10 5.46207 0.0652 
817 87.90 12.10 1.35715 0.5073 
818 100.00 o.oo No det, No det. 
Bl9 84.80 15.20 3.41092 0.1817 
820 81.80 18.20 0.03475 0.9828 
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Fig S.9.· Glifico que muestra el porcentaje de sueros que reconocieron al 
menos un antígeno epidérmico versus No. de transfusiones. 

El estudio de la relación entre los sueros estudiados se realizó a través de una tabla de 

contingencia de 2 X 2 con una p menor o igual a 0.05 y un grado de libertad. En total 

se calcularon 528 asociaciones, de los cuales se obtuvieron 64 con Chi-cuadrada 

mayores de 3.84 y coeficientes de relación (r) superiores o iguales a 0.4, lo que 

determinó similitudes arriba del 40 % , entre algunos sueros (tabla IV). 



TABLA IV 

ASOCIACIONES ENTRE SUEROS, REALIZADAS MEDIANTE UNA 
TABLA DE CONTINGENCIA DE 2 X 2 

y EL CALCULO DE COEFICIENTES DE CORRELACION 

SUERO 1 vs SUERO 2 X2 "r" 
TL4 TL43 4.80 0.489 
TL4 TL46 8.88 o.666 
TL4 TL58 6.66 0.577 
TL4 TLllO 9,45 0.687 
TL4 TL113 ,,4 •21 0.458 
TL4 TL140 4;ao, 0.489 
TL4 TL143 8.88 0,666 
TL12 TL17 ,4.80 0.489 
TL15 TL17 4.80 0.489 
TL15 TL22 _':,a.as , 0;666 
TL15 TL43 4.80 ', 0.489 
TL15 TL46 a.·aa' . 0.666 
TL15 TL113 4, 21 0.458 
TL15 TL143 8.88 0.666 
TL16 TL57 ,4 .so ' 0.489 
TL16 TLlOO .a .as 0.666 
TL16 TLllO 9.45 0.687 
TL16 TL113 4, 21 0.458 
TL16 TL140 4.80 0.489 
TL16 TL205 6.66 0.577 
TL20 TL27 5,93 0.545 
TL20 TL46 4.12 0.453 
TL20 TLlOO 4•12 .. 0.453 
TL20 TL143 4.12 0.453 
TL20 TL195 4,43 0.471 
TL22 TL46 3,95 0.444 
TL22 TLlOO 3.95 0.444 
TL22 TL113 9,47 0.688 
TL22 TL143 3,95 0.444 
TL27 TLlOO 6.66 0.577 
TL31 TL43 14.11 0.839 
TL31 TL46 a.as 0.666 
TL31 TL113 4.21 0.458 
TL31 TL143 8.88 0.666 
TL40 TLlOO 4.12 0.453 



Cont ••• 

TL43 TL46 12.59 0.793 
TL43 TL99 6.66 0.577 
TL43 TLllO 4.80 0;499 
TL43 TL113 5.96 0;545 
TL43 TL143 12.59 0.793 
TL46 TL99 4.12 0.453 
TL46 TLlOO 3.93 > 0.444 
TL46 TLllO a.as 0.666 
TL46 TL113 9.47 0.688 
TL46 TL143 20;00 1.000 
TL46 TL205 5;55· o.577 
TL83 TL85 7.38. 0.607 
TL99 TL143 4;·12 0.453 
TLlOO TLllO a.as 0.666 
TLlOO TL113 9.47 0.688 
TLlOO TL143 .3.95 0.444 
TLlOO TL205 6.66 0.577 
TLllO TL113 4.21 0.458 
TLllO TL140 14.11 0.839 
TLllO TL143 a.as 0.666 
TLllO TL152 6.66 0;577 
TLllO TL205 6.66 0.577 
TL113 TL143 9.47 o.Gas 
TL114 TL224 3.95 0.444 
TL140 TL152 10.58 0.727 
TL143 TL205 6.66 o.5'17 
TL152 TL195 4-.44 o.471 
TL195 TL238 7.50 0.612 

.. ~,.e, .•. ·,,,. ,.o.,.,,,.;·.~·"'··"~"··~-·--·-··--·~~- ·~ 



6. DISCUSION DE RESULTADOS 

Los resultados demostraron la existencia de anticuerpos contra antígenos no-HLA que 

pudieran estar relacionados ~on la histocompatibilidad, en sueros de pacientes 

politransfundidos. Identificados a través de la técnica de inmunofluorescencia indirecta, 

utilizando como célula blanco los queratinocitos de la epidermis en cortes congelados de 
piel de individuos sanos. Esta técnica ofrece ventajas con respecto a otras como la 

citometría de flujo con células epidérmicas tripsinizadas, monocitos o CEV, ya que no en 

todos los centros existe la infraestructura de equipo de alta tecnología o el personal 

capacitado, y los recursos económicos suficientes. La estandarización de esta técnica, se 

ofrece como una herramienta para determinar la existencia de dichos anticuerpos en 
pacientes que esten esperando un transplante, mejorando su manejo. 

Un transplante 100 % seguro no se ha logrado ni en los mejores centros de atención a la 

salud y con el empleo de ésta prueba tal vez tampoco sea suficiente pues existen 
antígenos como los órgano-específicos que favorecen la aparición de otros anticuerpos 

involucrados en el rechazo (51). 

Los anticuerpos anti CEV, q~e poseen reacción cruzada con queratinocitos en piel se 

describieron en sueros de pacientes que habían rechazado algún órgano (34), pero no en 

otro tipo de presensibilización como la politransfusión, la cual es un factor de riesgo para 

el paciente que va a recibir el injerto, por el posible desarrollo de anticuerpos anti-HLA 

del donador, no obstante el efecto benéfico descrito por Opelz y col.(7), esta 

sensibilización aumenta proporcionalmente con el número de transfusiones, 

comportamiento esperado también con otros antigenos menores de histocompatibilidad. 

Partiendo de esta hipótesis, los sueros seleccionados se clasificaron en tres grupos según 

el número de transfusiones (Fig 5 .7); la observación inicial (Fig5 .8) no fue la esperada, 

y se procedió a realizar el análisis estadístico de todos los grupos en su conjunto y 

columna por columna, proponiendo la hipótesis de nulidad como: "Elliste independencia 

entre los criterios de clasificación" o dicho de otra forma • No existe asociación entre las 

variables de estudio". 



En el primer caso, para el análisis global, se empleó la prueba no paramétrica de 

Kruskal-Wallis, de la cual se obtuvo una p mayor al nivel de significancia fijado (0.05) 

por lo que la hipótesis nula no se rechazó, concluyéndose que no existe relación entre el 

número de transfusiones y la positividad o negatividad encontrada; dicho en otras 

palabras, el número de transfusiones es independiente a la presencia de reacciones 

positivas o negativas en queratinocitos. 

El análisis por columnas, representando a la biopsia probada, fue llevado a cabo para 

ratificar lo encontrado con la prueba Kruskal-Wallis y contar con la certeza de que 

ningún grupo de resultados se comportaba de manera contraria a este análisis. Las tablas 

de contingencia de cada columna fueron comparadas al mismo nivel de significancia, con 

los mismos grados de libertad. obteniendo una "p" mayor de 0.05 en todos los casos 

(Tabla III). Estos resultados indicaron la no asociación negativa ni positiva de cada 

columna con respecto al número de transfusiones, confirmando lo ya observado 

globalmente. 

La no asociación, negativa o positiva, del número de transfusiones y la presencia de 

anticuerpos anti-queratinocitos, indujo a pensar que es factible se trate de anticuerpos 

cuyo origen radique, como en el caso de los grupos sanguíneos, en algún cruce 

antigénico durante etapas tempranas de la vida; debido a esto se incorporó un grupo de 

sueros de sujetos normales, no reportados por no ser de un número suficiente para un 

tratamiento estadístico, de los cuales algunos presenteron anticuerpos con afinidad hacia 

estos antígenos apidérmicos, con lo que podría pensarse que tal hipótesis es correcta. Sin 

embargo, deberla ser corroborado con más pruebas en individuos "normales" y con 

técnicas de mayor sensibilidad como la citometrla de flujo. 

La especificidad de un suero con respecto a anticuerpos anti-HLA proviene de la 

comparación de su patrón de reacciones positivas y negativas contni un determinado 

grupo de individuos no emparentados (2). Esto se realiza analizando las reacciones de 

cada par de antisueros mediante un cuadro de 2X2 (48) -descrito en el apartado 

correspondiente- para obtener la correlación y especificidad del suero problema. En el 

caso de los HLA esto es relativamente sencillo pues se conocen los antígenos, y se 

cuenta con controles y antisueros específicos. 



Para un complejo antigénico sin estas características, el análisis se hace más complicado y 

los únicos datos que se pueden captar del análisis es si existen diferentes patrones 

de positividad o negatividad que se repitan entre los sueros estudiados; es decir, si la 

asociación observada es debida al azar y cual es el grado de similitud entre las muestras. 

En la tabla IV se presenta un listado de las asociaciones significativas entre los sueros 

probados, señalando que existen patrones de positividad y negatividad que se repiten, no 

únicamente en pares de sueros sino en un número mayor, lo cual indica polimorfismo. 

Esto es consistente con lo reportado en estudios previos (28,29,35). 

Para determinar el número de patrones y predecir el de antfgenos en este sistema, evaluar 

su impacto en la sobrevida de los transplantes de diferentes órganos, ubicarlo en el 

complejo principal o secundario de histocompatibilidad, conocer su estructura, localizar 

en que cromosoma está codificada su información y conocer más su función, se 

necesitarían sueros monoespecíficos, un tratamiento de datos más complejo, un número 

mayor de muestras incluyendo individuos sanos y el empleo de técnicas más sensibles, 

como la de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). De esta manera el presente 

trabajo puede servir de referencia para investigaciones posteriores en este campo. 



7. CONCLUSIONES 

Existen anticuerpos contra antígenos no-HLA en queratinocitos de piel humana relacionados 

con la histocompatibilidad en sueros de pacientes politransfundidos. 

Los anticuerpos contra antígenos epidérmicos fueron evidenciados a través de técnicas 

sencillas como la inmunofluorescencia indirecta (IFI). 

La técnica de IFI apoyada con más estudios de carácter prospectivo, puede .ser usada como 

una herramienta para lograr un transplante más seguro. 

No hay relación alguna entre el núníero de transfusiones y la presencia de anticuerpos contra 

antfgenos epidérmicos. 

Posiblemente los anticuerpos contra el complejo estudiado tengan su origen en un cruce 

antigénico ocurrido en etapas tempranas de la vida. 

El complejo antigénico evidenciado, es polimórfico. 



APENDICEI 

FRECUENCIA DE ANTIGENOS CLASE 1 DEL CMll EN 
POBLACION MESTIZA MEXICANA (52), 

l\llTIGENOS MAS FRECUENTES EN RAZA MESTIZA 

ANTI GENO PORCENTAJE ANTI GENO PORCENTAJE 

Al 5,2 87 6.2 
A2 24.1 88 4.6 
A3 7.7 814 6.5 
All 3.4 818 4.0 
A24 14.5 835 15.4 
A28 11.1 839 6.2 
AJO 4.3 841 J.4 
A31 5.7 844 9.2 
A32 3.4 848 1.9 
A33 5.9 851 4.0 
ABL J.4 852 3.1 

858 2.2 
861 s.2 
862 i.s 
88L 0.1 



APENDICEll 

TABLA DE VAWRES CRITICOS DE CHl-CUADRADA (48). 

Probabilidad conforme a H, de que x' ~ chi cuadrada 

gl 

·" .98 .9ll .90 .80 .70 .50 .30 .20 .10 .05 .02 

1 .000111 .00063 .0039 • 016 .oo• .15 •• 6 1.07 1.11• 2.71 3.84 5.0 
2 ·°' .04 .10 • 21 .es .71 1.39 2.'1 3.22 C.60 5.119 7.82 
1 .u .18 .35 .58 1.00 l.'2 2.37 3.66 C.64 6.25 7.82 9.84 

• .30 ,43 .71 1.00 1.65 2.20 3.311 C.88 5.99 7.78 9.49 11.87 

' .u .75 1.1' 1.81 2.3' 1.00 C.35 11.06 7.29 9.24 11.07 13.39 
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APENDICEID 

PREPARACION DE SOLUCIONES 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS CPBS) IOX 

Mezclar 80 g de NaCI, 2 g de KH,PO., 21.7 g de Na2HP04.7H20 y 2 g de KCl, 

hasta su disolución total en 1000 mi. de agua destilada y ajustar a pH 7.2. 

COLORANTE AZUL TRIPAN 

Mezclar 3 partes de Azul Tripan al 1 % en agua destilada con 7 partes de EDTA al 

2% en solución salina, quedando a una concentración final de 0.3 %. 

PREPARACJON DE FORMALINA NEUTRALIZApA AL 40% 

A 100 mi. de Formaldehído adicionar y disolver 0.3 g de Na,liPO, y 0.1 g de 

NaH,PO,. Ajustar a pH 7.2 y añadir una gota de eosina amarillenta al 5%. Filtrar y 
conservar a temperatura ambiente. 

PREPARACJON DE SOLUCJON DE MONTAJE 

A 1 mi. de PBS (pH 7.2) agregar JO mg de p-fenilendiamina y homogeneizar. 

Después agregar 9 mi. de glicerol mezclando perfectamente. Conservar en pequeños 

volúmenes a -20ºC. La solución adquiere una coloración café con el tiempo sin que 

esto afecta su utilidad durante los siguientes 3 meses. La p-fenilendiamina incrementa 

la fluorescencia y retarda el decaimiento de la fluorescencia (45). 
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