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A.a.
Ac
ADN
Ag
QML
CPH

H-2

Ia

IMSS
INN

Ir
ISSSTE

LD
mecl.

NIH

ABREVIATURAS

Anemia aplistica.

Anticuerpo, plural Acs.

Acido desoxirribonucleico.

Antigeno, plural Ags.

Cultivo mixto de linfocitos, MLC en inglés (ver glosario).
Complejo principal de histocompatibilidad, MHC en inglés
(ver glosario).

densidad

Gravedades, fuerza de centrifugacidn.

Complejo principal de histocompatibilidad murino,

Complejo principal de histocompatibilidad humano.

Antigeno asociado a 1a regifn de respuesta inmme (ver glo
sario).

Instituo Mexicano del Seguro Social.

Instituto Nacional de Nutricién.

Gen de respuesta inmme (ver glosario).

Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los Traba
jadores del Estado.

Linfocito-definido, Ags definidos por Of. (ver glosario).
microlitro.

Poblacitn muestral.

National Institute of Health, Instituto Nacional de la Sa-
lud de Estados Unidos de Norteamérica.

Organizacidn Mundial de la Salud.

Probabilidad.

Peso molecular.

Referencia bibliogrifica.

Riesgo relativo.

Sigue. ..



SD

SSA
SSE
TP

Seroldgicamente-definido, Ags definidos por serologia
(ver glosario).

Secretaria de Salubridad y Asistencia.

Solucién Salina Fisiolégica.

Test-plate, lote de placas de prueba para microlinfo-
citotoxicidad.

Unidades.



GLOSARIO DE TERMINOS GENETICOS.

Alelo = Forma alternativa de un mismo gen que ha aparecido por mu--

tacién o duplicacidn; cuando dos o mds alelos se encuentran
en un locus con frecuencia apreciable en la misma poblacifén, lo denomi
namos un polimorfismo.

Alogénico = Dos individuos de la misma especie que difieren genéti
camente; un aloinjerto es un injerto entre individuos
alogénicos.

viL = Prueba de cultivo mixto de linfocitos; generalmente efec-
tuada estudiando la incorporacién de timidina tritiada en
linfocitos estimulados por cé&lulas alogénicas in vitro.

CPH = Complejo principal de histocompatibilidad, HLA en el hombre
y H-2 en el ratdn. Los genes incluidos en éste complejo con
trolan los Ags "'fuertes' de transplante.

Cromosomz = Cuerpo nucleoproteinico microscGpicamente .observable, ti
fie oscuro con los colorantes basicos en la c€lula duran-

te la divisién celular. Portan a los genes que estén colocados en or-

den lineal. Cada especie tiene un nfmero cromosdmico caracteristico.

Endogdmico = Cruza entre miembros de la misma cepa.
Fenotipo = Las caracteristicas identificables en un individuo. En

relacién a los antigenos de histocompatibilidad, se re--
fiere a los Ags expresados y reconocidos sobre las células de un indi-
viduo,

Gen =  Segmento de ADN que dirige la sintesis de una cadena poli--
mentidica dada.



CLOSARIO DE TERMINOS GENETICOS.
Genotipo - La constitucién genética de un individuo dado, por ejem-
plo, los genes que lleva ese individuo.
Haplotipo = De genotipo haploide, se refiere a la regién crompsdmica

del CPH que incluye todos los loci de €sa regién. Un in-
dividuo tiene dos haplotipos del CPH, uno heredado de cada padre.

Histocompatibilidad = Se refiere a la compatibilidad de los tejidos en

transplantes.

Homeostasis = Equilibrio dindmico dependiente de procesos fisioldgi-
cos coordinados en um organismo.

Ia = Ags asociados a la regi6bn de respuesta inmme. Ags controla
dos por la regifn H-2 del ratdn que se expresan principal--
mente sobre los linfocitos B, macrdfagos, células epidérmicas y esper-
miticas. Un sistema antigénico aparentemente homGlogo se ha descrito
en el hombre denominindose locus HLA-DR (antes 'semejante al Ia'" o Ag
de cflula B). Los Ags Ia no deben confumdirse con la subrr-gibn genéti

ca I-A de la regi6n I del ratén.

Igualacién = Se refiere a la similitud geno-fenotipica que deben po-
seer tanto el donador como el receptor para asegurar el
éxito de un transplante o transfusién.

Ir = Loci de respuesta inmme que controla la capacidad de un
animal a responder inmmolégicamente a una gran vavriedad de

Ags,

LD - Ags linfocito-definidos del CPH {originalmente definidos

por respuesta de linfocitos en (ML), Los loci LD del CPIT ¥y
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GLCSARTO DE TERMINGS GENETICOS.

sus Ags, son los principales responsables de inducir la incorporacidn
de timidina (proliferacidn celular) en el (ML. Los mis fuertes son los
controlados por el locus HLA-D en el hombre y LD-1 en el ratén (Ags de
serie II).

Locus -  Plural loci, indica la posicién de un gen en un cromosoma.
Polimorfismo = Mezcla estable de diferentes genotipos {ver alelo).
Recombinacién = Las nuevas combinaciones observadas de caracteristicas

diferentes de las exhibidas por los progenitores. El
porcentaje de recombinzcifn es igual al porcentaje de entrecruzamiento

solamente cuando los genes estdn sumamente juntos.
SD = Ags del CPH serolfgicamente definidos. Los loci y Ags del
CPH (o los marcadores genéticos de esos Ags) que sirven co-

mo blanco primario parz los linfocitos T citotéxicos.

Unién =  Se define cocmo la tendencia de los genes en el mismo cromo-
soma a segregar juntos,

Xenoinjerto = Injerte entre individuos de diferente especie.
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RESUMEN

El presente estudio tiene

come objetivo principal, conocer e
tema HLA en pacientes con A.a. e inferir susceptibilidad genética

[

cho padecimiento con este marcador.

Se tripificaron 25 enfermos

con A.a. diagnosticada con los crite-
rios establecidos para la misma.

El grupo control fueron sujetos norma
les cuyo Fenotipo HLA fué informado por varios autores en la literatura.

Se utilizé la técnica aprobada intemacionalmente, asi como la
aplicacifn estadistica de los resultados.

Se observa que el Ag A28 se encuentra en mavor frecuencia en los

pacientes que en el grupo control, la diferencia es significativa
(p menor de 0,00003).

El rr calculado para este caso es de 6.7 lo que coloca a unz po--
blacién con mayor predisposicién a tener A.a. si es positiva a este Ag.

Para establecer otras consideraciones y conclusiones definitivas,
es necesario aumentar el universo del estudio.
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INTRODUCCION

El complejo principal de histocompatibilidad estd formado por un
grupo de genes que en el humano se encuentran localizados en el cromo
soma autosémico VI. Este complejo determina la estructura de glucopro
teinas superficiales de la mayoria de las c€lulas del organismo y, en
conjunto, forma un 'marcador' de individualidad bioldgica conocido co
mo sistema HLA. La funcién precisa de los antigenos de este sistema
no se conoce del todo, pero se sugiere que es el principal receptor
de membrana celular encargado del reconocimiento de lo propio y lo ex
trafio (Bach, F.H., 1976 a). Por ello, el transplante de tejidos ha si-
do el principal campo de estudio del sistema HLA, ya que hasta la fe-
cha, éste representa la barrera inmmolégica primordial entre indivi-
duos genéticamente no idénticos, sin embargo, en las Gltimas dos déca
das se ha demostrado que los genes del CPH tienen un marcado efecto
en la susceptibilidad a wna amplia variedad de padecimientos.

El primer informe de asociacifn entre el CPH y susceptibilidad o
resistencia a enfermedad fué reportado en 1964 por Lilly (Lilly, F.et.
al., 1964), quién mostrd que los genes del sistema H-2 del ratén (equi
valente al HLA humano), determinaron resistencia a padecer leucemia in
ducida por el virus de Gross. Amiel en 1967 (Amiel, J.L., 1967), fu#
el primero en relacionar el sistema HLA con enfermedad, ya que demostrd
que los pacientes con enfermedad de Hodgkin (cincer de los ganglios
linfaticos) tenian un Ag con mayor frecuencia que la poblacién general.
El interés en este campo aumentd y actualmente son mfiltiples los pade-
cimientos descritos con asociacidn a uno o mis Ags HLA (Albert, E.D.,
1976; Sasazuki, T., 1977; Vladutiu, A.O., 1974).

El significado de la combinacién entre HLA y enfermedad es atn os
curo, pero pareceria co.rresponder a un "marcador' de susceptibilidad
genética (Amiel, J.L., 1967; Bach, F.H., 1976 a). Al manifestarse estas
glucoprotefnas como receptores de membrana (marcadores), que para su

expresién en la célula requieren de una informacién genética precisa,
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en el genotipo de un individuo se determina la mayor o menor predispo-
sicidn a padecer enfermedad, comprendiendo ésta como un transtorno no
compensado de la homeostasis (Pérez Tamayo, R., 1970). Esto significa

que para que una poblacidén persista, requiere modificar su genotipo a
fin de adaptarse a los cambios ambientales. De no ocurrir esto, falla-
ria la expresién de algunos receptores de la c€lula capaces de conser-
var la homeostasis y la predisposicidn a no responder adecuadamente a
una agresion extemna seria potencial. Asi la combinacidn entre predis-
posicidn y exposicidn serfa igual a enfermedad (Veldzquez, A., 1979).

La anemia aplédstica puede ser un ejemplo de enfermedad que resul-
ta de predisposicidn y exposicién, pero hasta ahora no se conoce nin--
gin marcador genético que permita colocar a una poblacién con mayor o
menor propensifn a este padecimiento. Se desconoce el mecanismo respon
sable de la aplasia medular, aunque para satisfacer el concepto etiold
gico de enfermedad se postula que es un padecimiento resultante de un
defecto intrinseco de la célula pluripotencial (stem cell) (Séinchez
Medal, L.,1974 b.,). Se acepta que al menos en la mitad de los casos
hubo relacién con un agente agrésor ambiental, en el resto se considera
idiopdtica (Linman, J.W., 1975) aunque recientemente se ha demostrado,
en algunos casos, una alteracidn inmunoldgica (Ascensao, J.A., et. al.,
1976; Hoffman, R., et. al., 1977).
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ANTECEDENTES

Cuando se transplanta un fragmento de piel o un 6rgano de un indi
viduo a otro, el injerto no suele sobrevivir. Al cabo de aproximadamen
te una semana, el tejido transplantado se inflama y poco despuds muere
¥y se desprende. La medicina premoderna atribuia tales fracasos a la
sepsis, pero actualmente se sabe que el sistema inmune del receptor re
conoce como extrafias ciertas moléculas presentes sobre la superficie
de las c€lulas injertadas atacindolas y destruyéndolas del mismo modo
que 1o harfa con bacterias u otros agentes invasores., Las moléculas que
se reconocen como extrafias se denominan Ags de histocompatibilidad 6
Ags de transplante y proporcionan a los tejidos de cada individuo su
propia identidad quimica (Cunningham, B.A., 1977).

De todos los sistemas genfticos que cifran para Ags de trans-
plante, s6lo uno parece tener importancia decisiva en la superviven--
cia de aloinjertos y sus efectos son dificiles de superar incluso con
substancias inmmosupresoras. Este sistema es el Complejo Principal de
Histocompatibilidad denominado HLA en el humano, H-2 en el rat6n, RhLA
en el mono, DLA en el perro, etcétera (figura 1) (Festestein, H., 1981),
Aunque en un principio el interés por estas moléculas antigénicas de
superficie celular parti6 de su papel en el rechazo de injertos, ésta
no puede ser su fumcidén bioldgica normal, ya que en la naturaleza no se
di el transplante de tejidos entre individuos. Estos Ags se integran
en un sistema de defensa inmmoldgico que protege al cuerpo de sus prg
pias c€lulas cuando éstas se hallan infectadas por virus o se tornan
cancerosas (Cunningham, B.A., 1977).

Mucha de 1a dinimica inmune estd entendida en el sistema de histo
compatibilidad murino (H-2}; sin embargo, se conoce menos del CPH huma

no (HLA). Grandes esfuerzos se estdn haciendo para ir entendiendo el




Especie

Hombre
(HLA)

Ratén
(H-2)

Rhesus
(RhLA)

Perro
(DLA)

Figura 1

Loci D B c A

Cromosoma -~

Regidn
XVII ] l | l
Loci H-2K Ir-1B H-2D
Ir-1A I-C H-2G
L1 [ ]
ST L
Loci Ir LD Ir SD SD
Loci LD SD1 555

REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCCMPATIBILIDAD
EN CUATRO ESPECIES (Bach, F.H., 1976a).
Ver explicacidn en la siguiente hoja.



Figura 1 REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD
. EN CUATRO ESPECIES (Bach, F.H., 1976a).

En el hombre existen tres loci SD identificados, A, B, y C, cuyos alelos determinan los
Ags serolégicamente definidos. Las diferencias en el locus HLA-D producen la activacién en -
el (ML. El complejo H-2 del ratdn, est dividido en cinco regiones, K, I, S, G y D, cada una
identificada por un locus marcador, H-2K, Ir-1A, Ss, H-2G y H-2D. Los alelos de los loci --
H-2K y H-2D determinan los Ags H-2 seroldgicamente definidos. Los loci Ir-1A e Ir-1B, deter-
minan la respuesta inmune del animal y el locus Ss controla 1os niveles cuantitativos de una-~
proteina sérica. Los Ags determinados por H-2G, se expresan en los eritrocitos.

Se miestra el orden de los loci del perro y el mono rhesus. La existencia de loci de
respuesta inmune en el cromosoma RhLA del rhesus se ha reportado; al menos dos de ellos se
encuentran fuera de la regidén SD del RhLA, probablemente cerca del locus LD pero separados
de é1.
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complejo HLA a fin de comprender mejor las interacciones célula-célula,
funci6n y respuesta inmune, cincer, desarrollo y susceptibilidad a en-
fermedad (Todd-Sanford-Davidsohn, 1979).

El sistema H-2 del ratén ha sido, en muchos aspectos, un mocdelo
comparativo importante para estudiar el sistema HLA humario, especial-
mente en relaci6én a las funciones de respuesta inmme e interaccidn ce
lular que controla (figura 2). Ya que en humanos no es posible contar
con cepas endegdmicas como en los animales de laboratorio, el estudio
del sistema HLA se ha desarrollado, principalmente, analizando fami-
lias o poblaciones y empleando una metodologia estadistica apropiéda
usando el desarrollo de los grupos eritrociticos humanos como modelo
(Bodmer, W.F., 1978). |

En suma, el CPH humano (HLA), se localiza en una regién que com--
prende un grupo de genes‘situ'ados en el brazo corto del cromosoma auto
somico VI (figura 3 y 3a). Esos genes (aproximadamente 1/3000 del géng
ma total humano), determinan la estructura de glucoproteinas de super-
ficie celular de la mayorié de los tejidos del cuerpo. Colectivamente
forman la base de un complejo grupo de determinantes antigénicos que
incluyen los "marcadores de individualidad bioldgica' o Ags de histo-
compatibilidad {(Wetherall, J.D., 1978) » asi como genes que codifican
para azlgunos componentes del complemento y receptores para las fraccio
nes C3b y C3d, genes que controlan la reaccién de CML, genes que domi--
nan los Ags inmumoasociados o equivalentes al Ia murino (algunos de los
cuales pueden ser genes de susceptibilidad a enfermedad) y genes para
grupos sanguineos eritrociticos (tabla I) (Bodmer, W.F., 1978;.
Festestein, H., 1981; Wetherall, J.D., 1978).

Nomenclatura. Cada rama de la ciencia tiende a poseer su propio len-
guaje caracteristico. La definicidn de un sistema es:

"m grupo de partes o elementos relacionados', asi que es apropiado

que las regiones genéticas HLA y H-2 con sus grupos interrelacionados



Complejo Complejos
T H-39 H-33 H-2 Tla Ir5
HH i H +—1
) (14) - o (15) —»
unidades de recombinakn
Regiones H-31  H-32 Pgk-2
K I S D Qa‘l Qa-—Z Qa-3 . Tla
0.3) . T~
« P> < (1.5) ————>n
Subrregiones —
\
H-2K A B JETC Ss Sip Hh-1 H-2L "~ H-2D
| —— :
l Ags 1a-MLR, coope Complemento ) Blanco (ML,
! racidén T-B-Mg, C4. Resisten- restriccibn de
' - Ve - . .
1 genes Ir, Is-factores cia hibrida ;ii;siob}ragciius
! facilitadores, supresores, a injerto de H-menor, ’
) histocompatibilidad-GvH. medula paren hapteno.
1 tal. i
b o o e e e e e e e e m am - . o o - - - -
Figura 2 MAPA DEL CROMOSOMA H-2 (XVII} Y DE LOS COMPLEJOS H-2 Y Tla

(DAUSSET, J., 1981)
Ver texto en la siguiente hoja.



Figura 2 MAPA DEL CROMOSOMA H-2 (XVII} y DE LOS COMPLEJOS H-2 y Tla
(Dausset, J., 1981).

|
|
- H-31, 32, 33 y 39: loci menores de histocompatibilidad. l
- Ir-5 : gen que controla la respuesta inmune al Ag Thy. 1 (8). (
- Las posiciones relativas de H-2L y H-2D no estdn determinadas, |
- Complejo T: el largo de la cola en los heterocigotos (T/t), varfia de casi normal a

ausente. La forma homocigota (T/T) es letal al décimo dia de gestacidn.
- Complejo Tla: controla la presencia o ausencia de Ags en la membrazna de timocitos

y de ciertas células leucémicas. Tres alelos: Tlad (Ags Tla. 1, 2, 3), Tlab (ausencia

de Ags: Tla negativo) y Tla® (Ag Tla.1). Los Ags Tla estin ausentes en los linfocitos

T periféricos. Son distintos de los Ags Thy. 1 (8, locus en el 92 cromosoma) presentes

a la vez en timocitos y linfocitos T periféricos. Los Ags Qa son marcadores de subpo-

blacién de linfocitos T perif€ricos. Quizi se comporten como blancos en la linf6lisis

mediada por c€lulas,
- Pgk-2: cinasa-2 de fosfoglicerato.
- Los nfmeros entre paréntesis indican las unidades de recombinacidn entre los loci.



- 20 -

hemocromatosis
A
/C
CPH B
o \\\\\\\\\\\Bf, C2, C4A, (4B, CAH
D, DR
PGm3
ME-1
——  S50D-2
Figura 3 MAPA DEL CROMOSOMA VI HIMANO (DAUSSET, J., 1981)

Localizacién fina de ciertos loci scbre el cromosoma VI humano.

Series alélicas de:
Clase I) HLA-A, -By -C,
Clase IT) HLA-D, -DR.
Clase III) Bf, C2, C4A, C4B, etc.



SO0D-2 ME-1 PGm3 GLO HLA Pg5

Cromosoma
VI
centrémero
e HLA
BGm3 GLO-1 DB C A Pg5
—
15 c————— - a—10 cM —rat———20 clM-
@17 cM = o~
HLA-D HLA-B HLA-C HLA-A
IDR¢ 0.8 > d—0, 20— t4— (), § ——
Bf, C2, C4A (Rg)

C4B (Ch)

Figura 3a. MAPA DEL CROMOSOMA VI HUMANO (Dausset, J., 1981)

-cM = (Centimorgans -Pgs = Pepsindgeno
-S0D-2 = SuperSxido Dismutsa ~-Bf = Factor de la Via
-ME-1 = Enzima Mdlico Citoplasmitica alterna del C. \
-PGm3 = Fosfoglucomutasa 3 -C2 = Factor 2 dell c
-GLO = Glioxilasa -C4A = Grupo Sanguineo Rogers
-C4B = Grupo Sanguineo Chido
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Tabla 1 LOS DIFERENTES LOCI LIGADOS GENETICAMENTE
AL CQMPLEJO HIA (Dausset, J., 1981)

Locus Simbolo Fés Pé6C
Grupo Chido Ch F
Grupo P P Sy F p
Grupo Rodgers Rg EF C
Pepsindgeno urinario § Pg5 F C
Fosfoglucomtasa 3 PGm3 Fv S
Enzima malica citoplasmitica 1 ME-1 S
Superbxido dismutasa 2 SOD2
o

Indofenoloxidasa B IPo-B S
Complejo protéico de adenosin -

desaminasa ADCP S C
Glioxilasa 1 GLO 1 SyF C
Déficit en la actividad de C2 c2 F
Alotipia en C2 F
Déficit en la actividad de C4 F
Alotipia en C4 F
Properdina, factor B : Bf o GBG F
Receptor C3b rC3b S C

C3d - 1C3d S C

Receptor para gldébulos de mono TMBC S C
Virus tipo C de babuino Bevi S PyC
Activador del Plasminégeno PA S P
Respuesta inmune al estreptococo IS F P
Factor Hageman HF S P
Ir TGAL, HGAL Ir F P

- —— - - —— - T T s e e e e P et e e e e, ————— - o

F ligado por estudio familiar
S : 1ligado por hibridacién somitica
P probado
C controversial

C2, C4, C3b, C3d: Factores de complemento.
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de gzenes, se les denomine como sistemas, siguiendo la tradicifn usada
en los estudios de grupos sanguineos humanos. E1 té€rmino ''complejo' ,
a veces es usado en lugar de sistema, esencialmente con el mismo fin.

Cuando, comp en el sistema HLA, existen muchas cosas que necesitan
definirse y nombrarse, es extremadamente importante tener un acuerdo co
min en la nomenclatura por lo que se instituy® um comité€ internacional
patrocinado por la OMS. Tal comité acufi6 el nombre HLA, donde H signi-
ficz humano, L por leucocito y A por el primer sistema y no por Ag co
mo en ocasiones se asegura (Bodmer, W.F., 1978}. La funcifn principal
de £ste comité es revisar la terminologia de los Ags, en particular con
referencia a la informacién vertida durante los Talleres Internaciona
les de Histocompatibilidad (Intermational Workshops), donde -se inter-
carblan reactivos, se analizan datos y puntos de vista de todos 1los
aspectos del sistema HLA entre um gran nimero de laboratorios partici
pant=s (tabla II} {Bedmer, W.F., 1878).

Originalmente los Ags se identificaban por um nfimero precédido por
las letras HL-A, pero la complejidad del sistema hizo necesario el
erpi=20 de 1letras para el loci, con el prefijo HLA reservado para
describir €l sistem= completo. Asi, shora, cada Ag se identifica poruma
letra para el locus que lo controla, seguida por un nfmeroque define
la especificidad particular de ese locus. La letra w (por workshop)
que sigue a un sirbolo de locus ¥ precede al nizmero, indica que la es
pecificidad estd identificada provisionalmente. Esta designacién se
cami>ia cuando no existe duda acerca de la claridad y reproductibilidad
de dafinicidn de wn Ag y cuando el antisuero apropiado estd disponible
parz su definicién (tabla II1). Por razones histfricas, para los loci
HLA-A y -B, no hay repeticifn en los nlmeros asignados a sus Ags. Para
los determinantes HIA-C, -D y -DR, 1los nfimeros se han asignado secuen
cialrente, empezando en el orden en el que se han reconocido por el co
mit€ de la OMS (Bodmer, W.F., 1978}.
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Tabla II CRONOLOGIA DE TALLERES
No ARO Organizado por:
I 1964 D. B. Amos
11 1965 J. J. van Rood Definicién del primer
Ag y establecimiento de
111 1967 R. Ceppellini que los Ags pertenecian
a un solo sistema de
genes ligados.
v 1970 P. I. Terasaki Establecimiento del
control de las principa
\ 1972 J. Dausset les especificidades
seroldgicas por dos
loci unidos.

VI 1975 F. Kissmeyer-Nielsen Definicién del lecus
HLA-C y establecimiento
del locus HLA-D por CML.

VII 1977 W. F. Bodmer Definicién serolbgica
de los tipos HLA-DR.

VIII 1980 P. I. Terasaki Definicién de desequi

librios de unién en Tos
grandes grupos humanos.
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ESPECIFICIDADES HLA RECONOCIDAS POR LAS OMS - 1980

(Festestein H., 1981)

Sy U U U

HLA-A HLA-B
Al BS Bw46
A2 B7 Bw47
A3 B8 Bw4s
AS Biz Bw49
A10 B13 Bw50
Al B14 BwS1
Aw19 B15 Bw52
Aw23 {9) Bw16 BwS3
w24 (9) Bw4 Bw54
A25 (10) Bwo BwS5
A26 (10) B17 BwS6
A28 Bi8 BwS7
A29 Bw21 BwS8
Aw30 Bw22 Bw59
Aw31 B27 Bw60
Aw32 Bw35S Bw61
Aw33 B37 Bw62
Aw34 o Bw38 (wl16) Bw63
Aw36 Bw39 (w16)
w43 B40

Bwa1

Bw42

Bwd4a (12)

Bw4s5 {12)

w21)

w21)
(5)
(5)

w22)
w22)
{w22)
a7

(17)

(40)
(40)

{w15)
(w15)

HLA-C HLA-DR

Cwl DR1

Cw2 DR2

Cw3 DR3

Cwé DR4

Cws DRS

Cwb DRwO

Cw7 DR7

Cw8 DRw8
DRwO
DRw10

HLA-D

Dwi

Dw2

w3

Dwd

Dw5

Dwb

Dw7

D8

Dwo

Dwi10

Dwll

Dwiz

El sistema HLA es el mis polimSrfico conocido pues cuenta, hasta la

fecha, con 92 especificidades reconocidas, designadas con la nomenclatura
explicada en el texto.

los nfimeros en paréntesis indican el antfgeno
original a partir del cual se derivan las divisiones (splits).
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Historia. El origen de la inmmogenética como tal, se relaciona a

la histocompatibilidad con cercano paralelismo al des-
cubrirse la regla fundamental del transplante, los autoinjertos tomados
y retornados al mismo donador tienen éxito, mientras que los injertos
entre dos individuos genéticamente distintos fallan. Este entendimiento
avanzdé por el desarrollo de cepas intracruzadas de animales de laborato
rio; wo de los primeros experimentos que estableci§ 1los principios bi
sicos del transplante fué realizado en ratones por Little en 1916. El
demostré que la aceptacién de aloinjertos depende de factores commes
(Ags de transplante) entre el donador y el receptor, los cuales estédn de
terminados por genes independientes. Por consiguiente, si la combinaci6n
de los factores presentes en el aloinjerto no se igualan a losdel recep
tor, el aloinjerto podria no sobrevivir, ya que si el donador expresa
un determinante antigénico que esti ausente en el receptor, puede ser
reconocido por el sistema inmune del husped y conducir a] rechazo del
injerto (Todd-Sanford-Davidsohn, 1979).

Landsteiner en 1931 enfatizd el paralelismo entre los problemas de
igualacién (de donador y receptor) para la transfusifn sanguinea y para
el transplantey sugirié una investigacién de grupos sanguineos para los
transplantes usando técnicas serolégicas. Con estas bases, P. A, Gorer
en 1938 inicié el trabajo que lo condujo a descubrir el CPH murino (H-2)
por métodos serolégicos. El desarrollo subsecuente de las investigacio-
nes sobre el sistema H-2 dependi6 mucho del uso de cepas intracruzadas
de ratones, muchas de ellas desarrolladas especialmente para este propd
sito. Snell en 1948 denomind a los genes que determinan el destino de
los aloinjertos como genes H 6 de histocompatibilidad y estableci6 fir
memente las bases genéticas de su accién (Bodmer, W.F., 1978).

El descubrimiento del sistema HLA fug, de hecho, independiente de
la investigacién del sistema murino. Entre 1920 y 1950 aparecieron va-
rias publicaciones intentando demostrar la existencia de actividad anti
leucocitaria en la sangre de pacientes leucopénicos; de esos esfuerzos,
Dausset en 1952 describid la existencia de Acs antileucocito en el sue-
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-ro de individuos politransfundidos. En 1954 sugiri6 que tales Acs de-
bian ser aloespecificos, ya que reaccionaban s6lo con un pequefio niime
ro de individuos no relacionados. Comenz6é un estudio sistemdtico a fin
de investigar los Acs que se desarrollan despufs de las transfusiones
y enrr 1958 J. van Rood y R. Payne independientemente, demostraron Acs
similares despus del embarazo.

Se acredita a Dausset la primera caracterizacién de un Ag leucoci
tario humano, el Mac, en 1958, que se detect§ usando seis sueros que
reaccionaban de modo similar pero no idéntico. La importancia de tal
descubrimiento fué reconocida inmediatamente ya que Amos en 1953 habia
probado que los Ags H-2 podfan detectarse en leucocitos de ratén por
leucoaglutinacién. Usando ese tipo de sueros y una aproximacién esta-
distica basada en el andlisis de asociaciones 2 x 2 de reacciones de
sueros sobre un panel de cflulas (Zmijewski, Ch. M., 1982), van Rood
definid en 1962 un sistema de dos alelos que 1lamd "grupo 4" (4a y 4b).
Esos métodos estadisticos fueron desarrollados por Payne y colaborado-
res, quienes en 1964 definieron un sistema de Ags alélico aparentemente
independiente y que denominaron LA (L por leucocito y A por el primer
locus) con dos especificidades, LA-1 y LA-2 que aparecian en la pobla-
cién y segregaban en familias como alelos. Aunque Dausset y su equi-
po pensaban que los dos grupos de Ags estaban genéticamente relaciona-
dos, Bodmer los consideraba productos de diferentes regiones genéticas.
Cepellini demostré que ambos conceptos eran correctos ya que los Ags
LA y 4 estan controlados por loci separados pero situados en el mismo
cromosoma (Bodmer, W.F., 1978).

En adicidén a las des series antigénicas LA y 4 (también 1lamadas
primera y segunda series), se sospechd de una tercera en 1970, reportin
dose especificidades definidas serol6gicamente del tercer grupo de Ags
o serie AJ. Mis aln, otras especificidades controladas por otro locus
se descubrieron a través del cultivo mixto de linfocitos (figura 4)
siendo llamadas LD 6 Ags de serie II, en contraste a las primeras tres

especificidades, que fueron definidas seroldgicamente llamindose Ags SD



3H-—TdR
Incorporacibn
celular de 3E—TdR|

PRUEBA DEL CML

4-5 dias
(©Xo) ENSAYC DE LMC
IIIl 3 horas._ medio de cultivo
- con 2l¢r liberado
20
Células de Células .. Células blanco
respuesta estimuladoras ‘. (marcadas).

Figura 4 REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL (ML Y DE LA LINFOLISIS
MEDIADA POR CELULAS (Bach, F.H., 1976b).

Ver explicacifn en la siguients hoja.



Figura 4 REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL QML Y DE LA
LINFOLISIS =DIADA POR CELULAS (Bach, F.H., 1976b)

En el QL las células de respuesta y las estimuladoras son mezcladas y dejadas
por cuatro 4 cinco dias, la respuesta proiiferativa se mide mediante la incorporacién
de timidina tritiada. Para la linf6lisis mediada por células (IMC), un Q1L es
efectuado e incubado por 4 ¢ 5 dias. Durante este tiempo, las células estimuladoras
mueren y las de respuesta o efectoras se dejan en el cultivo. Esas células se
mezclan con c&lulas blance marcadas con cromato de sodio radioactivo. Las células
blanco son linfocitos estirmlados 3 dfas antes con fitohemaglutinina. Las células
efectoras del ML y las cflulas blanco se dejan 3 o 4 horas y posteriormente se mide
la cantidad de cromo liberado en el medio.
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6 de serie I (Dausset, J., 1981), Un resumen cronoldgico se presenta en
la tabla IV.

Inmunogenética (Todd-Sanford Davidsohn,1979). En el hombre hay 46 croms

somas distribuidos en 23
pares; 22 pares SOn CTomosomas autosémicos y un par de Cromosomas sex 8
les. Los cromosomas de cada par son homSlogos porque la informacién
genética de cada uno concentra las mismas caracteristicas fenotipicas.
Un individuo en el que aparecen los mismos alelos o genes en un locus
dado, en ambos cromosomas homSlogos, se dice que es homocigoto a ese
locus. Por otro lado, cuando 1los dos alelos no son los mismos, el
individuos es heterocigoto, si ambos genes en un individuo heterocigoto
se expresan, se dice que son codominantes.

La herencia de los alelos envuelve la segregacién, que se refiere
a la distribucidn de alelos entre los descendientes, por ejemplo, consi
derando un solo locus genético al cual ambos padres sean heterocigotos,
si los dos alelos del padre se denominan a y b y los de la madre ¢ y d
(figura 5), entonces hay cuatro fonotipos posibles (ac, ad, bc, y bd).

Las posibilidades de que un hermano dentro de wma familia sea idén
tico a otro son de 25%. La oportunidad de ser idéntico en sélo un aie-
lo (haploidéntico) es de 50% y de ser totalmente distinto 25%. Es posi-
ble que ocurran recombinaciones en las que las regiones homdlogas de ca
da par de cromosomas intercambien material genético (entrecruzamiento,
figura 6). La frecuencia de recombinacién entre dos locus, es proporcic
nal a la distancia que los separa. Loci muy cercanos generalmente segre
gan como una unidad y se dice por ello que estin unidos o ligados; dos
loci relativamente separados en un cromosoma pueden mostrarse como
identidades independiente. Entre los loci HLA-A y -B, aproximadamente
un gamento en cien (0.8%) muestra recombinacién; en forma semejante,
la frecuencia de recombinacién entre HLA-B y -D también es de 0.85%.

El valor de los estudios de reccwbinacién ha sido acrecentado poT

el descubrimiento de loci cercanarmente wnidos al HLA. Los componentes
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Tabla IV CRONOLOGIA HILA

1916 Little establece los principios bisicos del transplante.

1931 Landsteiner sugiere investigacién serolégica para igualacidn
de transplante.

1938 Gorer define el CPH del ratébn (H - 2}.

1948 Snell 1lama genes '"H'" a los que determinan el destino
de los aloinjertos.

1952 Dausset describe anticuerpos antileucocito.

1953 Amos detecta Ags H-2 por leucoaglutinacién.

1954 Dausset sugirid aloespecificidad en los anticuerpos
antileucocito.

1958 Van Rood-Payne demostraron anticuerpos semejantes en
mujeres embarazadas.

1958 Dausset caracteriza el primer Ag leucocitario humano,
el Ag MAC.

1962 Van Rood define el sistema dialélico 1llamado Grupo 4
(4a y 4b).

1964 Payne define el sistema LA.

1969 Kissmeyer - Nielsen indica que los dos sistemas estén
controlados por loci separados pero unidos en el mismo
cromosoma,

1970 Se reporta la tercera serie antigénica, AJ.

1975 Se establece el Locus HLA-D por L en el VI taller

internacional de histocompatibilidad.

1977 Se definen las series alelicas HLA-DR en el VII taller
intérnacional de histocompatibilidad.
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w3 Cwd
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Dw3 Dw2 Dw3 Dwl Dwd Dw2 Dwd Dwl Dw4 Dwl Dw4 Dwl
hijo 1 hijo 2 hijo 3 hijo 4 hijo 5 hijo 6
Figura 5 EJEMPLO DE HERENCIA HLA (Mc Intyre, J.A., et.al., 1978).

Notese la identidad HLA de los hijos cuarto, quinto y sexto,

Los haplotipos de los padres estén abreviados como a, b vy ¢, d.

—ai’—
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Sitio del entrecruzamiento

Al g B8

T

haplotipos del

padre
A3 B7

/ A\

haplotipos no recombinantes haplotipos recombinantes

Al B8 Al B7
————————— .,..- — v —— -
b e ————mp
A3 B7 A3 B8
Figura 6 DIAGRAMA DEL ENTRECRUZAMIENTO CROMOSOMICO Y

PRODUCCION DE HAPLOTIPOS RECOMBINANTES EN -
EL SISIEMA HLA (Schaller, J.G., 1976)

El cromosoma VI del padre lleva los haplotipos HLA A1/B8 y
A3/B7. Esos haplotipos parenterales serin transmitidos intactos a los
descendientes, a menos que ocurra un entrecruzamiento entre los loci -
HLA A y B que produzca los haplotipos recombinantes A1/B7 y AS/B8
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asociados al grimo de wnidn HLA pueden observarse en la tabla I. EI co-
rocimiento de estos loci polimSrficos localizados dentro o cerca Jde la
regién HLA facilita el estudio de los eventos de recombinacidn que defi
nen la presencia ¥ posicidn de loci afm no detectados.

La distribucién de los Ags HLA en la poblacién no es completamente
al azar. lLa teoria genética predice que a lo largo de la evolucidn,
alelos especificos de dos loci unidos cercanamente, como los HLA-A v -B,
se encontrarfan juntos en el mismo cromosoma con wna frecuencia igual
al producto de sus dos frecuencias genéticas independientes. Sin embar-
go, clertos Ags d= diferentes series estdn asociados en un grado mayor
que lo esperado en base a sus frecuencias individuales. Esta asociacidn
inusual entre alelos se denomina desequilibrio de wnidn o asociacién ga

tica.

Un aspecto interesante de la genética de poblacién, radica en 1las
diferencias en las frecuencias de los Ags HLA entre varios grupos racia
les, por ejemplo, HLA-A1 y -B8 se encuentran entre los Ags mids commes
en blancos, pero son casi inexistentes en orientales. Tales diferencias
genéticas pueden ayudar al estudio deﬂmigracién de poblaciones vy a la
asociacién de Ags HLA a otros aspectos dentro de las poblaciones.

Es posible extraer las glucoproteinas HLA de las membranas celula-
res con ayuda de detergentes y antisueros especificos. Pueden entonces
determinarse la estructura terciaria de esas moléculas v sus secuencias
de aminodcidos (figura 7 ). Los Ags de histocompatibilidad murinos, han
sido analizados en de£talle y ultimamente se ha aclarado la estructurz

de los Ags humanos (Ciminingham, B.A., 1977; Wetherall, J.D. 1978).

Antigenos A, By C. Los Ags HLA-A, -B ¥ -C estdn compuestos de dos cade

nas polipeptidicas unidas por enlaces no covalentes:
el PM de €stas cadenas es de 12000 y 44000 daltons (figura 8). La cade-
na mis pequefia (PM 12000 = P12) ha sido identificada como wna beta 2 mi
croglobulina, ésta glcbulina no estd glucosilada v aparentemente es
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cuentas para QJ remoéién de un amino-
detectar el mar- 4cido cada vez en el
caje radiactivo. secuenciador
Figura 7 SECUENCIACION DE Ags H-2

Ver texto en la siguiente hoja,



Figura 7 SECUENCIACION DE CADENAS H-2

La secuenciacidén de las cadenas pesadas H-2 requiere de una mueva técnica analitica
microquimica, Se cultivan células de ratdn en presencia de un aminofcido radiactivo que
se incorpora en todas la proteinas nuevamente sintetizadas, incluyendo los Ags H-2. Las
proteinas de membrana marcadas se van extrayendo con detergentes y se aislan los Ags H-2
por precipitacidn con anticuerpos especificos; luego las moléculas de Ag se redisuelven
en sus componentes (cadenas ligeras y pesadas) por electrbforesis en gel de poliacrilami-
da. Las cadenas pesadas purificadas se eluyen del gel y se determina la posicién en que
aparece el aminodcido radiactivo a lo largo de la cadena eliminando un aminoicido cada
vez de la proteina, con la ayuda de una miquina automitica 1lamada "secuenciador'. Final
mente, se mide la radiactividad de los aminoicidos eliminados-secuencialmente, para detec
tar la presencia o ausencia de la etiqueta radiactiva. Todo el proceso debe repetirse mu
chas veces para determinar la localizacién a lo largo de la cadena polipeptidica de cada
uno de los veinte aminofcidos de que estén formadas las moléculas proteicas (CUNNINGHAM,
B.A., 1977)
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Figura 8. Representacién esquemitica de la molécula HLA-A 6 HLA-B -

(Dausset, J. 1981)
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idéntica a la urinaria, su secuencia de aminoicidos tiene homologia con
la de algunos dominios de las moléculas de inmmoglobulina, lo que po
dria sugerir su origen ancestral comin. Se ha demostrado que la sintesis
de la beta 2 microglobulina estd controlada por un gen en el cromosoma
XV. La cadena polipeptidica mds pesada (PM 44000 = P44) es la glucopro-
teina que exihibe la antigenicidad alogénica de las especificidades HIA,
La cadena P12, aumque estd asociada con la P44 no contribuye a la espe-
cificidad antigénica del complejo bimolecular. La cadena P44 se extien-
de a través de la membrana celular hasta que su porcién interna hace con
tacto con el citoesqueleto. Esta orientacifn es ideal pura la transfe-
rencia directa de informaci6n de la superficie celular al interior ¥ po
dria evidenciar un rasgo estructural escencial para la funcién biolégi-
ca. La regi6n de la molécula asociada con la membrana es hidrofébica
mientras el resto de la molécula es principalmente hidrofflica. Algunos
carbohidratos est4n asociados con la cadena P44, pero no contibuyen a la
antigenicidad. Recientemente, las secuencias preliminares de aminofcidos
de las cadenas P12 y P44 se han obtenido. Ademis de wn sorprendente grado
de similitud entre los Ags HLA y sus andlogos murinos, la cadena P44
muestra clerta homologia con las regiones constantes de la inmunoglobuli
na humana IgGi (Bach, F.H., 1976 b; Barnstable, C.J., 1978; Dausset, J.,
1981; Festestein, H., 1981).

Antigenos D/DR. En contraste a la tipificacién por medios serolégicos
(deteccidn de Ags de clase I}, 1la realizada con el OL
(detecci6n de Ags de clase II) envuelve un principic basado en las ob
servaciones de Bain y Bach quienes notaron que cuando dos poblaciones
alogénicas de linfocitos se cultivaban juntas, los linfocitos sufrian
alteraciones morfoldgicas definitivas: el nficleo aumentaba su volumen,

la célula entraba en mitosis y tomaba la apariencia de un blastocito
inmaduro. La reaccidn primero se estableci6 de manera que las dos pobla
ciones respondian una contra otra {(ML bidireccional). Posteriormente,
se descubri6 que tratando los linfocitos con mitomicina C 6 rayos X po-
dia eliminarse su capacidad para responder aunque su facultad de estimu

lar permanecia viable; asi se originé el ('L unidireccional, donde
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los linfocitos de un individuo (células de respuestz de un
rcceptor  potencial ) crecen y se dividen en contestaciSn a los Ags
extrafios de las c€lulas estimiladoras de un segundo individuo (el dona
dor potencial). La prueba mide la capacidad del receptor para responder
a los Ags del donador (figura 4). Asi, el principal uso clfnico del OL
ha sido seleccionar donadores corpatibles para transplarite. Existe uma
buena correlaci6én entre la supervivencia del injerto y una d&bil o nu-
la reaccitn del OML entre el par donador/receptor, especialmnte en fa

miliares (fig. 9) (Barnstable, C.J., 1978; Dausset, J., 1981; Wetherall,

J.D., 1978).

El control genético del ML estd gobernado dentro de la misma re-
gi6n cromosbmica del HLA; usando familias con recombinacién genética,
se demostrd que la principal reactividad estd controlada por el ‘locus
HLA-D. Por medio de adsorcién de sueros con plaquetas (que poseen Ags
HLA-A y -B) y después con Acs fluorescentes, se vi6 que era posible de
finir los tipos de (ML serolégicamente y en 1977 se determinaron las
series alélicas DR (D-relacionadas) en el séptimo Taller de Histocompa
tibilidad. A diferencia de los Ags HLA-A, -B y -C cuya expresién ocu--
rre en la superficie de todas las células excepto los eritrocitos, los
Ags HLA-DR tienen una distribucién tisular mis restringida, estando
presentes en los linfocitos B y monocitos, no asi en los linfocitos T
y otros tipos de células (Barnstable, C.J., 1978).

Los Ags HLA-DR estin formados por dos cadenas polipeptidicas de
23000 y 28000 daltons de Pi, sin tener asociada la beta 2 microglobuli
na (figura 10). Estos Ags son parecidos a los Ia del ratén y del coba-
Yo por .poseer este tipo de cadenas. Las cadenas no estdn umidas cova--
lentemente y estdn glucosiladas, ambas cadenas se codifican en el cro-
mosoma VI. Existe la opinién de que los Ags identificados por serologia
(-DR) y por QML (-D) corresponden al producto genético del locus HLA-D,
difiriendo Gnicamente por el método de identificaci6én (Bamstable, C.J.
1978; Dausset, J., 1981).




100-
90-
80~ 4
70- =
= 60--
o
= 50- -
g
g
@ 40~ ~
Hal
3 .
30~ o
20-
10- -
0

- 40 -

777
5
7
HLA-D idéntico
21 p <0.025
- 10
14 11 :
11
HLA-D incompatible
L4 1 L i L i
g 3 6 12 18 24 30

tiempo de sobrevivencia (meses)

Figura 9 LA INFLUENCIA DE LA COMPATIBILIDAD HLA-D EN LA

SOBR

VIENCIA DE 28 TRANSPLANTES RENALES.

El descenso inicial de la curva ha sido observado también

cuando se han usado otros marcadores del CPH para compatibili -

dad. En este caso los determinantes de la activacidn 1infoc'1t_a:

ria (Lads) del locus D (Festestein,H.,1981)
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(1) Cadena de polisacdrido complejo; (2) cadena
de polisacdrido rica en manosa.



- 42 ~

Serologia v reacciones cruzadas (Joysev, V.C., 1978),

Muchos de los Ags originalmente definidos, al estudiarse detenida-
mente, se ha encontrado que se dividen en dos o mis componentes de
reaccidn cruzada que se conocen como ''divisiones" (Splits), por ejemplo,
una persona con el Ag A9 puede tener tanto el Aw23 como el Aw24 & posi
blemente una tercera variante (tabla V).

La estimulaci6n de un individuo con un Ag HLA de una sola especifi
cidad extrafia, producird, a menudo, Acs no solo contra el Ag estimula-
dor sino también contra especificidades relacionadas. Esto puede refle
jar la complejidad de los Ags v la presencia de gran nfmero de determi
nantes antigénicos, algunos de los cuales son compartidos por mis de
una especificidad. Los Ags dentro de cada serie alélica, muestran una
abundancia de reacciones cruzadas, pero no existen estas reacciones en
tre diferentes series. (tabla V), por esto, la mayorfa de los antisueros
disponibles poseen una especificidad dominante pero tanbién reaccionan
en menor grado con otras especificidades. La obtencién de estos sueros
por lo general, es a partir de mujeres multiparas, pacientes transplan
tados v algunas veces de voluntarios después de inmunizacién delibera-
da, pero la respuesta de Acs no es predecible con exactitud y ocasioml
mente puede darse una respuesta aparantemente no relacionada con el es
timulo.

Recientemente se han producido Acs monoclonales -contra Ags del CPH
de rata y de rat6n. Cuando esta técnica se aplique a los Ags HLA, mu--
chos de los problemas asociados con la fuente de suero, reaccidn cruza
da y dificultad para definir con precisidn los Ags, serén cosa del pa-
sado. En la tabla VI podemos ver cuales son las principales técnicas
usadas para la identificacién de los Ags HIA.

HLA v enfermedad.

Virchow postulaba que la enfermedad es la reaccién de las células



GRUPOS HLA DE REACCION CRUZADA

(Todd-Sanford-Davidsohn, 1979)
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Tabla VI TECNICAS PARA LA DETECCION DE ANTIGENOS HLA.

Microlinfocitotoxicidad

Cultivo mixto de linfoci
tos (CML) -

Linfblisis mediada por
células

Tipificacidén con linfoci-
tos cebados (primed
lymphocyte test)

Fijacién de complemento
en plaquetas

Fijacidén de complemento
en linfocitos B

Linfocitotoxicidad por
doble fluorescencia

Identificacibn
'Ar "Bs -C b

Identificacidn

Identificacibdn

Identificacidn

HLA-D

HLA-D

HLA-D

Identificacién de Ags HLA-A,
-B y ~-C y "Dausset 6"

Identificacibén de Ags HLA-DR

Identificacidn de Ags HLA-DR

Joysey, V.C., 1978; Mittal, K.K.,

1978; Terasaki,

P.I., 1978; Todd

Sanford-Davidsohn, 1979.

Bach, F.H., 1976 b; Breanndan -
Moore, S., 1979; Gradwohl's, 1980.

Bach, F.H., 1976b; Miller, M.V.,

1978.

Festestein, H.,
1978.

1981; Miller, M.V.,

Gradwohl's, 1980.

Colombani, J.,

Van Rood, J.J.,

1977.

1976.
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en condiciones alteradas. De aqui parte el concepto modernc de enferme
dad, no como algo que el organismo sufre pasivamente a consecuencia de
una causa morbosa, sino como ia reaccién del organismo frente a la cau
sa que la produce. Walter B, Cannon acuiid en 1939 el término homeosta-
sis para referirse a los estados de equilibrio dinimico que dependen
de procesos fisiolégicos coordinados. (Cannon, W.B., 1939; Veldzquez,
A.,1979).

En un sentido mis amplic, homeostasis se refiere no solo al mante
nimiento constante de metabolitos, sino también a la continuidad en el
desarrollo de estructuras y a las relaciones entre el organismo y su
medio ambiente. Desde este punto de vista, la enfermedad es un transtor
no no compensado de la homeostasis y revela la incapacidad de los meca

nismos homeostiticos para mantener el equilibrio dindmico frente a even

tos desorganizadores. Ahora sabemos que la existencia de estos mecanis
mos estd determinada por el genotipo del individuo, consecuencia de la
seleccibn natural en el largo proceso de la evolucién biolégica, por
ello, la constitucidén genética del individuo determina.la homeostasis
ante los eventos desorganizadores, esto es, la capacidad de adaptacién
del organismo; por lo tanto, el genotipo determina su mayor 6 menor
predisposici6én a padecer enfermedad. (Pérez Tamayo, R., 1970).

Si como hemos sefialado, enfermedad es un transtorno no compensado
de la homeostasis, este transtorno se produciri solo cuando ciertos ge
notipos se encuentren en ciertos ambientes (Veldzquez, A., 1979).

Harry Harris disefid un diagrama que facilita considerar esto (figu
ra 11). El drea dentro del circulo exterior representa a la poblacién;
la comprendida dentro del circulo interior es la fraccién de esta pobla
cién predispuesta genéticamente (por ejemplo, con una incapacidad iio-

meostdtica). E1 drea dentro del gajo es la fraccidn expuesta a un arbien

te perturbador y por lo tanto, el gajo en el circulo interno (la regién
sombreada) representa a los individuos enfermos (Harris, H., 1975).
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predispuestos
genéticamente

afectados

clinicamente

expuestos a condiciones

ambientales adversas

Figura 11 ESQUEMA QUE ILUSTRA LA PARTICIPACION DE GENOTIPOS
PREDISPONENTES Y DE FACTORES AMBIENTALES, EN LA -
PRODUCCION DE UNA ENFERMEDAD (Velizquez, A., 1979).
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El concepto genftico de enfermedad nos ensefia que solo en los indi
viduos predispuestos es necesario evitar la exposicién a condiciones
ambientales adversas. El estudio de la genética de muchas enfermedades
conducird, probablemente, a su prevencién o mitigacién por métodos ex-
clusivamente ambientales (Pérez Tamayo, R., 1970; Veldzquez, A., 1979).

El sistema HLA y las enfermedades (Dausset, J., 1981; Dick, H.M., 1978).

Las relaciones entre sistemas polimérficos y enfermedad en el hom-
bre se han estudiado usando muchas técnicas, con atencién inicialmente
enfocada a los grupos sanguineos ABO. Exceptuando la enfermedad hemoli
tica fetal, las asociaciones encontradas no fueron lo suficientemente
claras como para tener un impacto dramitico sobre el diagn6stico o ma-
nejc¢. ' 3 asociaciones mds obvias fueron las de los grupo ABOy algunas
formas de enfermedad maligna (Glcera duodenal v grupo O y cincer gdsti
co y grupo A).

En todas esas asociaciones reportadas, el aumento en el riesgo a
padecer la enfermedad por las personas del grupo sanguineo apropiado
fué ligeramente mayor que para los otros grupos sanguineos, siendo a
lo mis dos veces que el comn. Por ello, esas variantes polimSrficas
no son aplicables con claridad para el diagnSstico o pronSstico. El des
cubrimiento de sistema de Ags HLA condujo a la investigacién de asocia
ciones entre €ste sistema y las enfermedades humanas, estimulada por
los hallazgos significativos en ratones endogimicos de asociaciones en
tre H-2 y algunas clases de leucemia. Amiel (1967) presentd sus hallaz
gos sobre las frecuencias de Ags HLA en un grupo de pacientes con lin-
foma de Hodgkin. EIl not6é una frecuencia aurentada de un Ag de la se--
gunda serie, el 4c, en los pacientes comparados con un grupo control
sano. Este Ag se identific6 posteriommente como un grupo de Ags del lo
cus HLA-B que incluye B5, Bw35, B18 y BI15.

En la actualidad son mfiltiples los padecimientos descritos con aso

-

ciacifén a uno 6 m3s Ags HLA (tabla VII).
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Tabla VII

Enfermedades HLA
Enfermedad de Hodgkin Al
Hemocromatosis idiopitica A3

B14
Hiperplasia renal congénita B47
Espondilitis anquilosante B27
Sindrome de Reiter B27
Uveitis anterior aguda B27
Tiroiditis subaguda B35
Psoriaris vulgar Cwb
Dermatitis herpetiforme D/DR3
Enfermedad celiaca D/DR3
Sindrome de sjogren D/DR3
Enfermedad de Addison D/DR3
Enfermedad de Basedow D/DR3
Diabetes insulino-dependien D/DR3
te.
Miastenia D/DR3
L.E.S. D/DR3
G.E.M. D/DR3
Esclerosis en placas D/DR2
Neuritis bptica D/DR2
Sindrome de Goodpasture D/DR2
Poliartritis reumitica D/DR4
Pénfigo D/DR4
E: enfermos
C: controles sanos

T.T.: riesgo relativo
L.E.S : lupus eritematoso sistémico
G.E.M.: glomerulonefritis extramembranosa
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Las enfermedades que se estudian para conocer su asociacidn al CPH
parecen tener varios rasgos peculiares, principalmente porque son en
fermedades de caracteristica familiar, etiologia obscura, presentan
cierta cronicidad y frecuentemente alteraciones inmmolégicas.

Mecanismos. Se han propuesto varias hipdtesis para explicar la aso
Ciaciln entre el sistema HLA y enfermedad, pudiendo en
cuadrarse en dos categorias principales (Schaller, J.G., 1976 b).

1 El Ag HLA estd involucrado directamente.

a) El Ag funciona como un receptor, en particular de
virus, o actfia como ligando para hormonas y produc
tos similares (Dausset, J., 1981; Dick, H.M., 1978;
Nijenhuis, L.E., 1977).

b) Una similitud estructural entre las moléculas HLA
y las de los agentes infecciosos podria imposibili
tar al crganismo para montar una respuesta inmune
(mimetismo molécular).

c) Un desorden inmmitario que implique una accién
inadecuada de 1os genes de repuesta inmune (Ir)
0 de supresidn de respuesta immme (Is) cuyos
productos son, muy probablemente, las moléculas
DR.

d) Una restriccién preferencial a nivel de Ags
HLA-A, -B y -C, de la lisis por linfocitos T de
c€lulas infectadas por un virus o conjugadas a
un hapteno (Dausset, J., 1981).

2 Un gen asociado al HLA estd envuelto en el mecanismo
fisiopatoldgico.

a) El papel del complemento en la respuesta inmune y
cn estas asociaciones podria ser mds importante
de lo que pensamos en la actualidad.
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b} Una deficiencia enzimdtica, como en la hemocromato-
sis idiopdtica y en la deficiencia de 21 hidroxilasa
(21-0H).

c) Un gen de susceptibilidad estd cercanamente unido
(Dausset, J., 1981; Nijenhuis, L.E., 1977).

El significado de la combinacién entre HLA y enfermedad es atn
obscuro, pero podria estar en relacién a cierta susceptibilidad genéti
ca ya sea intrinseca o asociada.

Clasificaci6n (Dausset, J. 1981) Muchas clasificaciones de enfermeda-
des asociadas a HLA son posibles. Una estd basada en

los loci del complejo HLA aparentemente mis ligados. Otra consiste en

considerar la categoria de la afeccidn (infecciosa, tumoral, etc.).

1 Segtin el locus mis asociado (tabla VII):

a) Enfermedades asociadas al locus A; por ejemplo, la
hermocromatosis idiopdtica y A3.

b) Enfermedades asociadas al locus B; el ejemplo tipico
es la espondilitis anquilosante y B27.

c) Enfermedades asociadas al locus C; psoriasis vulgar
y Cwo,

d} Enfermedades asociadas al locus D/DR.

e) Enfermedades asociadas a un gen no HLA del complejo;

en 8stas se agrupan las deficiencias de C2, C4 y
21-04,

2 Seglin la categoria de la afeccién:

a) Enfermedades infecciosas; poliomielitis y B16,
herpes labial y A1, A29 y BS.
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b) Tumores y afecciones malignas; enfermedad de
Hodgkin y Al, leucemia aguda linfoblastica y A2,
teratocarcinoma testicular y Dw7.

c¢) Enfermedades del metabolismo; hemocromatosis
idiopatica y A3.

d) Enfermedades alérgicas; debe confirmarse su aso-
ciacién en padecimientos como la hipersensibilidad
aviar, fiebre del heno, alergia a la ambrosia, etc.

Existen varios factores importantes a considerar en los estudios
de HLA y enfermedad, ya que, a pesar de la sorprendente liga entre cier
tos padecimientos y la frecuencia de Ags HLA, en la mayoria de los casos
la asociacién, aunque estadisticamente significativa, no es absoluta.

En primer lugar, si los genes del CPH asociados en frecuencia au-
mentada con una enfermedad no son los Ags HLA por si mismos, sino mis
bien genes unidos a aquellos que determinan los Ags HLA, la asociacidn
depende del desequilibrio de unidn entre los genes de susceptibilidad
a enfermedad y los genes HLA (Bach, F.H., 1976c).

En segundo término, existe el problema de la heterogeneidad de la
entidad diagnéstica. La separacién de pacientes en subgrupos que son -
positivos o negativos a un Ag particular, podria ser un modo Gtil para
diferenciar enfermedades & factores precipitantes de las mismas
(Shaller, J.G., 1976 b).

Tercero, una exposicidén ambiental a virus, alergenos u otras subs
tancias, puede contribuir a la enfermedad. El efecto podria no ser del
todo o nada; el grado de exposicién ambiental podria interactuar cuanti
tativamente con los efectos de un gen predisponente. Asi, individuos
con el gen de susceptibilidad a la enfermedad podrian no enfermarse si
no se exponen al medio adverso, mientras que individuos sin predisposi
cidn genética podrian contraer la enfermedad en caso de una gran expo-
sicién al medio ambiente hostil (Schaller, J.G., 1976 b).
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Cuarto, genes adicionales pueden influir en la susceptibilidad a

enfermedad; esos genes pueden estar fuera del sistema HLA (Schaller, J
G., 1976 b).

Quinto, los Ags HLA afin se estdn subdividiendo y redefiniendo se-
gin la disponibilidad de los sueros tipificadores, por lo que una aso-
ciacidn dada podria cambiar en el futuro (Bach, F.H., 1976 c).

La anemia aplistica

La A.a. es un desorden hematolégico caracterizado por la disminu-
cibn o ausencia de la funcién de la médula &sea (Gale, R. P. et. al.).
Funcionalmente se caracteriza por actividad medular cualitativamente
normal, pero cuantitativamente inadecuada. MorfolSgicamente se distin-
gue por pancitopenia de sangre periférica e hipocelularidad medular sin
c€lulas precursoras atipicas o evidencia de infiltrados (Linman, J.W.
1975), si persiste un pequefia cantidad de tejido hematopoy&tico en 1la
médula, la mayorfa estd distribuido focalmente. Los focos aislados en
médula normo o hipercelular pueden encontrarse particularmente en el
esterndn, (Sinchez Medal, L., 1974 a). Todos los elementos de lanmédula
6sea estdn generalmente afectados por lo que en sangre periférica pode
mos tener una o varias citopenias como nodemos ver en la tabla VIII,

Etiologia. Tradicionalmente implica a diversas substancias quimi-

cas (drogas, insecticidas y disolventes), radiaciones
y virus. En nuestro medio parecen ser las causas mis frecuentes, a di-
ferencia de otros paises donde la mitad de los casos son idiopdticos
(Hurtado Monroy, R., 1979),

Los mecanismos potenciales de funcién anormal de la médula &sea

incluyen (Ascensao , J.A., 1976; Elfenbein, G.J., 1979; llurtado Monroy
R.,1979):
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Tabla VIII CLASIFICACION DE LOS SINDROMES CLINICOS
( . . . . P .
primaria (idiopatica)
/
A) Adguirida
/ secundaria (sustancias
quimicas, agentes
Pancitopenia fisicos, infecciones)
B) Congénita — (sindrome de Fanconi, o
N anemia hipopléstica
constitucional).
/
Hipoplasia A}  Adquirida
Eritrocitica
B) Congénita
N
Granulocitica - (Neutropenia)
Megacariocitica - (Trombocitopenia)

N
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1}  Falla de la proliferacidn y/c diferenciacién de las c€lulas
tronco hematopoyéticas (defecto de la célula pluripotencial).

2)  Defectos en el micromedioambiente d= la médula 6sea, que
actuando sobre la célula pluripotencial evitan su prolifera

cibn y/o diferenciacién sucesiva.

3) Zecientemente se han evidenciado factores inmunolégicos, in-
formindose de la presencia de lipoprocteinas, prostaglandinas,
Iinfocinas y Acs inhibidores o células que interaccionan en
retroalimentacién negativa de heratopavesis (linfocitos T
SLEITESOTES. )

Diagn8stico. Diversos desfirdenes pueden confundirse con la A.a. La
pancitopenia periférica mis una m&dula Gsea hipocelular

no hacen por siI mismas el diagndstico. Las leucemias agudas, tuberculo
sis miliar linfohematdgena, cZncer con metdstasis Ssea, lupus eritema-
toso sistémicc y otras enfermedades pueden preducirias. Por fortuna ta
les enfermedades se acompafian por algunos sintomas o signos fisicos que
no se ven en la A.a. y cuya prasencia nos conduce al diagndstico corrqé
(tabla IX). los principales rasgos de laboratoric en la A.a. se des

o
zriben en la tablia X.

“rz2tamiento. £l tratamiente ¢e la A.a. es un tema cmy controvertido

pues mientras uncs autores aseguran que los andrdgenos
& assteroides anahSlicos son el rejor agente terapfutico (Sdnchez Medal,
L., 1974 a), otros, con mids reserva, consideran al padecimiento adqui-
rido con tendenciaz a remisidn espontinea parcial o ceommleta por lo que
los resultados de uma terapia especifica deben interpretarse con cauteg

lz {Lirppan, J.W., ¥975).

En general existen varias medidas recomendadas, por ejemplo, ale-
jar z1 paciente de los farmacos o substancias quimicas cue puedan da--
flaric, intentar supiir los diversos zlementos celulares con transfusio
nes, tratar de estimalar la proliferzcidn de células primitivas o de

preducir hiperplasia de las células hematopoy€ticas restantes ¢ inten-
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tar reconstruir la m&dula 6sea mediante injertos (Hurtado Monroy, R
1979). C
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Tabla IX  DIAGNOSTICO CLINICO DIFERENCIAL DE LA ANEMIA
APLASTICA (Sanchez Medal, L., 1974)

la presencia de uno o mids de los siguientes rasgos clinicos
hace el diagndstico de anemia apldstica altamente improbable:

1. Fiebre, en ausencia de infeccién.
2. Sudoraci6én nocturna o dolor de huesos.

5. Adenomegalia significativa, persistente
y particulammente generalizada.

+. Hepatomegalia, en ausencia de fallo
cardiaco.

5. Esplenomegalia. Sin embargo, el extremo
del bazo puede palparse en pacientes
politransfimdidos.

La presencia de ictericia, hipertensidn o signos de
endocrinopatia deben conducir al Médico a investigar la patologia
apropiada.
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DIAGNOSTICQ DIFERENCTAL DE 1A ANEMIA APLASTICA
(Sanchez Medal, L., 1974)

Sangre periférica.

Rasgos

citopenia
normoblastos
reticulocitos
cuerpos de H.J.
cambios en G.R.
blastos
granulocitos jévenes
Hb F '
Fosf, Alc. G.B.
Electroforesis de
suero

+

Anemia apléistica

pancito, severa
ninguno, raro 1-2%
menos del 2%
ausentes
ninguno-ligeros
ausentes

ausentes
generalmente alta
generalmente alta

normal

Otras enfermedades

generalmente bi o uni
cominmente frecuentes
variable, mas del 10%
pueden presentarse
comunes

a menmudo pocos

a menudo pocos
variable

puede estar disminuida

puede estar anormal

Médula bsea.

celularidad
megacariocitos:
nmero
morfologia
eritroblastos:
nfimero
morfologia
granulocitos:
ero
morfologia

generalmente hipo

ausentes-disminuidos
normal

generalmente bajo
normal

por lo general bajo
normal o con gra-

o« -
nulacibn téxica

a menudo hiper

bajo-normal-aumentados
puede ser normal

a menudo aumentado
formas megaloblastoides

variable
blastos o cdlulas
jbvenes aumentados

Eritrocinética.

hierro sérico
transferr. satur.
59Fe T1/2

59Fe toma en G.R.
59Fe, toma hepitica
59Fe, toma en médula
Urobilinbgeno fecal

alto

80% +
largo
muy baja
alta
baja
normal

variable
variable
corto

baja
variable
variable

a menudo alto
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OBJETIVOS.

En una enfermedad con alto indice de mortalidad que va de 58 a 76%
(Reynoso, E., et.al., 1968), con gran incidencia en la poblacifn mexi-
cana y con una historia natural sumamente variable que dificulta la
terapéutica, es importante prevenir el padecimiento en los individuos
susceptibles. A fin de llevar a cabo esta profilaxis, se hace necesa--
rio identificar con oportunidad a las personas que tienen un riesgo ma
yor de contraer el padecimiento y evitar su exposicién a los ambientes
adversos que pueden desencadenarlo.

Tal identificacién se realiza buscando 'marcadores' que permitan
dividir a las personas susceptibles de las que no lo son ya que la pro
filaxis debe efectuarse sd6lo en aquellas. En este trabajo, el objetivo
primordial es la bGsqueda de un "marcador genético™ que en este caso
son los Ags HLA de "individualidad biol&gica'. La correlacién entre un
Ag HLA y la A.a. permitird identificar, en poblaciones sanas, aquellos
individuos susceptibles al padecimiento y hacer, entonces, la profi--
laxis adecuada.

También se estudiaron las diferencias existentes entre varios tra
bajos reportados de Ags de histocompatibilidad en poblaci6én mexicana
sana y la conveniencia de usar esos datos como controles en estudios
como el presente y, por (ltimo, se evaluaron dos lotes de placas comer
ciales para microlinfocitotoxicidad que se emplearon para detectar los
Ags HLA en esta investigacion.

A continuacién se resumen los cbjetivos fundamentales de ésta te-
sis:



ITX

OBJETIVYOS

BGsqueda de un marcador genético {Ag HLA) en
pacientes con anemia apldstica.

Estudio de 1las diferencias en antigenos de
histocompatibilidad en poblacifén mexicana
sana en trabajos hechos por diferentes
autores.

Evaluacin de dos lotes dJe placas para
microlinfocitotoxicidad usados para detectar
antigenos HLA en este trabajo.
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MATERTIAL Y METODOS.

1)  Prueba de microlinfocitotoxicidad en placa para la determinacidn
de_antigenos HLA (Mittal, K.K., 1978; Terasaki, P.I., et.al.,
1578).

Método:

Bdsicamente la prueba consiste en la reaccidn de 1 mcl de linfoci
tos con 1 mcl de anticuerpo seguido por la adicién de 5 mcl de comple-
mento de conejo (figura 12).

El manejo de cantidades tan pequefias se logra empleando una cubier
ta de aceite mineral (Petrolato liquido pesado) en la microplaca que evita
la evaporaci6n y es facilmente atravesada por los reactivos acuosos
agregados despufs. La técnica se realiza seglin s:e describe en el ins-
tructivo de las placas de prueba HLA y de acuerdo a la bibliograffa
(Festestein, H., 1981; Harris, R., 1969; Mittal, K.K., 1978; Terasaki,
P.I., 1978), brevemente se describen los pasos principales.

Por las caracteristicas de la A.a. se requiere mayor muestra de
sangre heparinizada (1000 U/ml, 1 ml/10 ml de sangre) & desfibrinada
(de 5 a 15 ml), que se diluye en un volGmen igual de solucién Hanks
(pH 7.4). Esta mezcla se vierte sobre un gradiente de Ficoll - Hypaque
(indice de refraccidn 1.3545 y d = 1.077) sin mezclar las fases y se
centrifuga 15 minutos a 1000 x g. Los linfocitos se separan de 1a interfase
del gradiente con una pipeta Pasteur y se lavan dos veces con Hanks, se
ajusta su nfmero a 1.5 - 2.0 x 106 células por mililitro en un hemocitémetro
de Neubauer.

Un mcl de ésta suspensién se adiciona con una jeringa de repeti-
cién Hamilton (PB-600-1) a cada pozo de la placa de prueba HLA
(Behringwerke‘-Qx.ﬁmica Hoechst) previamente hidratada y se incuba 30 mi
nutos a temperatura arbiente, posteriormente se agregan 5 mcl de com-
plemento de conejo (Behringwerke) a cada pozo y se incuba la placa una
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Linfocito Linforito
I Anticuerpos
anti HLA
Homologia
Ag Ac
— Adicién de complemento
C
C
Complemento
unido al complejo
Ag - Ac
CAMBIOS EM
LA MEMBRANA DEL
LINFOCITC
%’/‘ Adicién de colorante vital
Bt
- Ry
\\_:\:.1 . . ;.,I
CELULXY VIVA CELULA MIERTA
-Refringente~ -TeRida-
Figura 12. PRUEBA DE LINFOCITOTOXICIDAD



hora a temperatura ambiente. Al término de la incubacién, se sacude la
placa para eliminar el exceso de reactivos sin perder las células y se
afiaden 10 mcl de solucidn de azul de tripano-EDTA (3 partesde azul de
tripano 0,25% en Hanks y 7 partes de EDTA en SSF pH 7.2) a cada pozo,
se agita la‘placa con cuidado en un agitador Vortex (Clay Adams, Co.)y
se deja 15 minutos en reposo despuds de los cuales se elimina el colo-
rante sacudiendo la placa una vez mis y se colocan 10 mcl de Hanks a
cada pozo para leer.

Debido a que no se emplea formaldehido para fijar, la lectura debe
hacerse dentro de las siguientes dos horas ya que el complemento rema-
nente sigue actuando pudiendo aumentar la mortandad celular con el
tiempo.

La lectura de las placas emplea la siguiente escala de porcentaje
de células muertas en exceso del control negativo:

1 = 0 a 10% negativo
2 = 11 a 20% =
4 = 21a 30% z
6 = 31 a 80% positivo
8§ = 81 a 100% positivo

La lectura se realiza en un microscopio invertido de contraste de
fases (American Optical, Co.), con aumento de 10X, lo que permite vi--
sualizar el fondo del pozo en un solo campo facilitando la lectura y
disminuyendo errores. El sentido de lectura es a lo largo del borde del
pozo y terminando en cruz. El reporte de resultados se realiza en hojas
especiales como la mostrada en la pdgina siguiente.
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2} Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico se efectuS sobre cada uno de los obje-
tivos propuestos:

1) Tratamiento de los grupos control que comprende la evalua-
cién de las diferencias en los Ags reportados por los gru-
pos usados en este estudio.

2) Tratamiento de los lotes de placas, que consiste en la com
paracidn de resultados obtenidos en cada uno de los lotes
de placas usados (TP-15 y TP-16) a fin de valorar las dife
rencias que existan entre ellos.

3) Comparacidn de los pacientes con A.a. con el grupo control
elegido.

Para determinar la asociacidn de los Ags HLA con una enfermedad,
se calcula el riesgo relativo y la ji cuadrada respectivos y con ello se
infiere ia probabilidad de que tales asociaciones sean debidas al azar 6
a una relaci6n significativa.

a) Calculo del riesgo relativo.

Se define el rr como la posibilidad
de desarrollar una enferrdad cuando un Ag esti presente en compara-
cién con el que habria si el Ag no estuviera. Un riesgo superior a uno
indica que el Ag es mis frecuente en los pacientes que en los contro-
les, mientras que un rr menor de uno indica asociacidén negativa
(Festestein, H., 1981).

El método de Ryder v Svejgaard (Ryvder, L.P., 1976) de cilculo de
T se basa en el procedimiento original de Woolf (Woolf, B., 1954),
modificado por Haldane.
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A partir de una tabla de contingencia dd 2 x 2, se calculan tanto
el rr como la X2 de una muestra de pacientes, a fin de cormparar sus
frecuencias antigénicas (HLA) con las de una poblacién normal.

Tabla de contingencia de 2 x 2 :

Antigeno
+ - Totales
Positivo a b M3
Enfermedad Negativo c d M4
Totales M1 M2 n

En donde: = pacientes con el Ag en cuestidn,
= pacientes sin el Ag.

controles con el Ag.

fa Ve W o S
i

= controles sin el Ag.

El riesgo relativo es (Festestein, H., 1981):

b) Cilculo de ji cuadrada:

Las cifras obtenidas en nuestro estudio
(resultados), se colocan en la tabla de contingencia y X2 se calcula
como sigue (Festestein, H. 1981; Snedecor, G.W., 1974; Zmijewski, CH. M.
1982) :

(ad - bec)?
X2 -

M1.M2.M3.M4,
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En este caso se comparan dos grupos de individuos (pacientes y con
troles) cuyas diferencias deseamps evaluar para conocer si son debidas
al azar o existe algin factor en los enfermos con A.a. que los predis-
ponga al padecimiento. El valor de X2 se consulta en tablas (Fisher, R.
A., 1979; Snedecor, G.W., 1974) considerando un grado de libertad y ob-.
tenemos el valor de p que es la probabilidad de que la asociacidén obser
vada sea debida al azar. Mientras menos sea el valor de p (X2 mids gran-
de) mayor es el significcdo de la asociacién.

c) Corr-ccién de p.

Para establecer una relacién definitiva entre una
enfermedad y un determinado Ag HLA, se deben tener en cuenta ciertas con
sideraciones estadisticas.

Existen varias trampas de las que hay que estar consciente, por
ejemplo, hay muchas asociaciones débiles debidas solo a la probabilidad
estadistica de encontrarlas al azar; una de cada 20 comparaciones hechas
entre Ags con un valor de p menor de 0.05 podria ser el caso. Esto puede
llevar a considerar significativas asociaciones que no lo son, asi que
hay que usar siempre un factor de correccién. Esta correccién se hace
multiplicando el valor de p por el nfmero de comparaciones hechas (Ags
probados). El valor de p'corregido, que inicialmente en el ejemplo era menor
de 0.05, cuando se comparan 20 Ags, seria de 1.0 que claramente no es sig
nificativo (Festestein, H., 1981).

Este procedimiento, basado en la desigualdad de Bonferroni, asegu
ra que si no existen realmente diferencias entre los dos grupos, la
oportunidad de declarar errdneamente una o mis de las diferencias obser
vadas como "significativas' serd menor que el valor de p ajustado,por
ello, los valores de p corregida mayores de 0.05 se consideraron no sig
nificativos. (Schailer, J.G., 1976 a).
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RESULTADOS

Se tipificaron 25 pacientes con anemia apiZstica que cumlieron con
los requisitos de diagndstico del Departamento ¢= Hematologia del Hospi-
tal de Especialidades de Centro Mg&dico La Razz del I.M.S.S. El1 grupo
estuvo compuesto por 15 hombres{65%} y 10 mujeres (40%) no existiendo en
la eleccidn criterios sobre etiologia, cvolucidn o tratamiento de los pa
cientes. Los resultados de ésta tipificacién se compararon con los de va
rios grupos de poblacién sana reportados en la literatura. Los Ags encon
trados en los pacientes tipificados con los dos lotes de placas usados
{(TP-15 y TP-16} se muestran en la tabla XI.

Podemos observar que los Ags gue se presentzn con mis frecuencia son:
HLA-AZ (40%), -A28 (44%), -B7 {28%) y -Cw4 (28%). El grado de aparicibn
de ciertos Ags en cada lote de placas varia con cierta amplitud, por
ejemplo, AZ se detectd en 7 pacientes con las placas TP-15 y s8lo en 3 con
las TP-16; A28 en tres casos con las TP-15 y en ccho con las TP-16 y por
Gltimo B7 se detect6 7 veces con las primeras placas y ninguna con las se-
gundas. Puede notarse que los pacientes con el Ag {wd presentan también el
Ag Bw35, sobre todo en el lote TP-15, lo que podria sugerir algwna rela-
cifn en la expresidn de estos Ags.

Un paciente enviado para su tipificacién (R.H.J.) result6 blanco a
la prueba, es decir, no se detectarcn en sus linfocitos Ags para las espe
cificidades probadas 1o que habla &= la existenciaz de marcadores exclusi-
vos para poblacién mexicana que no se detectan con antisueros importados.

1} Tratamiento de los erupos contrcl.

Se compararon varios grupos centrol publicades por diferentes auto-
res (tabla XII)-para evaluar estadisticamente las diferencias existentes
en sus resultados.
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AgS

HLA-A

O L o =

w35
w38
40

Pacientes

HLA-C
w3
wa

Placas TP-15 - Placas TP-16 ~
Zel<uideGuZuaes | § | EaEZduddsddn | 8 g
“’__LILJNZUQ:<.J_UN——G .g U(fJLL,La-—J(D,c(D(IlUU % S
COb<LEL <oV EdE= | B |OArSmZoke=zE/m | & (&
---—-—-—[- ——————— .—--r——--r ————————————————————————— e - g -
x| x| x X 4 o |4
X XX |x Nx | x |7 X xx] 3 |10

; X 1 0o |1

X iX 2 xx| Ix |3 |s

X 1 o |1

1 X 1 |2
xix x| 3 Jx Ixxix o xxx 8 |1

X i XX 4 X X 2 |s
X xX{x x{ XX | 7 o |7
X X X 3 0o |3

X 1 o |1

X 1 X X 2 |3

X 1 X 1 |2

X 1 0 | 1

X | o | 1

X 1 X|x X x| 4 |5

0 X 1|

0 x_ b1 L

X ) 1 0 |1
X X |X 3 X| X X x| 4 |7

28 Ags en total

Los Ags HLA-AZ24, A29, w30 y w32, asi como los HLA-Bw21 y w22, fueron

probados no encontrindose positividad en la poblacidn muestral,

ocurrid con los Ags B8 y B37.

lo mismo




Tabla XII ANTIGENOS HLA EN POBLACION MEXICANA
Terasaki Albert Fraga Gorodezki
Antigeno (n=225) (n=100) (n=105) (n=200)
N° % N° % N°© % N° :
Al 12 5.3 12 12 16 15.2 24 12
A2 54 24.0 50 50 74 70.4 106 53
A3 10 4.4 15 15 14 13.3 29 14.5
A9 30 13.3 31 31 28 26.6 70 35.0
All 8 3.5 8 8 4 3.8 31 15.5
A25 3 1.3 - 8 7.6 0 0
A26 7 3.1 - - 13 12.3 2 1
A28 16 7.1 10 10 2 1.9 30 15
A29 10 4.4 4 4 - - 3 1.5
Aw30 12 5.3 10 10 - - 8 4
Aw32 6 2.6 17 17 4,7 3 1.5
BS 10 4.4 14 14 33 31.4 48 24
B7 15 6.6 9 9 8 7.6 22 11
B8 7 3.1 9 9 3 2.0 23 11.5
B12 20 8.8 20 20 21 20.0 14 7
B13 4 1.7 - - 13 12.3 4 2
B14 12 5.3 11 11 7 6.6 16 8
B1S 4 1.7 8 8 - - 14 7
B17 2 0.8 S 5 0 0 18 9
Bw21l 8 3.5 4 4 12 11.4 13 6.5
Bw22 1 0.4 7 7 - 9 4.5
B27 4 1.7 4 3 6 5.7 10 5
Bw35 33 14,6 28 28 19 18.1 84 42
B37 1 0.4 - - 3 2.0 4
Bw38 8 3.5 - - - -
B40 12 5.3 20 20 20 19.0 40 20
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Al valorar los grupos publicados por Terasaki (1978), Gorodezki
(1979), Fraga (1979) y Albert (1972), se encontraron marcadas diferen-
cias entre sus resultados.

Las diferencias entre los grupos 1 y 2 (Terasaki y Albert) que
corresponden a poblacidn mexicana radicada en los Estados Unidos de
Norteamérica, resultan altamente significativas pues la probabilidad de
que existan, debidas al azar, diferencias como las encontradas es menor
de 1/1000. Entre los grupos 3 y 4 (Fraga y Gorodezki) aunque no hay
discrepancias tan consistentes, existen diferencias significativas en
ciertos Ags como A2 y Bw35 (X2 = 8.69 y 17.59) considerando que ambos
trabajos tipificaron individuos de la Cd. de México.

Ante estos hechos, se decidi6 comparar la muestra de pacientes
con los grupos control 3 y 4 por tratarse de trabajos mis recientes,
realizados en el Pais y con sujetos cercanos al hibitat de los enfemws
(Cd. de México). Ademds de esas comparaciones, se obtuvo un tercer gru
po control sumando los resultados de los grupos 3 y 4 a fin de obtener
mayor homogeneidad intentando reducir, con este recurso, las discrepan
cias existentes entre esos trabajos.

2) Tratamiento de los lotes de placas.

Los pacientes con A.a. se tipificaron con dos lotes de placas co-
merciales para microlinfocitotoxicidad, el lote TP-15 (n=13) y el lote
TP-16 (n=12). Ya que existe la posibilidad de que la respuesta de los
antisueros contenidos en cada lote sea distinta hacia los Ags probados
(distinta sensibilidad), los resultados de cada lote se compararon en-
tre si sin encontrar significancia en sus diferencias, por lo que se
manej6 la muestra total de pacientes (n=25) sin dividirla en subgrupos.

3) Pacientes contra grupos control.

Los resultados de esta comparacién se resumen en la tabla XIII.
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Sélo los Ags A28 y B7 rebasan el limite de significancia para ji cua--
drada (3.83) y muestran consistenciz al compararse con los tres grugos
control, es decir, en las tres .compzraciones hechas (con los grupos de
Fraga, Gorodezki y sumado), son los imicos Ags con X2 mayor de 3.83.

El riesgo relativo y la p corrcgida para estos Ags se muestran en
las tablas XIV y XV.

Para los Ags HLA-C, la comparacién se hizo contra el grupo reportado
por Baur y Danilovs (1980} no encontrindose diferencias significativas.
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Tabla XIII COMPARACION DE ANTIGENOS HLA EN PACIENTES
CON ANEMIA APIASTICA Y CONTROLES SANOS.

A.a, Fraga Gorodezki § Controles
Ag {n=25) {n=1035) {(n=200) (n=305)

2 % N2 3 NE % NE %
Al 4 16 16 15.2 24 2 40 13.1
A2 10 40 74 70.4 106 53 180 59
A3 1 4 14 13.3 29 14.5 43 14
A9 5 20 28 26.6 700 35 98  32.1
Al 1 4 4 3.8 31 15.5 35 11.4
A25 0 0 8 7.6 0 0 8 2.6
AZ6 2 8 13 12.3 2 1+ 15 4.9
A28 11 44 2 1.9 + 30 15 + 32 10.4
A29 4] 0 3 1.5 - -
Aw30 0 0 8 4
Aw32 0 0 5 4.7 3 1.5 8 2.6
BS 6 24 33 31.4 48 24 81 26.5
B7 7 28 8 7.6 + 22 11 + 30 9.8
B8 ¢ 0 3 2 23 11.5 26 8.5
B12 3 12 21 20 14 7 35 11.4
B13 1 4 13 12.3 4 2 17 5.5
B14 3 12 7 5.6 16 8 23 7.5
B15 2 8 - 14 7
B17 1 4 + 18 9 18 .9
Bw21 0 0 12 11.4 13 6.5 25 8.1
Bw22 0 0 - - 9 4.5
Bw27 1 4 6 3.7 10 5 16 5.2
Bw35 5 20 19 18.1 84 42 + 103 33.7
Bw37 g 0 3 2 4 2 2
Bw38 1 4 - - - - -
Bw40 1 4 20 19.0 40 2 60 19.6
+ = X2 mayor de 3.83
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Tabla XIV.
HLA-AZ8 en ANEMIA APLASTICA
Casos H2ZR + Frecuencia %
Pacientes 25 ER 14
Controles 305 32 1G.5
(Suma)
r = 6.7 X2 = 22.89
Ags probados = 26 p = 0.00000172

Pcorregida = 0.000042%2
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Tabla XV
HLA-B7 en ANEMIA APLASTICA
Casos B7 + Frecuencia %
Pacientes 25 7 28
Controles 305 30 9.8
{suma)}
T 3.56 X2 = 7.66
Ags probados = 26 p = 0.005646
Peorregida = 0.146796 no significativa




- 75 -

DESCUSTION

Podemos decir que si bien éste estudio no es definitivo, parece
existir cierta relacidn entre el Ag A28 y la A.a. que podria tratarse
de un marcador de susceptibilidad genética. Este Ag tiene reaccidn
cruzada principalmente con el A2 (tabla V) considerado como marcador
de poblacién mexicana. Esencialmente esta reaccidén es en wun solo
sentido (Terasaki, P.I., 1980), el suero anti AZ no reacciona con
células positivas a A28 a menos que el Ag A2 esté también presente;
sin embargo, el antisuero A28 en ocasiones di resultados positivos falsos
en presencia del Ag A2. En este caso, ningln paciente con el Ag A28
posefa a la vez el A2 ya que precisamente para evitar esas reacciones
indeseables, la placa de microcitotoxicidad estd provista con antisueros
contra A2 por triplicado (ver hoja de reporte en material y métodos},
es decir, si el linfocito probado posee el Ag A2 serd detectado por los
antisueros de los pozos 1D, 1E, 1F y posiblemente, aunque en menor grado,
en el 2A; si el linfocito posee s6lo el Ag A28, serd detectado Unicamente
en el pozo ZA y por Gltimo, si la c€lula tiene ambos Aés, darid positi-
vidad en los cuatro pozos.

En cuanto al Ag B7 que aparecid en 7 de los 25 pacientes, en la
tabla XV se muestra que la p corregida no result6 significativa, de-
biendo mencionarse que este Ag fu€é el que presentd mayor discrepancia
entre los subgrupos tipificados con los lotes de placas (TP- 15=7,
TP-16=0), 1a X2 fué de 7.8 (p=0.005) que al corregir nos di una p=0.13,
este valor aunque no significativo, nos hace pensar en la conveniencia
de usar un solo lote de placas para estudios subsecuentes a fin de
evitar cualquier diferencia en la sensibilidad de los antisueros.

El estudio realizado a los grupos control publicados, deruestra
que aln cuando-la poblacitn mexicana ha sufrido un mestizaje continuo
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a lo largo de 450 afios, alin no existe una homogeneidad absoluta en la
poblacidn. Asi mismo, las diferencias que seguramente existenh en la
técnica de tipificacidn entre los laboratorios resultan evidentes en
los reportes. Las posibles causas de las diferencias encontradas en
los grupos control estudiados pueden incluir:

Variaciones en la poblacifn muestreada.
Distinta sensibilidad de los antisueros usados.

Diversos criterios en la evaluacién de las pruebas.

BN &S T N S

Diferencias en las técnicas empleadas.

El caso del paciente que resultd negativo a todos los Ags tipi-
ficados no significa que no posea Ags HLA en sus linfocitos, sino mis
bien, que los Ags que posee son distintos a los de la poblacién de
donde provienen los antisueros de las placas (Alemania)}. Esto hace
necesaria la blsqueda e identificacidn de Acs anti HLA exclusivos de
poblacitn mexicana. Un esfuerzo de este tipo se ha realizado en el
ISSSTE (Gurrola Briones, G., 1981) mismo que definitivamente debe
continuarse. 5

A fin de aclarar la asociacitn existente entre el Ag A28 y la A.a.

se hace necesario:

-—

Ampliar el universo del estudio.

[S8]

Tipificar grupos control paralelos.

83}

Reducir el costo de la investigacidn.

En muchos laboratorios, se tipifican personas normales cuyos datos
se emplean para conformar un grupo contrcl que se compara con pacientes
de diversas enfermedades. Es claro que si el estudio busca personas con
cierta susceptibilidad a determinado padecimiento, postulindose que un
agente externo (ambiental) puede ser el desencadenante, los grupos
control deben estar constituidos por individuos desarrollados o en

contacto cercano con el medio ambiente de los enfermos, ya que de otro
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modo seria imposible saber si las personas usadas como controles
pudieran desarrollar el padecimiento al ponerse en contacto con

el posible agente causal. Por lo anterior se sugiere que el estudio
debe comprender tres grupos:

Grupo de pacientes.

N

Grupo de familiares (no enfermos) de los pacientes.

Lt

Grupo de individuos no familiares que estén en
contacto cercano con el medio ambiente del paciente
(vecinos, compafieros de escuela o trabajo).

El costo del estudio es bastante alto (cada placa costaba en
1980 $1500.00 M.N.), va que el material es importado. Por ello es
recomendable conseguir otra fuente de antisueros (por ejemplo del
NIH) que reduzca el desembolso ademds de lograr uniformidad en cuanto
a sensibilidad, mientras se consigue su elaboracidn en el Pais.

Los pacientes con A.a. sujetos-a estudios futuros, deberan
dividirse en grupos, a fin de controlar aquellas variables que posi-
blemente afecten ics resultados, es decir, deben agruparse por edades,
etiologias, sexo, etc., para aclarar, en su caso, alguna posible
heterogeneidad diagnéstica.
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CONCLUSIONES,

Después de analizar los resultados obtenidos en éste trabajo, po-
demos rTesumir las conclusiones en lo siguiente:

I El Ag A28 se presentS en casi la mitad (44%) de los
pacientes con anemia aplastica tipificados, lo aue
puede sugerirnos su posible utilidad como "‘marcador
genético" de susceptibilidad aunque, definitivamente,
debe ammentarse el universo del estudio.

11 Los trabajos publicados sobre Antfigenos HLA en poblacifn
mexicana sana, difieren tanto en sus resultados que
consideramos no conveniente su usa como grupos control
para estudios de ésta indole.

I1I Los lotes TP-15 y TP-16 de placas comerciales para
microlinfocitotoxicidad no difieren apreciablemente
en su sensibilidad, pero es recomendable el empleo
de un solo lote en cada investigacién.

v El presente trabajo constituye la base de un estudio lon
gitudinal a largo plazo que el Departamento de Hematologia
del Hospital de Especialidades del Centro Médico ''La Raza"
del I.M.S.S. ha implementado en los pacientes con A.a., con
los siguientes objetivos:

a) Determinacién de los grupos HLA en pacientes con aplasia
medular (cuyos resultados prospectivos se dan en ésta
tesis).

b) Investigacién del estado de la inmunidad celular y

humoral en pacientes con A.a.
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La informacidn que se derive de los resultzdos de Estos
estudios se orientan al mejor conocimiente de una enfermedad
particularmmente frecuente en la zona norte <e la Ciudad de
México y de ellos pueden obtenerse datos valiosos acerca de
la etiologia, tratamiento y prevencién de aigunas complica-
ciones que se observan en €stos pacientes.
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COLOFONX.

En una enferr-dad con un altisimo indice de mortalidad, con
gran incidencia en la poblacién del norte de la Ciudad de México v
con una historia natural sumamente variable que hace dificil la va
loracidn del éxito de cualquier programa terapéutico, es importante
definir las caracteristicas etioldgicas a fin de prevenir el padeci
miento en las personas susceptibles y controlar su desarrollo en los
enfermos para conseguir la rehabilitacidn corpleta asi como el
abatimiento de la tasa de mortalidad.

Estudios que involucren al sistema HLA en relacidén con enfermedad,
pueden ser la herramienta adecuada que nos ayude a alcanzar esos
objetivos. Los trabajos efectuados continuamente en los principales
laboratorios de investigacidn del mundo asi comp en las instituciones
mis importantes del Pais (IMSS, ISSSTE, SSA, INN) demuestran el marcado
interés que existe en éste campo.
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