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RESUMEN

Los Antigenos del Sistema HLA (Human Leucocyte Antigen) son particularmente
eficientes en la obtencion de la respuesta inmunoldgica ya que pueden ser
reconocidos directa o indirectamente por las células del sistema inmunoldgico.
Esta eficiencia inmunogénica de los antigenos HLA es debido a su alto grado de
polimorfismo que varia en los diferentes grupos de poblaciones, incrementando
asi la probabilidad de incompatibilidad en transfusiones o trasplantes de productos
de la sangre, tejidos u oérganos, induciendo de esta forma una respuesta
inmunoldgica. En nuestro pais se transfunden 1,200 000 personas al afio, con un
promedio de transfusiones de 2.3 unidades por paciente, siendo los concentrados
eritrocitarios los mas solicitados para transfusion, seguido del plasma. Un riesgo
atribuible a la transfusion de plasma fresco congelado es el dafio pulmonar agudo
asociado a transfusién (TRALI). En este estudio se analizaron 100 muestras de
suero de donadoras de sangre entre 18 y 65 afos, con tres o mas embarazos
previos llevados a término que acuden al Banco Central de Sangre del CMN SXXI
del IMSS y 20 controles de mujeres donadoras de sangre, en el mismo intervalo
de edad, sin embarazos previos, ni algun otro factor que pudiera interferir en el
estudio como transfusiones o trasplantes previos. Para la determinacién de
anticuerpos Anti-HLA Clase |, Clase Il y Anti-MICA, se utilizé el analizador
Luminex®; en lo que respecta a los anticuerpos Anti-Eritrocitos se empled la
técnica de salina rapida y salina Coombs, enfrentando el suero problema contra
eritrocitos de fenotipo conocido (Panel de 4 células) representativos de la

poblacién. La identificacion de anticuerpos anti-HLA CI/CIl en mujeres multigestas



comparada con las donadoras nuligestas se realiz6 con dos reactivos de
sensibilidad diferente, Screening y %PRA (Porcentaje del Panel Reactivo de
Anticuerpos) especifico, el primero de menor sensibilidad que el segundo. En
Paises desarrollados como Inglaterra, el Screening se realiza de manera rutinaria
en las donadoras multigestas, sin embargo, al realizar el analisis estadistico de las
muestras y controles de este estudio, se observo que con esta prueba no hay un
valor de p significativo entre ellas, lo que lleva a pensar que en esos paises la
cantidad de rechazo para acceder a donar es alta debido a falsos positivos por la
baja sensibilidad de la prueba ya que, al hacer la comparacion de las muestras de
este estudio con la segunda prueba de mayor sensibilidad, las diferencias son
estadisticamente significativas con un valor de p<0.0001 para HLA Cl y p<0.002
para HLA CIl con un intervalo de confianza del 95%. En cuanto a la comparacion
de anticuerpos anti-MIC A entre las donadoras multigestas y las nuligestas no se
encontrd diferencias estadisticamente significativas a través del Screening, por lo
cual se espera que este resultado cambie si se hace con una prueba de mayor
sensibilidad. En ambas donadoras (multigestas y nuligestas) la busqueda de
anticuerpos anti-eritrocitos fue negativo, indicando que no hay una razon entre la
presencia de estos anticuerpos atribuible a la cantidad de embarazos. Con el
presente trabajo se comprobé que los anticuerpos anti-HLA estan presentes en la
mayoria de las mujeres multigestas y el uso de sus plasmas como terapia
transfusional podria desencadenar eventos adversos posteriores a su

administracion, como lo es el TRALI.
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CAPITULO I. INTRODUCCION.
1. Consideraciones generales de la reaccion Antigeno-Anticuerpo
1.1. Los anticuerpos.

Un anticuerpo se define como una inmunoglobulina capaz de una combinacion
especifica con el antigeno que ha causado su produccion en un animal susceptible
y que es reconocido por el BCR y TCR. Ellos son producidos en respuesta a la
invasion de moléculas foraneas en el cuerpo. Los anticuerpos existen como una o
mas unidades en forma de "Y", compuesta por cuatro cadenas polipeptidicas.
Cada "Y" contiene dos copias idénticas de una cadena pesada (HC, heavy chain),
y dos copias idénticas entre si de una cadena ligera (LC, light chain), llamadas asi
por sus pesos moleculares relativos que son de aproximadamente 50kDa la
cadena pesada y de cerca de 25kDa la cadena ligera. Estas cadenas se
mantienen unidas mediante enlaces disulfuros intercatenarios. Estas cadenas
pueden separarse por reduccion de los enlaces S-S y acidificacion (Figura 1).!

Los anticuerpos pueden ser divididos en cinco clases: 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE,
basado en el numero de unidades "Y" y en el tipo de cadena pesada. Las cadenas
pesadas de IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, son conocidas como gamma, mu, alpha,
delta y epsilon (g, m, a, d y e), respectivamente. Las cadenas ligeras de cualquier
anticuerpo pueden ser clasificadas como tipo kappa (k) o lambda (l), basadas en
pequefias diferencias estructurales polipeptidicas; sin embargo, las cadenas

pesadas determinan la subclase de cada anticuerpo (Tablas 1).2



Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de las inmunoglobulinas humanas.

 Caena Cadena Coeficientede PM Wt M, Cadena  Contenido
Inmunoglobulina  pecaga ligera  Sedimentacion (M) pesada carbohidratos (%) Agggor pl
g6, A K, A 75 146000 50000 2-3 138 5095
|G, A KA 75 146000 50000 2-3 5.0-8.5
lgGy A K, A 73 [70000  &0000 2-3 8.2-9.0
126G, Y 75 146000 50000 2-3 5.0-6.0
lzM u K, A 185 900000 68000 12 125 51-78
lgA; o K, A 75 160000 56000 7-11 134 52-66
IgA, Y 75 160000 52000 7-11 5.0-66
1A, 0,0, KA 115 370000 5286000 1l 4.7-62
gD i) K, A 73 184000  &8000 12 17.0 -
gk £ K, A 83 1890000 72000 12 1h.3 -
Fig. 1 Estructura de un Anticuerpo [Bloisi, R.M. 1988. Principles of Immunology and

Inmunodiagnostic. Ed. Lea/Tebiger]

Las subclases de anticuerpos difieren en el numero de puentes disulfuro y la

longitud de la regién “bisagra”. El anticuerpo mas comunmente usado en ensayos

inmunoquimicos es el de la clase IgG debido a que son las inmunoglobulinas mas



abundantes en la circulacion en el suero, la regidon bisagra expuesta tiene
estructura extendida debido al alto contenido de prolina, por lo que es vulnerable
al ataque proteolitico; en consecuencia, es muy facil escindir la molécula en el
laboratorio mediante papaina, para obtener dos fragmentos Fab (llamados asi por
el fragmento que contiene el sitio de union al antigeno por sus siglas en ingles)
idénticos, cada uno con un unico sitio de combinacion para el antigeno, y un tercer
fragmento, Fc (fragmento que cristaliza), que carece de capacidad para fijar el
antigeno. La pepsina ataca en otro punto y escinde el Fc del resto de la molécula,
para separar un fragmento 5S de gran tamafio que se designo F(ab’)2, dado que
se mantiene divalente con respecto a la fijacion al antigeno, al igual que el
anticuerpo original (Figura 1). La region entre los fragmentos Fab y Fc es a la que
se le llama bisagra. Este segmento le permite movimiento lateral y rotacional de
los dos dominios que se unen al antigeno. Una cadena 12 ligera asociada con la
region amino-terminal de una cadena pesada forman un domino de unién al
antigeno. Las regiones carboxi-terminal de las dos cadenas pesadas se doblan
juntas para formar el dominio Fc.?

1.2. Los Antigenos

El principio basico de cualquier técnica inmunoquimica es el de que un anticuerpo
especifico se unird con un antigeno especifico para dar un complejo anticuerpo-
antigeno exclusivo. La definicion clasica de antigeno es cualquier sustancia
foranea que induce una respuesta inmunitaria cuando es introducida dentro de
tejidos de animales susceptibles y que son capaces de combinar con los

anticuerpos especificos formados, y en un contexto mas actual, al antigeno lo



podemos definir como una molécula que dada sus caracteristicas es capaz de ser
reconocida por los receptores clonales del sistema inmunolégico es decir, el

receptor de células B y el receptor de células T (BCRy TCR).

Los antigenos son generalmente de alto peso molecular y comunmente son
proteinas o polisacaridos. Polipéptidos, lipidos, acidos nucleicos y otras moléculas
pueden también funcionar como antigenos. La respuesta inmunitaria puede
también ser generada contra sustancias pequefas, llamadas haptenos, si estos
estan acoplados a una proteina acarreadora, como la albumina de suero bovino
(BSA) u otras matrices sintéticas. Una variedad de moléculas como drogas,
azucares simples, aminoacidos, pequefios péptidos, fosfolipidos o triglicéridos
pueden funcionar como haptenos. Asi, dandole suficiente tiempo, cualquier
sustancia foranea sera identificada por el sistema inmunolégico y evocara la
produccion de un anticuerpo especifico. Sin embargo, esta respuesta inmunitaria
especifica es altamente variable y depende mucho en parte del tamano, estructura
y composicion de los antigenos. Los antigenos que inducen una fuerte respuesta
inmunitaria se dice que son altamente inmunogénicos.

Las partes de las regiones hipervariables del anticuerpo que contactan con el
antigeno se denominan paratopos y la region de un antigeno que puede
especificamente unirse a un anticuerpo es llamado epitopo. Un epitopo no tiene
una propiedad intrinseca de alguna estructura particular. Estos son usualmente
uno a seis monosacaridos o 5-8 residuos de aminoacidos sobre la superficie del

antigeno.*



Debido a que la molécula de antigeno existe en el espacio, el epitopo reconocido
por un anticuerpo puede depender de la presencia de una especifica conformacion
tridimensional del antigeno (por ejemplo, un sitio unico formado por la interaccion
de dos "loops" o subunidades de una proteina nativa) o el epitopo puede
corresponder a una region de una secuencia primaria simple, asi, los epitopos son
descritos como conformacionales y lineares, respectivamente. El rango de
posibles sitios de union es enorme, ya que cada sitio de union tiene sus propias
propiedades estructurales derivadas de enlaces covalentes, i6nicos e
interacciones hidrofilicas e hidrofébicas."?

Para que exista una eficiente interaccion entre el antigeno y el anticuerpo, el
epitopo debe estar faciimente disponible para la unién. Si la molécula blanco es
desnaturalizada, por ejemplo, por la fijacion, cambios de pH o durante la
preparacion para el corrimiento en un gel de electroféresis, el epitopo puede ser
alterado y esto puede afectar su habilidad para interactuar con un anticuerpo.
Algunos anticuerpos son inefectivos en un "Western blot" pero muy bueno en
inmunohistoquimica debido a que en el proceso, un complejo sitio antigénico
puede ser mantenido en el tejido, mientras que en el otro procedimiento la
preparacion de la muestra altera la conformacion de la proteina lo suficiente para
destruir el sitio antigénico y asi elimina el sitio de unién con el anticuerpo.®

Si el producto de un gene de interés estd presente en concentraciones
extremadamente bajas, una opcion puede ser el uso de la informaciéon de la
secuencia conocida de nucledtidos para derivar el correspondiente péptido para

generar anticuerpos especificos para esa secuencia.



Caracteristicas de un buen antigeno incluyen:

o Areas de estabilidad estructural dentro de la molécula

e Un peso molecular minimo de 8000 a 10000 Daltons, aunque los haptenos
con pesos moleculares tan bajos como 200 Da han sido usados en
presencia de proteinas acarreadoras

e La habilidad de ser procesado por el sistema inmunoldgico

e Regiones inmunogénicas accesibles al mecanismo formado por el
anticuerpo

¢ Elementos estructurales que sean suficientemente diferentes al huésped

e Para péptidos antigenos, regiones que contengan por lo menos 30% de
aminoacidos inmunogénicos: Lisina, Arginina, Acido glutamico, Acido
aspartico, Glutamina y Asparagina.

e Para péptidos antigenos, significante hidrofobicidad o residuos cargados.>
1.3. Interaccion Antigeno-Anticuerpo

Los antigenos y anticuerpos interactuan por complementariedad espacial y no por
uniones covalentes. La asociacion especifica del antigeno y el anticuerpo es
dependiente del los puentes de hidrogeno, las interacciones hidrofébicas, fuerzas
electrostaticas y las fuerzas de van der Waals; por lo general solo son efectivas en
distancias cortas. Todos estos son uniones débiles no covalentes, aunque algunas
de las asociaciones entre antigeno y anticuerpo pueden ser bastante fuertes. Al
igual que los anticuerpos, los antigenos pueden ser multivalentes, ambos a través
de diversas copias del mismo epitopo, o mediante la presencia de diferentes

epitopos que son reconocidos por multiples anticuerpos. Las interacciones que

6



involucran multivalencias pueden producir mayor estabilidad a los complejos, sin
embargo la multivalencia puede también resultar en dificultades estéricas, por lo
tanto reduciendo la posibilidad de union.”

Los haptenos de tamaro pequefio en si son monovalentes en lo que respecta a la
reaccion con el anticuerpo. En un experimento donde se mezclé el hapteno con el
anticuerpo en una bolsa de dialisis se mostré que la combinacion con el anticuerpo
era reversible y que el complejo asi formado podria disociarse con facilidad en
funcién de la fuerza de union, a la que denominamos afinidad. En la situacion
simplista de un brazo de union Fab aislado a un epitopo en el antigeno, la fuerza
de unién puede definirse mediante la constante de equilibrio KA de la reaccion de
asociacion:

Ac + Ag «— AcAg

Como todas las uniones antigeno-anticuerpo son reversibles y siguen los
principios basicos termodinamicos de cualquier interaccion reversible bimolecular,

tenemos que:

Ka= [Ac-Aq]
[AcllAd]

donde KA es la constante de afinidad, [Ac] y [Ag] son las concentraciones molares
de los sitios de unidn no ocupados del anticuerpo y del antigeno, respectivamente,
y [Ac-Ag] es la concentracion molar del complejo antigeno-anticuerpo. Si el
anticuerpo y el antigeno encajaran juntos de modo muy intimo, el equilibrio estaria
bien a la derecha de la reaccion de asociacion; nos referimos a estos anticuerpos

que se unen con fuerza al antigeno como anticuerpos de alta afinidad.



Asi mismo la afinidad puede definirse en términos de la constante de disociacion

(KD) de la reaccion:

AcAg «— Ac + Ag

Si las concentraciones se expresan en moles por litro:

Kb = [moles de Ac/L][moles de Ag/L]
[moles de AcAg/L]

Es claro que Kp es la reciproca de Ka, es decir, 1/ Kp y sus unidades son moles/L
o M. Al contrario, K se expresa en las unidades L/mol o M y tiene la ventaja de
gue cuanto mayor es la fuerza de unién la cifra es mas alta.

El tiempo que toma en alcanzar el equilibrio es dependiente de la velocidad de
difusion y de la afinidad del anticuerpo sobre el antigeno y puede variar
ampliamente. Las constantes de afinidad de unidén antigeno-anticuerpo pueden
abarcar un amplio rango, extendiéndose por debajo de 10° mol™ hasta mas de
10" mol™". Las constantes de afinidad pueden ser afectadas por la temperatura, el
pH y los solventes.??

La afinidad describe la fuerza de interaccion entre anticuerpo y antigeno en un
solo sitio antigénico. Dentro de cada sitio antigénico, las regiones variables del
anticuerpo interactua a través de fuerzas débiles, no covalentes con el antigeno en
numerosos sitios. Mientras que el término afinidad describe la unién del anticuerpo
a un hapteno monovalente o a un solo determinante antigénico, en la mayoria de
las circunstancias practicas nos preocupamos por la interaccion con el antisuero
(es decir, el suero proveniente de un individuo inmunizado) con un antigeno

multivalente. El término empleado para expresar esta union es la avidez o afinidad



funcional. La avidez es la fuerza con la que el anticuerpo multivalente se une a un
antigeno multivalente. Aunque depende de las afinidades individuales de cada uno
de los determinantes existentes de ese antigeno, su valor es mucho mayor que la
suma de afinidades. Por otro lado, hay que considerar que los Antigenos naturales
suelen tener mas de un tipo de determinante antigénico. Cuando un antigeno de
este tipo entra en un individuo, éste produce un antisuero, que presenta varios
tipos de anticuerpos, cada uno de ellos dirigidos a un tipo diferente de
determinante antigénico del Antigeno original. En este caso se habla de avidez del
antisuero, que es la fuerza conjunta de los distintos anticuerpos de ese antisuero
que reconocen al antigeno multivalente complejo:

nAc + mAg <> {Acn Agm}
donde n representa la heterogeneidad del anticuerpo, y m los distintos tipos de
epitopos del antigeno.*
Los factores que contribuyen a la avidez del antisuero son complejos, pero uno
muy interesante es el derivado de la multivalencia del antigeno. La fuerza de unién
de un antigeno complejo multivalente a varios tipos de anticuerpo es mucho mayor
que la suma aritmética de las fuerzas de unién de cada anticuerpo: La avidez
refleja mejor la situacion fisioldgica, pero la afinidad nos caracteriza lo que ocurre
con cada tipo de anticuerpo concreto en su interaccion con el epitopo.
La avidez es quiza una medida mas informativa de toda la estabilidad o la fuerza
del complejo antigeno-anticuerpo. Esto es controlado por tres factores: la afinidad
anticuerpo-epitopo; las valencias de ambos, la concentracidon de antigeno y
anticuerpo; y el arreglo estructural de las partes que interactuan. Cuando el

anticuerpo y el antigeno pueden formar complejos multivalentes, la fuerza de
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interaccién es grandemente incrementada. Estos factores definen la especificidad
del anticuerpo, que es, la probabilidad de que un anticuerpo particular se una a un
preciso epitopo del antigeno. Dado que la intensidad de la reaccion puede
cuantificarse por la afinidad o la avidez, relacionariamos la especificidad de un
antisuero con su avidez relativa por los antigenos para los que estan siendo
discriminados.

Al reconocer que un antisuero puede tener una avidez relativamente mayor por un
antigeno que por otro, indicamos que el antisuero despliega una especificidad
relativa mas que absoluta; en la practica se habla de grados de reactividad
cruzada. La reactividad cruzada se refiere a un anticuerpo o poblacion de
anticuerpos unidos a epitopos sobre otros antigenos. Esto puede ser causado por:
la baja avidez o por distintos antigenos que tienen idénticos o muy similares
epitopos. La reactividad cruzada es a veces deseable cuando uno quiere una
unién general a un grupo relacionado de antigenos o cuando se intenta clasificar
especies cruzadas cuando la secuencia del epitopo del antigeno no esta muy
altamente conservada en la evolucion.

Los aminoacidos que forman el sitio de union del antigeno son derivados de
ambas cadenas, la pesada y la ligera, y corresponden a los aminoacidos de las
regiones hipervariables determinadas por la secuencia de la proteina. Las
regiones hipervariables son conocidas como las regiones determinantes de la
complementariedad o CDRs (por sus siglas en ingles, Complementarity
Determining Regions). Los CDRs son seis, tres de cada cadena, y estos forman
loops discretos anclados y orientados por las estructuras de los residuos de los

dominios variables."??
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2. El Sistema HLA.

El sistema HLA consiste en un grupo de genes estrechamente relacionados
localizados en el brazo corto del cromosoma 6 (localizacién especifica en el
segmento 6p21.3) que codifican para moléculas de superficie celular altamente
polimorficas, las cuales, su principal funcion es la presentacion antigénica de
péptidos al sistema inmunoldgico para poder iniciar una respuesta inmunitaria
adaptativa. Un numero de moléculas co-estimuladoras (por ejemplo: CD80, CD86)
y moléculas de adhesién como ICAM-1 (CD54) y LFA-3 (CD58) contribuyen
también a estas interacciones. Basados en algunas de sus caracteristicas
moleculares y funcionales, se han descrito dos principales tipos de genes y
moléculas HLA: HLA Clase | y HLA Clase Il. Las moléculas de Clase | y Clase |l
son (glicoproteinas compuestas de dos cadenas proteinicas diferentes

(heterodimeros).™
2.1. Genes y moléculas del Sistema HLA Clase |I.

Estos genes codifican para las cadenas pesadas a de las moléculas clasicas HLA-
A, -B y —C, las no clasicas HLA-E, -F y -G y las relacionadas con las cadenas del
Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) MICA y MICB. El gen para la
cadena ligera no covalentemente asociada a clase |, B-2 microglobulina, esta
localizado en el cromosoma 15. Las moléculas de HLA Clase | (A, B, C) son
expresadas en la mayoria de los tejidos y células nucleadas incluyendo linfocitos T
y B, granulocitos y plaquetas y en menor grado en tejido enddcrino, musculo

esquelético y células del sistema nervioso central. Las moléculas HLA-E, -F, -G se
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encuentran en una distribucién tisular mas restringida. Las moléculas MICA vy
MICB son expresadas de manera normal en Timo, cérnea, fibroblastos, células
endoteliales, intestinales y tumorales epitelilaes. Estas moléculas presentan
primordialmente, pero no exclusivamente, péptidos enddgenos antigénicos para

células T CD8+."%
2.2. Genes y moléculas del Sistema HLA Clase II.

Los genes del sistema HLA Clase Il incluyen los clasicos HLA- DRB1, -DQB1, -
DQA1, -DPA1, -DPB1 y los no clasicos HLA-DMA, -DMB, -DOA y -DOB, los
cuales tienen una estructura similar a los genes clasicos, pero muestran limitado

polimorfismo.

Las moléculas de HLA Clase Il son constitutivamente expresados en linfocitos B,
monocitos y células dendriticas, pero también pueden ser encontradas en
linfocitos T activados y granulocitos activados'®. La expresién de las moléculas de
Clase Il puede ser inducido en un numero de células como fibroblastos y células
endoteliales como resultado de la activacion y/o el efecto de ciertas citocinas
inflamatorias como son IFN y, TNF a e IL-10. Moléculas de HLA Clase Il (DR, -DQ
y —DP) estan involucrados en la presentacion de péptidos derivados de patégenos
exdgenos a linfocitos T CD4+. Una vez activados, los Linfocitos T CD4+

promueven la maduracion y diferenciacion de efectores celulares y humorales.

Tanto las moléculas clasicas y no clasicas HLA Clase | y Il pueden encontrarse en

forma soluble y se ha sugerido que las moléculas de Clase | podrian jugar un
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papel importante en la induccion de tolerancia periférica o tener un efecto inmuno-

modulador en la transfusion sanguinea.

La regién HLA del MHC también contiene genes que codifican para otro diverso
grupo de moléculas incluyendo los polipéptidos de bajo peso molecular LMP2 y
LMP7, los transportadores TAP1 y TAP2 y Tapasina involucrados en el
procesamiento, transporte y carga de péptidos antigénicos HLA Clase 1*">"®. Otros
genes que codifican para componentes del complemento, factor de necrosis
tumoral (TNF) y proteinas de choque térmico (HSPs) estan localizados en los

genes de Clase IlI (Fig. 2)."

Fig. 2 Mapa del Complejo Principal de Histocompatibilidad. [Abbas. Inmunologia Celular vy
Molecular, cuarta Ed]
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2.3. Identificacion del polimorfismo HLA.

Las técnicas utilizadas para identificar el polimorfismo HLA estan basados en la
reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR), en donde se amplifican la region
especifica de DNA a ser analizada. Estas técnicas incluyen PCR-SSP (iniciadores
de secuencia especifica), PCR-SSO (oligonucléotidos de secuencia especifica) y

Tipificacion basada en secuenciacion de DNA (SBT)"?7%8

3. Antigenos y Anticuerpos del Sistema HLA y de Eritrocitos.

3.1. Antigenos HLA

Los antigenos de los leucocitos humanos (HLA) forman un sistema complejo
organizado bajo determinaciones de bases genéticas (genes) de donde resultan
productos moleculares que son de vital importancia en la regulacion inmunitaria,
las transfusiones y los trasplantes de érganos y tejidos. Existen varios antigenos
en la superficie celular de las plaquetas, algunos de los cuales son compartidos
con otro tipo de células. Los anticuerpos significativos que reaccionan con
plaquetas caen dentro de tres grupos: anticuerpos anti ABO, anticuerpos anti HLA
y anticuerpos a antigenos especificos plaquetarios.®

Los genes de los antigenos del sistema HLA estan localizados en el Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC), en el brazo corto del cromosoma 6 que se
hereda en bloque como un haplotipo, distribuidos en diferentes loci estrechamente
ligados y denominados como Clase | = A, B, C y Clase Il = DR, DQ, DP. Estos
genes contribuyen al reconocimiento de los antigenos propios y no propios ante la

respuesta inmunitaria a un estimulo antigénico, coordinando asi la respuesta de
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inmunidad celular y humoral. Los productos del gen HLA son moléculas de
glicoproteinas que se encuentran expresados con intensidades variables sobre la
membrana de la mayoria de las células del cuerpo humano incluyendo: linfocitos,
granulocitos y monocitos, ademas de plaquetas. Los eritrocitos maduros pierden la
expresion de antigenos HLA, aunque como normoblastos nucleados si lo
expresan. Después del sistema de antigenos ABO (que es el mas importante),
sigue el sistema HLA y estan directamente relacionado con:
1. El éxito en el trasplante de medula ésea y en la seleccion del “donante
ideal” para un trasplante.
2. Generacion de anticuerpos anti-HLA relacionadas a la presentacion de
reacciones adversas a la transfusién como:
e Refractariedad plaquetaria mediada por reaccion inmunoldgica.
e Reacciones febriles no hemoliticas.
e Dafio Pulmonar Agudo Asociado a la Transfusion (TRALI).

e Enfermedad Injerto versus Hospedero post-transfusion (EIVH).
3.1.1. Antigenos HLA Clase I.

La presencia y expresion de estos antigenos esta codificada genéticamente y
localizada en los loci A, B y C. Son antigenos formados por dos cadenas: una de
glicoproteinas pesadas (alfa) y una ligera (beta, muy similar a la beta 2
microglobulina). La funcidén biolégica de este grupo de antigenos HLA clase | es
intervenir en el brazo eferente de la inmunidad celular, destruir células con
antigenos extrafios a la propia constitucion corporal del individuo e interaccionan
con linfocitos T citotoxicos, (Linfocitos T CD8%). (Figura 3).
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Fig. 3 Estructura de las moléculas de Clase I. [Abbas. Inmunologia Celular y Molecular, cuarta Ed]
3.1.2. Antigenos HLA Clase Il

La presencia y expresion de estos antigenos esta codificada por estos genes
ubicados en los loci DR, DQ, DP; estan constituidos por dos cadenas
glucoprotéicas alfa y beta e intervienen en el brazo aferente de la inmunidad,
disefiada para conocer nuevos antigenos mediante interaccion con los linfocitos T

cooperadores (T CD4%). (Figura 4).

Fig. 4. Estructura de las moléculas de Clase Il. [Abbas. Inmunologia Celular y Molecular, cuarta Ed]

3.1.3. Anticuerpos Anti-HLA.

Los anticuerpos especificos anti-HLA son inducidos por embarazos, trasplantes o

transfusiones, pero la mayoria de los que son encontrados en pacientes
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multitransfundidos son transitorios y multiespecificos de la clase IgM e IgG y
tienden a ser dirigidos a diferentes epitopos. Anticuerpos anti-HLA han sido
identificados en aproximadamente 20% de mujeres multigestas y en un 30 — 50%
de pacientes multitransfundidos. Los anticuerpos anti HLA también han sido
detectados en el suero de donadores hombres saludables no aloinmunizados y
han demostrado ser dirigidos contra moléculas HLA E (clase |) y probablemente
inducidos por reacciones cruzadas por antigenos bacterianos y/o péptidos

derivados de la ingesta de alimentos o alergenos ®”.

La aloinmunizacibn o presencia de anticuerpos anti-HLA se presentan
generalmente en personas que han recibido transfusiones o en las que han tenido
un trasplante, por lo que han sido estimulados por los antigenos del MHC del
donante o en las mujeres que han estado embarazadas y que han sido
aloinmunizadas por leucocitos fetales que han pasado transplacentariamente a la
madre. Estos anticuerpos son por ello de origen inmunitario de clase IgG con
propiedades citotoxicas y leucoaglutinantes.

La existencia de estos anticuerpos “pre-formados”, en el paciente que esta sujeto
a recibir un 6rgano o transfusién de otro individuo, pueden favorecer que el
rechazo del 6rgano o reaccion adversa de la transfusion ocurra en el plazo
inmediato o mediano, por lo que el detectarlos de manera previa al acto quirdrgico
del trasplante o a la transfusion en pacientes altamente aloinmunizados, coadyuva

al éxito del mismo®.
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De igual manera, la determinacion de anticuerpos anti-HLA, es una prueba que en
los paises mas desarrollados se utiliza de manera cotidiana en la evaluacion

periddica de los pacientes multitransfundidos.

Igualmente importante, es el uso de las pruebas como marcadores del estado
inmunologico del paciente transfundido, ya que permite prevenir el evento de

reaccion transfusional y por ende, incrementar su inocuidad.®
3.2. Antigenos MICA.

El gen MICA (MHC class | chain-related gene A), pertenece al grupo de genes no
clasicos dentro de la clase | y codifica para una glicoproteina de 383 aminoacidos
la cual se expresa en la superficie de tumores, epitelio gastrointestinal, células

endoteliales, queratinocitos, fibroblastos y médula timica.

MICA es reconocida por un receptor (activador) de superficie de tipo lectina
denominado NKG2D (Natural Killer Group 2D) que se expresa en células NK y
linfocitos y® mayoritariamente; gracias a la estructura cristalina del complejo MICA
— NKG2D se sabe que el receptor se uno como homodimero a una molécula de

MICA.

Hasta julio de 2013 se tenian reportados 91 alelos de MICA, lo que indica que es
un gen polimérfico, ademas se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el loci
HLA-B y HLA-C. Hasta la fecha se desconoce si los polimorfismos de MICA
afectan de alguna manera la afinidad hacia su receptor. De manera general los

niveles de MICA en la superficie celular es baja, sin embargo, infecciones o
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transformaciones malignas hacen que estos niveles se eleven y que se secreten

citocinas pro-inflamatorias como IFN-y.

Durante un trasplante se desarrolla el sindrome de isquemia — reperfusion en el
cual las células entran en un estado de estrés provocado por la hipoxia y la
activacidon de genes de la respuesta inmunitaria, se propone que algunas citocinas
y algunos mediadores pro-inflamatorios regulan positivamente la expresion de
MICA en la superficie celulas endoteliales del érgano permitiendo asi su
interaccidn con el receptor y desencadenando la funcién citotdoxica de éstas

células.

Debido a su naturaleza polimérfica y codominante se asume que MICA puede

jugar un papel importante como aloantigeno.

3.2.1. Anticuerpos Anti-MICA.

Se han detectado anticuerpos contra MICA en el suero de pacientes trasplantados
con diferentes episodios de rechazo, estos anticuerpos estaban ausentes antes
del trasplante, ademas tienen la capacidad de desarrollar citotoxicidad mediada

por anticuerpos.

El alelo mas frecuente en poblacién caucasica es el MICA*008, ademas este alelo
es el que presentan la mayoria de los pacientes que han rechazado el trasplante.
Existen estudios que demuestran que pacientes que no tenian el alelo MICA*008 y
que recibieron un rindn MICA - no compatible desarrollaron anticuerpos en un
periodo de 6 meses a un ano. Los pacientes que poseian el alelo y recibian un
rindn no compatible no desarrollaba anticuerpos pero perdian la funcion del
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organo totalmente. Por ultimo los pacientes de tenia el alelo y recibian un érgano
compatible no desarrollaron anticuerpos y la funcion del érgano no se vio

comprometida.

A causa de la importancia clinica que han tomado los anticuerpos anti-MICA
existen otros estudios en los cuales se evalian otros alelos con alta frecuencia,

especificamente MICA*00201 y MICA*004.

Gracias a estos estudios se ha encontrado que ademas del alelo *008 existen
otros con una frecuencia superior al 20% en pacientes con rechazo, tal es el caso
de los alelos MICA*001, *007 y *009. La frecuencia de los anticuerpos anti-MICA
en un trasplante renal varia entre el 9% y el 26.6%, en un trasplante de corazén
entre un 29% y 30% mientras que la frecuencia en trasplantes de higado es
alrededor del 31%. La busqueda de anticuerpos anti-MICA de manera clinica

puede suponer una disminucion en las respuesta de rechazo agudo al trasplante.®
3.3. Antigenos FEritrocitarios
3.3.1. Antigenos del sistema ABO.

Los antigenos del sistema ABO se detectan sobre los eritrocitos entre la quinta y
la sexta semana del embridon y no se desarrollan completamente hasta después
del nacimiento. Durante el crecimiento, se van adicionando los azucares
terminales sobre la cadena de oligosacaridos en la membrana de los eritrocitos,
dando origen a cada uno de los antigenos de forma especifica. Entre los 2 y 4
anos de edad, los antigenos A y B estan completamente desarrollados y
permanecen constantes durante toda la vida.®
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3.3.2. Antigenos de otros sistemas no ABO.

Numerosos estudios bioquimicos, genéticos y de biologia molecular han
conducido por mas de dos décadas al descubrimiento de los grupos sanguineos
lo que ha contribuido significativamente al conocimiento de la genética humana,
recientemente la ISBT (International Society of Blood Transfusion) reconocié 308
grupos sanguineos, 270 de los cuales pertenecen a uno de los 29 sistemas
existentes, ademas también hay colecciones y series de antigenos de alta

frecuencia (HFA) y series de antigenos de baja frecuencia (LFA) (Ver tabla 2).™
3.3.3. Anticuerpos Anti-Eritrocitos del sistema ABO.

Cuando una persona no tiene un antigeno particular en sus eritrocitos, se espera
que su suero contenga un anticuerpo dirigido contra ese antigeno que carece, sin
embargo, la presencia de este anticuerpo depende de si el sistema inmunoldgico
de la persona ha sido expuesto y ha respondido a este antigeno o a un antigeno
similar previamente. Por lo tanto, los anticuerpos contra el sistema ABO se forman
como resultado de la exposicidon a antigenos A, B o similares. Esta exposicion
previa puede darse in utero o inmediatamente postparto, en el caso de los
antigenos A y B, o como respuesta a una exposicion a antigenos similares en
particulas de polen, alimentos, bacterias y virus. Es asi como s6lo se generan
anticuerpos dirigidos contra los antigenos ausentes en los eritrocitos de cada
persona. Los anticuerpos anti-A y anti-B pueden ser detectables en los nifios entre
los 3 y 6 meses de vida, luego del nacimiento. La mayoria de los anticuerpos anti-

Ay anti-B presentes en el cordon umbilical son de origen materno, adquiridos por
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la transferencia placentaria de IgG materna; por lo tanto, los anticuerpos anti-A y
anti-B en el suero de recién nacidos o nifios menores de 6 meses, no se
consideran validos. La produccién de anticuerpos se incrementa, alcanzando el
nivel de los adultos entre los 5 y 10 afios de edad, y disminuyen posteriormente en
adultos de edad avanzada. Los adultos mayores tienen niveles menores de anti-A
y anti-B que los adultos jovenes. Los anticuerpos ABO son una mezcla de IgM e
IgG, sin embargo, los anticuerpos anti-A y anti-B de las personas con grupos
sanguineos A y B son predominantemente del tipo IgM, en tanto que las personas
con grupo sanguineo O son de tipo IgG predominantemente. Algunas veces los
anticuerpos anti-A y anti-B se encuentran como autoanticuerpos.
Seudoanticuerpos anti-A o anti-B se pueden encontrar en personas A, B o AB que

han recibido trasplante de médula 6sea o de 6rgano sélido de grupo O.

La respuesta inmunoldgica a los antigenos del sistema ABO tiene como resultado
la produccién de altos titulos de anticuerpos IgM, los cuales se conocen con el
nombre de isohemaglutininas. Estos anticuerpos activan el complemento luego de
unirse a los eritrocitos causando hemdlisis intravascular. Por otra parte, la
presencia de complejos inmunes antigeno-anticuerpo puede llevar a una falla

renal, choque, coagulacion intravascular diseminada y muerte.

Una respuesta inmunoldgica a los antigenos del sistema ABO puede ser el
resultado de transfusiones incompatibles, administracion de crioprecipitados,
concentrados de factor IX y, finalmente también puede ser el resultado de la

aloinmunizacion por los antigenos A y B durante el embarazo.®"
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Tabla 2. Numeracion y Simbolos de la International Society of Blood

Transfusion para los Antigenos mas importantes de los sistemas de grupos

sanguineos

Sistema de grupo

sanguineo Antigenos
Nombre del Numero | Nombre | Numero Simbolo | Nombre
Sistema de ISBT ISBT ISBT Alternativo
ABO 001 A 001.001 ABO1
B 001.002 ABO2
AB 001.003 ABO3
A 001.004 ABO4
MNS (MNSs) 002 M 002.001 MNS1
N 002.002 MNS2
S 002.003 MNS3
S 002.004 MNS4
U 002.005 MNS5
P 003 P, 003.001 P4
Rh (Rhesus) 004 D 004.001 RH1 Rhg
C 004.002 RH2 rh”
E 004.003 RH3 rh””
c 004.004 RH4 hr’
e 004.005 RH5 hr™
f 004.006 RH6 ce; hr
Ce 004.007 RH7 rh;
c" 004.008 RH8 Willis:rh"!
LU (Lutheran) 005 Lu? 005.001 LU1
Lu® 005.002 LU2
KEL (kell) 006 K 006.001 KEL1 Kell; K1
k 006.002 KEL2 Cellano; K2
Kpa 006.003 KEL3 Penney; K3
Kpb 006.004 KEL4 Rauterberg; K4
Js? 006.006 KELG6 Sutter; K6
JsP 006.007 KEL7 Matthews; K7
LE (Lewis) 007 Le? 007.001 LE1
Le® 007.002 LE2
FY (Duffy) 008 Fy® 008.001 FY1
Fy® 008.002 FY2
JK (Kidd) 009 Jk? 009.001 JK1
Jkb 009.002 JK2
DI (Diego) 010 Di? 010.001 DI1 Wright;
wr? 010.003 DI2 700.001;

211.001
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4. Reacciones adversas a la transfusion.

4.1. Clasificacién de las reacciones adversas a la transfusién.'?%°

La transfusion de componentes sanguineos son procedimientos que nos permiten
corregir las deficiencias hematolégicas para la cual fue indicada. Sin embargo en
la actualidad a pesar de los estrictos controles que anteceden a la transfusién, los
receptores pueden presentar efectos no deseables, los que se conocen como
efectos adversos o reacciones adversas de la transfusion. Las cuales pueden ser:
1. Agudas: Aparecen durante el acto transfusional o poco tiempo después
(hasta24 horas).
De origen inmunologico:
e Reaccién hemolitica aguda
e Reaccion febril no hemolitica
e Reaccidn alérgica
e Daro Pulmonar Aguda Asociado a Transfusion (TRALI)
¢ Aloinmunizacion con destruccion plaquetaria inmediata
De origen no inmunolégico:
e Contaminacién bacteriana
e Sobrecarga circulatoria
e Hipotension
2. Tardias: Tienen lugar mas alla de las 24 horas después del inicio de la
transfusion.
De origen inmunolégico:

e Reaccion hemolitica retardada
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e Aloinmunizacién frente antigenos eritrocitarios, plaquetarios,
leucocitarios o proteinas plasmaticas.
e Purpura postransfusional.
e Enfermedad injerto contra el hospedero postransfusional.
e Inmunomodulacién
De origen no inmunolégico:
e Transmisién de agentes infecciosos
e Hemosiderosis postransfusional

e Transfusiones masivas
4.2. Relevancia Clinica del Sistema HLA en Transfusiones sanguineas.

La transfusion o trasplante de células o tejidos que expresan moléculas de
membrana que difieren de los presentes en el receptor resultan en su
reconocimiento y subsecuente desarrollo de una fuerte respuesta humoral y
celular. Los Antigenos del Sistema HLA son particularmente eficientes en la
obtencién de la respuesta inmune ya que pueden ser reconocidas directa o
indirectamente por las células del sistema inmune’. La via directa involucra el
reconocimiento directo de las moléculas HLA en las células presentadoras de
antigeno (CPA) del donador en sangre o tejido trasplantado y es particularmente
efectivo en la activacién inmunolégica de células T naive. La via indirecta sigue la
misma via de reconocimiento de antigenos nominal y en este caso involucra el
procesamiento y presentacion de péptidos de HLA del donador por las CPA del
receptor; esta via opera mas eficientemente en individuos con sensibilizacion

previa acarreando células T de memoria que pueden rapidamente responder al
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desafio antigénico. Otro factor contribuyente a la eficiencia inmunogénica de los
antigenos HLA es su alto grado de polimorfismo el cual es diferentemente
expresado a través de diferentes grupos de poblaciones y con lo cual incrementa
la probabilidad de incompatibilidad en transfusiones o trasplantes de productos de

la sangre, tejidos u 6rganos induciendo una respuesta inmune®.

El sistema HLA juega un papel critico en muchas areas de la medicina clinica y las
transfusiones sanguineas. La aloinmunizacion HLA es inducida por embarazos,
transfusiones multiples o trasplantes, entre otros y se ha demostrado ser la
responsable de algunas de las complicaciones serias ocurridas durante la
transfusion de sangre o productos de la misma. Algunas de las reacciones severas
por transfusién mediadas por la aloinmunizacion HLA son: dafio pulmonar agudo
asociado a transfusion (TRALI), refractariedad plaquetaria inmunoldgica, reaccion
febril transfusional no hemolitica y enfermedad injerto contra hospedero asociado

a transfusioén (EICHT).%’

Los anticuerpos y antigenos del sistema HLA juegan un papel muy importante en

una serie de eventos relacionados a la transfusion, como:

¢ Refractariedad plaquetaria mediada por reaccién inmune:
Se reporta en un 60% de los receptores que han sido multitransfundidos. La
aloinmunizacién HLA se genera contra antigenos Clase | que ha sido provocada
por los leucocitos residuales presentes en los hemocomponentes celulares
(concentrados plaquetarios, paquetes globulares y/o sangre total). Estudios
clinicos han demostrado que niveles de leucocitos de 5 x 10%/mL puede ser una

dosis de inmunizacién. Los receptores con este tipo de aloinmunizacién y
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refractariedad a plaquetas deben ser transfundidos con unidades de concentrados
plaquetarios obtenidas por aféresis de un donante HLA compatible. Se produce en
receptores con anticuerpos anti-HLA o anti antigenos plaquetarios especificos por
transfusiones o embarazos previos. Estos anticuerpos producen la destruccion de
las plaquetas que contengan el antigeno correspondiente, manifestandose
generalmente en un minimo incremento en el recuento plaquetario
inmediatamente después de la transfusion de plaquetas y una pobre respuesta
terapéutica. Debe diferenciarse de aquellos casos de supervivencia acortada de
las plaquetas por razones no inmunolégicas (CID, sepsis, esplenomegalia, etc.).
La refractariedad plaquetaria es una complicacién relativamente frecuente en
receptores que reciben soporte cronico con concentrados plaquetarios (30-

50%).'%°

e Reacciones transfusionales febriles no hemoliticas:

Las reacciones de este tipo estan relacionadas con anticuerpos Anti-HLA
especificos tanto de granulocitos como de plaquetas. Los anticuerpos reaccionan
con los antigenos del donador provocando la liberacion de citocinas que causan

fiebre.™

e TRALIL
La incidencia real de TRALI es desconocida. Muchos expertos coinciden en que
probablemente el TRALI es una complicacion transfusional subdiagnosticada. Es
observado como un edema pulmonar no cardiogénico agudo. Esto es por
anticuerpos Anti-HLA en la sangre del donador que reaccionan con la fijacién de

complemento a antigenos tisulares del receptor, ocasionando dafo capilar y
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edema pulmonar. No existe certeza en relacion con la patogénesis del TRALI,
aunque en todos los supuestos juega un papel preponderante la infusion pasiva de
anticuerpos del donante, que reaccionan directamente con los correspondientes
antigenos presentes en los leucocitos del receptor. Una de las hipotesis mas
aceptadas es la denominada “teoria de los dos eventos” en la que se postula que
el TRALI estaria ocasionado por dos eventos independientes, el primero
responderia a circunstancias clinicas propias del receptor que provocarian dafio
endotelial pulmonar y el segundo vendria ocasionado por la infusidon pasiva de
anticuerpos o modificadores de la respuesta bioldgica, incluyendo lipidos activos
procedentes del donante.'®?"%
e Enfermedad Injerto contra Hospedero:

Aqui se ven involucrados varios factores relacionados con la inmunidad del
receptor y la viabilidad de los linfocitos del componente transfundido y el grado de
compatibilidad HLA entre el donador y el receptor. Se trata de una complicacién
casi siempre fatal originada por latransfusion de linfocitos T viables a receptores
con una inmunodepresion intensa (receptores de progenitores hematopoyéticos,
transfusion intrauterina, enfermedad de Hodgkin, SIDA, entre otros) o receptores
inmunocompetentes que comparten algun haplotipo con el donante (familiares en
primer o segundo grado, o receptores transfundidos con productos HLA
compatibles seleccionados). Los linfocitos injertan y proliferan atacando diversos

érganos y tejidos del receptor.'” 81
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CAPITULO II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

1. Planteamiento del problema

En nuestro pais se transfunden 1,200 000 personas al afio, con un promedio de
transfusiones de 2.3 unidades por paciente, siendo los concentrados eritrocitarios
los mas solicitados para transfusion, seguido del plasma, como se muestra en la

tabla 3.

Tabla 3. Componentes transfundidos y bajas durante 2012.

Componente Transfusiones Bajas
Sangre total 13,746 50,769
Concentrado eritrocitario | 1,380,605 106,484
Concentrado plaquetario | 521,380 215,247
Plasma 609,765 853,462
Crioprecipitado 75,879 15,412
Total 2,601,375 1,241,374

Fuente: OMS/OPS

Un riesgo atribuible a la transfusion de Plasma fresco congelado es el TRALI.
Estos casos se han relacionado con la transfusion de componentes de la sangre
que tienen gran proporcion de plasma®. El riesgo de TRALI es tedricamente mayor
cuando se transfunde gran cantidad de plasma, como en el caso de la transfusién
masiva. Sin embargo, como esto ocurre frecuentemente en pacientes
traumatizados, paraddjicamente el plasma favorece una menor mortalidad y un
menor riesgo de falla organica multiple. En los pacientes no traumatizados, el

riesgo de TRALI es casi tres veces mayor.

Los componentes sanguineos de donantes implicados en casos de TRALI
inmunoldgico proceden por lo general de mujeres multigestas, consecuencia de la

exposicién durante el embarazo a antigenos leucocitarios paternos presentes en el
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feto. Los anticuerpos linfocitotoxicos o HLA estan presentes entre el 1y 20 % en la
sangre de las mujeres que han parido, los anticuerpos reactivos contra
granulocitos entre el 1y 20 % y los anticuerpos especificos de granulocitos entre
el 0,1 y 1 %. El porcentaje se incrementa con el numero de embarazos.
Recientemente, Palfi y colaboradores (2001) demostraron el significado clinico del

plasma procedente de mujeres multigestas.'®%

30



CAPITULO lIl. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
1. Hipotesis
Las donadoras de sangre con tres o mas embarazos llevados a término presentan

anticuerpos anti-HLA Clase |, anti-HLA Clase Il, anti-MICA y anti-Eritrocitos

mientras que las donadoras nuligestas no los presentan.
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2. Objetivos.
2.1. General.

» Determinar el grado de aloinmunizacion que presentan las mujeres
multigestas donadoras de sangre del Banco Central de Sangre y su relacion
con una posible reaccion postransfusional al administrar sus componentes

sanguineos como medida terapéutica.

2.2. Particulares.

» Determinar el porcentaje de anticuerpos anti-HLA Clase | y Clase Il en
mujeres multigestas donadoras de sangre e identificar diferencias
estadisticas al comparar los resultados con donadoras nuligestas.

» Determinar la especificidad de los anticuerpos anti-HLA Clase | y Clase I
en mujeres multigestas donadoras de sangre e identificar diferencias
estadisticas al comparar los resultados con donadoras nuligestas.

» Determinar la presencia de anticuerpos Anti-MIC A en mujeres multigestas
donadoras de sangre e identificar diferencias estadisticas al comparar los
resultados con donadoras nuligestas.

» Determinar la presencia y especificidad de anticuerpos Anti-Eritrocitos en
mujeres multigestas donadoras de sangre e identificar diferencias

estadisticas al comparar los resultados con donadoras nuligestas.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA
1. Estudio de investigacion.

La estructura de investigacion de la presente tesina se enfoca en un estudio
basado en un disefio observacional, analitico, transversal y prospectivo.

2. Muestras.

Se estudiaron muestras del suero de 100 donadoras de sangre entre 18 y 65
afos, con tres 0 mas embarazos previos llevados a término que acuden a donar al
Banco Central de Sangre del CMN SXXI del IMSS, asi como 20 controles de
mujeres sin embarazos previos que acuden a donar sangre. Estas muestras
fueron tomadas en el area de atencion al donador del mismo Banco de Sangre.
Criterios de aceptacion.

Criterios de inclusién: mujeres que acuden a donar sangre al Banco Central de
Sangre del CMN SXXI, que tengan mas de tres embarazos llevados a término, de
18 a 65 afos, clinicamente sanas de acuerdo a la NOM-253-SSA1-2012, "Para la
disposicion de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos" y que

firmen la carta de consentimiento informado (Anexo 3).

Criterios de no inclusién: mujeres que acuden a donar sangre al Banco Central
de Sangre del CMN SXXI, que tengan menos de tres embarazos llevados a
término, menores de 18 o mayores de 65 afos, clinicamente no sanas de acuerdo
a la NOM-253-SSA1-2012, "Para la disposicion de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos" o que no firmen la carta de consentimiento

informado.
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Operacionalizacion de variables.
Definicién de paridad para aceptacion.

Paridad: numero total de embarazos (los previos + el actual) (n Gesta),
especificando el numero de partos/cesareas previos (n Para), y el numero de
abortos previos (n Abortos). Se suele escribir utilizando la siguiente formula: nG
nP nA. Asi, una mujer que se ha quedado embarazada tras un aborto le
corresponderia esta formula: 2G OP 1A. En base la paridad se utiliza la siguiente

nomenclatura:

= Nuligesta (o nuligravida): ningun embarazo.

= Primigesta (o primigravida): primer embarazo, ningun parto.
= Primipara: primer parto.

= Secundipara: segundo parto.

= Multipara o multigesta: = 3 partos.

3. Método empleado para la determinacién de anticuerpos anti-HLA y anti-

MICA (Anexo 1).%

Se utilizé una técnica en fase sélida mediante la cual perlas de poliestireno tefiidas
con fluorocromos son recubiertas con antigenos especificos para HLA, LABScreen
Mixed kit (One Lamda, CA, USA); los cuales fueron utilizados para detectar
anticuerpos en el suero de las donadoras. La proporcion exacta de dos

fluorocromos crea 100 perlas claramente coloreadas, cada una de ellas cubierta
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con un antigeno diferente. Las perlas se incubaron con el suero del donador y la
reaccion se llevé a cabo usando anticuerpo IgG anti-humano (especifico para Fc)
conjugado con Ficoeritrina (One Lamda, CA, USA). La reaccion positiva o negativa

se leyé usando un analizador Luminex® (Luminex Corporation, Texas, USA).

a) Escrutinio de Anticuerpos Anti-HLA (Screening)

Esta prueba, permiti6 en una sola determinacion, detectar la presencia de
anticuerpos contra los antigenos de compatibilidad HLA, tanto Clase | como Clase
II; de igual manera, permitié6 detectar la presencia de los anticuerpos dirigidos
contra antigenos denominados MIC-A. En esta prueba se utiliz6 un PANEL de 55
perlas recubiertas con antigenos purificados especificos para HLA Clase |, Clase I

y MICA. El producto utilizado fue LABScreen Mixed kit (One Lamda, CA, USA)

b) Determinacion del porciento del Panel Reactivo de Anticuerpos

especifico Anti-HLA (%PRA)

Esta prueba, permitié conocer el grado de sensibilizacién de las donadoras y la
especificidad contra antigenos de Clase | o Clase Il y la caracterizacién respecto a
la especificidad de dichos anticuerpos. Para ello se empleé un PANEL de 100
perlas con diferentes tonalidades de color rojo, recubiertas con antigenos

purificados para HLA Clase | y Clase 11.%2

4. Técnicas empleadas en la determinacién de anticuerpos Anti-Eritrocitos

(Anexo 2).%*

La deteccion de anticuerpos Anti-Eritrocitos libres en el suero se realizd

enfrentando el suero (y como segunda opciéon el plasma) de las muestras en
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estudio, contra eritrocitos de fenotipo conocido que son representativos de la

poblacion del paciente o receptor (PANEL).

Los eritrocitos de fenotipo conocido empleados fue de 4 células que abarcaron la
mayoria de los antigenos poco frecuentes de una poblacion (K, Di®, Le®, Kp?, Lu?,
etc) (Ver Tabla 2) y la ausencia de los antigenos que son frecuentes en la misma,

incluyendo sangres negativas a: s, P1, Fy?, K, Jk?, JK°, Le®, Di°®, Kp®.

5. Anadlisis Estadistico.

Para determinar cualquier diferencia estadisticamente significativa en la deteccién
de anticuerpos Anti-HLA, Anti-MICA y Anti-Eritrocitos, entre las muestras y los
controles se utilizé tablas de contingencia 2 X 2 usando Chi? de Pearson y andlisis
exacto de Fisher con un nivel de significancia de p<0.005 y 95% de intervalo de
confianza. Todos los analisis se desarrollaron empleando el programa SPSS

v.20.0.

36



CAPITULO V. RESULTADOS.

1. FRECUENCIAS.

1.1 GRUPOS SANGUINEOS

Tabla 4. Frecuencia de hemotipos (grupo sanguineo sistema ABO y sistema
Rh/Hr) en donadoras multigestas (muestras)

MUESTRAS
HEMOTIPO | Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
acumulado
A- 1 1.0 1.0
B- 1 1.0 2.0
O- 2 2.0 4.0
B+ 12 12.0 16.0
A+ 18 18.0 34.0
O+ 66 66.0 100.0
Total 100 100.0
MUESTRAS

207

- T

Figura 5. Frecuencia de hemotipos en las muestras estudiadas. 100 donadoras de sangre que
han tenido al menos tres embarazos llevados a término. Hemotipo O+ 66% (en rojo), A+ 18%
(en azul oscuro), B+ 12% (en verde), O- 2% (en azul claro), B- 1% (en café), A- 1% (en

amarillo).

o

- B+
HEMOTIPO
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Tabla 5. Frecuencia de hemotipos en donadoras nuligestas (controles)

CONTROLES
HEMOTIPO | Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
acumulado
B+ 2 10.0 10.0
A+ 6 30.0 40.0
O+ 12 60.0 100.0
Total 20 100.0
CONTROLES

20

10

B+ A+ O+
HEMOTIPO

Figura 6. Frecuencia de hemotipos en los controles estudiados. 20 donadoras de sangre que no
han tenido embarazos llevados a término o abortos previos. Hemotipo O+ 60% (en rojo), A+
30% (en azul oscuro), B+ 10% (en verde).

La frecuencia por hemotipo (grupo sanguineo sistema ABO y sistema Rh/Hr) O+,
no mostré diferencias con lo reportado en las frecuencias a nivel nacional (56% del
por el Banco Central de Sangre CMN SXXI, 1999 y 65% reportado por La Cruz
Roja Mexicana, 2012)*, siendo el hemotipo O+ el mas frecuente con un 66% en
las donadoras multigestas (tabla 4) y 60% para los controles (tabla 5); los

resultados para los demas hemotipos concuerdan con la literatura.
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1.2 EDAD

Tabla 6. Frecuencia de edades en donadoras multigestas (muestras)

MUESTRAS
EDAD Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
acumulado
18-29 6 6.0 6.0
30-39 30 30.0 36.0
40-49 40 40.0 76.0
50-59 19 19.0 95.0
60-65 5 5.0 100.0
Total 100 100.0
MUESTRAS
45 -
40 -
35 -
30
2 25 -
5
g 20 -
a
15 -
10 -
|
0 L]
18-29 30-39 40-49 50-59 60-65
EDAD

Figura 7. Frecuencia de edad en las muestras estudiadas. 100 donadoras de sangre que han
tenido al menos tres embarazos llevados a término.



Tabla 7. Frecuencia de edades en donadoras nuligestas (controles)

CONTROLES
EDAD Frecuencia = Porcentaje Porcentaje
acumulado
18-25 8 40.0 40.0
26-30 9 45.0 85.0
31-35 2 10.0 95.0
36-40 1 5.0 100.0
Total 20 100.0
CONTROLES
50 -
45 -
40 -
35 -
2 30 -
|-
S 25 -
o
6 20 -
a
15
10
5 -
0
18-25 26-30 31-35 36-40
EDAD

Figura 8. Frecuencia de edad en los controles estudiados. 20 donadoras de sangre que no han
tenido embarazos llevados a término o abortos previos.

El Intervalo de edades en las mujeres multigestas que acudieron a donar al BCS
fue de 18 a 65 anos, siendo 40% (40 mujeres) entre los 40 y 49 anos la mayor
frecuencia (tabla 6). En el caso de los controles de mujeres nuligestas, el 45% (9

mujeres) correspondio a edades de 26 a 30 anos (tabla 7).
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1.3 GESTAS

Tabla 8. NUmero de gestas en donadoras multigestas (muestras)

MUESTRAS
GESTAS Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
acumulado
7 2 2.0 2.0
8 3 3.0 5.0
6 7 7.0 12.0
5 10 10.0 22.0
4 32 32.0 54.0
3 46 46.0 100.0
Total 100 100.0
MUESTRAS
50 -
45
40
L35
2 30 -
§ 25 -
& 20 -
a.
15 -
10 -
3 A=
0 - _-— —
3 4 5 6 7 8
GESTAS

Figura 9. Frecuencia de gestas en las muestras estudiadas. 100 donadoras de sangre que han
tenido al menos tres embarazos llevados a término. Gestas incluye Partos, Cesareas y Abortos. Los
controles no seran graficados ya que todas las donadoras son nuligestas.

En la Tabla 8, se observa que la mayor frecuencia de gestas fue de 3 embarazos
llevados a término en 46 mujeres (46%) de las muestras, seguido por 4

embarazos llevados a término en 32 mujeres (32%).
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1.4 RASTREO DE ANTICUERPOS (SCREENING)

Tabla 9. Resultados del rastreo de anticuerpos anti-HLA CI/Cll en donadoras

multigestas (muestras)

MUESTRAS

RESULTADO Frecuencia | Porcentaje Porcentaje

SCREENING acumulado
POS CI/NEG CII 14 14.0 14.0
NEG CI/POS ClI 1 1.0 15.0
POS CI/ClI 66 66.0 81.0
NEG CI/CII 10 10.0 91.0
IND CI/NEG CII 1 1.0 92.0
IND CI/POS ClII 1 1.0 93.0
POS CI/ IND ClI 7 7.0 100.0
NEG CI/IND ClI 0 0.0 0.0
IND CI/ IND CIlI 0 0.0 0.0
Total 100 100.0

1% g9

SCREENING MUESTRAS

0%

1%

66%

H POS CI/NEG ClI

m NEG CI/POS ClI
POS ClI/Cll

| NEG ClI/Cll

m IND CI/NEG ClI

= IND CI/POS ClI
POS CI/ IND Cll
NEG CI/IND Cl
IND CI/ IND ClI

Figura 10. Resultados de Screening (rastreo de anticuerpos anti-HLA CI/CII) en las muestras
estudiadas. 100 donadoras de sangre que han tenido al menos tres embarazos llevados a término.
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Tabla 10. Resultados del rastreo de anticuerpos (screening) anti-HLA CI/CIl en
donadoras nuligestas (controles).

CONTROLES
RESULTADO Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
SCREENING acumulado
POS CI/NEG ClI 2 10.0 10.0
NEG CI/POS ClI 0 0.0 10.0
POS CI/CII 12 60.0 70.0
NEG CI/ClI 1 5.0 75.0
IND CI/NEG CII 3 15.0 90.0
IND CI/POS ClI 0 0.0 90.0
POS CI/ IND ClI 2 10.0 100.0
NEG CI/IND ClI 0 0.0 0.0
IND CI/ IND ClI 0 0.0 0.0
Total 20 100.0
0% 0% SCREENING CONTROLES

0%

m POS CI/NEG ClI

m NEG CI/POS ClI

m POS Cl/ClI

m NEG Cl/ClI

m IND CI/NEG ClI

m IND CI/POS ClI

M POSCI/INDCII

1 NEG CI/IND CllI
IND CI/ IND ClI

Figura 11. Resultados de Screening (rastreo de anticuerpos anti-HLA CI/CIlI) en los controles
estudiados. 20 donadoras de sangre que no han tenido embarazos llevados a término o abortos

previos.
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El analisis por rastreo de anticuerpos (screening) mostré que el 66% (66 de las
mujeres) de las muestras de mujeres multigestas resultd positivo para anticuerpos
Anti-HLA contra Clase | y Clase I, el 14% (14 mujeres) positivo para anticuerpos
Anti-HLA Clase | y negativo para Clase Il, el 10% (10 mujeres) negativo para
anticuerpos Anti-HLA Clase | y negativo para Clase Il y el 7% (7 mujeres) positivo
para anticuerpos Anti-HLA Clase | e indeterminado para Clase Il. (tabla 9). En el
caso de controles (mujeres nuligestas), el analisis mostré que el 60% (12 mujeres)
resultdé positivo para anticuerpos Anti-HLA contra Clase | y Clase Il, 15% (3
mujeres) indeterminado para anticuerpos Anti-HLA Clase | y negativo para Clase
II, y el 10% (2 mujeres) positivo para anticuerpos Anti-HLA Clase | y negativo para

Clase Il (tabla 10).
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1.5MICA

Tabla 11. Resultados de la busqueda de anticuerpos anti-MIC A

donadoras multigestas (muestras)

MUESTRAS
RESULTADOS | Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
MIC A acumulado
IND 14 14.0 14.0
POS 37 37.0 51.0
NEG 49 49.0 100.0
Total 100 100.0
MIC A MUESTRAS
M IND
NEG
m POS

Figura 12. Resultados de la busqueda de anticuerpos anti-MIC A en las muestras estudiadas. 100

donadoras de sangre que han tenido al menos tres embarazos llevados a término.

en
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Tabla 12. Resultados de la busqueda de anticuerpos anti-MIC A en
donadoras nuligestas (controles)

CONTROLES
RESULTADOS | Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
MIC A acumulado
POS 3 15.0 15.0
IND 6 30.0 45.0
NEG 11 55.0 100.0
Total 20 100.0

MIC A CONTROLES

® IND
B NEG

Figura 13. Resultados de la busqueda de anticuerpos anti-MIC A en los controles estudiados. 20
donadoras de sangre que no han tenido embarazos llevados a término o abortos previos.

En la busqueda de anticuerpos anti-MIC A, el 37% (37 mujeres) de las donadoras
multigestas resulté positivo, 49% (49 mujeres) negativo y 14% (14 mujeres)
indeterminado para MIC A (tabla 11). El resultado de los controles mostré que el
15% (3 mujeres) fue positivo para anticuerpos anti-MIC A, 55% (11 mujeres)

negativo y 30% (6 mujeres) indeterminado (tabla 12).
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1.6 %PRA ESPECIFICO

Tabla 13. Resultados de PRA especifico. Identificacion de anticuerpos anti-
HLA CI/CIl en donadoras multigestas (muestras)

MUESTRAS
RESULTADOS Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
%PRA acumulado
POS CI/NEG ClI 31 31.0 31.0
NEG CI/POS ClI 15 15.0 46.0
POS CI/ClI 24 24.0 70.0
NEG CI/ClI 30 30.0 100.0
Total 100 100.0

%PRA MUESTRAS

m POS CI/NEG ClI

m NEG CI/POS ClI
POS CI/ClI

m NEG CI/ClI

Figura 14. Resultados de la identificacion de anticuerpos anti-HLA CI/CIl en las muestras
estudiadas. 100 donadoras de sangre que han tenido al menos tres embarazos llevados a término.
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Tabla 14. Resultados de PRA especifico. Identificacion de anticuerpos anti-
HLA CI/CIl en donadoras nuligestas (controles)

CONTROLES
RESULTADOS Frecuencia | Porcentaje Porcentaje
%PRA acumulado
POS CI/NEG ClI 1 5.0 5.0
NEG CI/POS ClI 0 0.0 5.0
POS CI/ClI 1 5.0 10.0
NEG CI/ClI 18 90.0 100.0
Total 20 100.0
0 %PRA CONTROLES
5% O‘V/o 5%,

m POS CI/NEG Cll

m NEG CI/POS ClII
POS CI/Cll

m NEG ClI/ClI

Figura 15. Resultados de la identificacion de anticuerpos anti-HLA CI/CIl en los controles
estudiados. 20 donadoras de sangre que no han tenido embarazos llevados a término o abortos
previos.

El 70% de las donadoras multigestas (70 mujeres) mostré positividad en el %PRA
especifico para Clase |, Clase |l o ambas Clases, donde: el 24% (24 mujeres)
positivo en Clase | y Clase II; 31% (31 mujeres) positivo para Clase | y negativo
para Clase Il y 15% (15 mujeres) positivo para Clase Il y negativo para Clase |
(tabla 13). Para los controles (mujeres nuligestas) el 90% (18 mujeres) resultd
negativo tanto para Clase | como en Clase II; 5% (1 mujer) positivo para Clase | y

Clase Il y 5% (1 mujer) positivo en Clase | y negativo en Clase Il (tabla 14).
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Tabla 15. Especificidades de anticuerpos contra HLA Cl encontrados en el
suero de las donadoras multigestas a través de %PRA especifico

Especificidad Porcentaje Porcentaje
Al 7 1.4 1.4

A1l 7 1.4 27
A2 14 2.7 5.4
A23 7 1.4 6.8
A24 10 1.9 8.7
A25 15 2.9 11.6
A26 8 1.5 13.1
A29 4 0.8 13.9
A3 3 0.6 14.5
A30 5 1.0 15.4
A31 7 1.4 16.8
A32 11 2.1 18.9
A33 6 1.2 20.1
A34 9 1.7 21.8
A36 6 1.2 23.0
A49 1 0.2 23.2
A66 5 1.0 24.1
A68 11 2.1 26.3
A69 6 1.2 27.4
A74 3 0.6 28.0
L 1 0.2 28.2
A80 6 1.2 29.3
B13 14 2.7 32.0
B18 3 0.6 326
B27 17 3.3 35.9
B35 6 1.2 37.1
B37 8 1.5 38.6
B33 4 0.8 39.4
B39 6 1.2 40.5
B41 2 0.4 40.9
B42 7 1.4 42.3
B44 13 2.5 44.8
B45 11 2.1 46.9
B46 2 0.4 47.3
B47 11 2.1 49.4
2ile 12 23 51.7
B49 12 2.3 54.1
B50 9 1.7 55.8
B51 13 2.5 58.3

B52 12 2.3 60.6



Tabla 15. Especificidades de anticuerpos contra HLA CI encontrados en el
suero de las donadoras multigestas a travées de %PRA especifico

. Porcentaje
Porcentaje
acumulado
1.2

(continuacion)

Especificidad
B53

B54
B55
B56
B57
B58
B59
B60
B61
B62
B63
B64
B65
B67
B7
B71
B72
B73
B75
B76
B78
B8
B81
Cwl10
Cwi12
Cwl15
Cwb
Cw7
Total

6 : 61.8
4 0.8 62.5
6 1.2 63.7
7 1.4 65.1
18 3.5 68.5
19 3.7 72.2
4 0.8 73.0
20 3.9 76.8
17 3.3 80.1
5 1.0 81.1
6 1.2 82.2
5 1.0 83.2
5 1.0 84.2
10 1.9 86.1
14 2.7 88.8
6 1.2 90.0
7 14 91.3
4 0.8 92.1
6 1.2 93.2
6 1.2 94.4
8 15 95.9
5 1.0 96.9
9 1.7 98.6
1 0.2 98.8
1 0.2 99.0
3 0.6 99.6
1 0.2 99.8
1 0.2 100.0
518 100

En cuanto a la identificacion de las especificidades obtenidas en %PRA especifico

para Cl (Tabla 15), el anticuerpo con mayor frecuencia encontrado fue contra el

antigeno HLA-B60, identificado en 20 de las muestras positivas (3.9%), seguido de

HLA-B58 encontrado en 19 de las muestras positivas (3.7%); y de HLA-B57

encontrado en 18 de las muestras positivas (3.5%).
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Cw7
Cwé
Cwil5
Cwil2
Cwlo
B81
B8
B78
B76
B75
B73
B72
B71
B7
B67
B65
B64
B63
B62
B61
B60
B59
B58
B57
B56
B55
B54
B53
B52
B51
B50
B49
B48
B47
B46
B45
B44
B42
B41
B39
B38
B37
B35
B27
B18
B13
A80
A75
A74
A69
A68
A66
A49
A36
A34
A33
A32
A31
A30
A3
A29
A26
A25
A24
A23
A2
All
Al

0.2

0.2
0.6
0.2
0.2
1.0
0.8
1.0
1.0
1.0
0.8
0.8
0.4
0.4
0.8
0.6
0.2
0.6
1.0
0.2
1.0
0.6
0.8

NN

1.2

1.2

1.2
1.2

1.2

1.2

1.2

1.2

1.2
1.2

Especificidades anti-HLA ClI

1.7
15
14
2.7
1.9
33
14
23
2.5
1.7
23
2.3
2.1
21
2.5
14
15
33
2.7
2.1
1.7
21
14
15
2.9
1.9
14
2.7
14
14

3.9

Figura 16. Frecuencia y especificidad de los anticuerpos encontrados contra HLA Cl
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Tabla 16. Especificidades de anticuerpos contra HLA CIl encontrados en el
suero de las donadoras multigestas a través de %PRA especifico

Especificidad Porcentaje Porcentaje
acumulado
0.5 0.5

DP13
DP3
DQ2
DQ4
DQ5
DQ6
DQ7
DQ8
DQ9
DR1
DR10
DR103
DR11
DR12
DR13
DR14
DR15
DR16
DR17
DR18
DR4
DR51
DR52
DR53
DR7
DR8
DR9
Total

213

0.9
0.5
2.8
0.9
2.3
1.9
5.2
4.7
2.8
2.3
4.2
6.1
6.6
7.5
6.1
2.8
2.8
7.0
6.6
4.2
3.8
4.7
0.5
3.3
4.7
4.2
100.0

14
1.9
4.7
5.6
8.0
9.9
15.0
19.7
22.5
24.9
29.1
35.2
41.8
49.3
55.4
58.2
61.0
68.1
74.6
78.9
82.6
87.3
87.8
91.1
95.8
100.0

En este estudio los anticuerpos dirigidos contra antigenos HLA CIl (Tabla 16)

encontrados con mayor frecuencia fueron contra HLA-DR13 presentes en 16 de

las muestras positivas (7.5%), seguido de HLA-DR17 encontrado en 15 de las

muestras positivas (7.0%); y de HLA-DR12 y HLA-DR18 encontrado en 14 de las

muestras positivas (ambos con 6.6%).
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DRSS
DR8
DR7
DR53
DR52
DR51
DR4
DR18
DR17
DR16
DR15
DR14
DR13
DR12
DR11
DR103
DR10
DR1
DQS
DQ8
DQ7
DQ6
DQ5
DQ4
DQ2
DP3

DP13

Especificidades anti-HLA ClI

4.2
4.7
33
0.5
4.7
3.8
4.2
6.6
7.0
2.8
2.8
6.1
7.5
6.6
6.1
4.2
2.3
2.8
4.7
5.2
1.9
2.3
0.9
2.8
0.5
0.9
0.5
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0

Figura 17. Frecuencia y especificidad de los anticuerpos encontrados contra HLA ClI
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2. ANALISIS ESTADISTICO

2.1 MIC A MUESTRAS vs. CONTROLES

Tabla 17. Tabla de contingencia GRUPO * MIC A

Recuento
MIC A Total
POSITIVOS | NEGATIVOS
CONTROLES 3 11 14
GRUPO
MUESTRAS 37 49 86
Total 40 60 100
Tabla 18. Pruebas de chi-cuadrada
Pruebas de chi-cuadrada
Valor al Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2.339° 1 126
Correccion por continuidad® 1.526 1 217
Razon de verosimilitudes 2.513 1 113
Estadistico exacto de Fisher 152 .106
N de casos validos 100

a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 5.60.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

MIC A

50

407

304

Recuento

CONTROLES

GRUPO

mros
ENEG

MUESTRAS

Figura 18. Grafica de comparacion de anticuerpos MIC A Muestras vs. Controles
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Para la realizacion del analisis estadistico entre muestras y controles en la
busqueda de anticuerpos anti-MIC A, unicamente se consideraron los resultados
negativos y positivos, eliminando los resultados indeterminados, por no contar con
el estudio de pruebas especificas para esta determinacion (tabla 17). El analisis
estadistico mostré una p=0.106 (p>0.05), lo cual indica que no hay una diferencia
estadisticamente significativa en la determinaciéon de anticuerpos anti-MIC A entre

muestras y controles, en el método empleado para su determinacion (tabla 18).
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2.2 SCREENING CI

DE MUESTRAS vs. CONTROLES

Tabla 19. Tabla de contingencia GRUPO * SCREENING CI

Recuento
SCREENING ClI Total
POSITIVOS | NEGATIVOS
CONTROLES 15 2 17
GRUPO
MUESTRAS 87 11 98
Total 102 13 115
Tabla 20. Pruebas de chi-cuadrada
Pruebas de chi-cuadrada
Valor al Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson .004° 1 .948
Correccion por continuidad® .000 1 1.000
Razon de verosimilitudes .004 1 .948
Estadistico exacto de Fisher 1.000 .607
N de casos validos 115

a. 1 casillas (25.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 1.92.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

Recuento

Figura 19. Grafica de comparacion del rastreo de anticuerpos anti-HLA Cl Muestras vs. Controles

100

SCREENING CI

407

20

CONTROLES

GRUPO

MUESTRAS

W PoSITIVOS
W HEGATIVOS

56



2.3 SCREENING CIl DE MUESTRAS vs. CONTROLES

Tabla 21. Tabla de contingencia GRUPO * SCREENING CII

Recuento
SCREENINGCII Total
POSITIVOS [ NEGATIVOS
CONTROLES 11 7 18
GRUPO
MUESTRAS 68 25 93
Total 79 32 111
Tabla 22. Pruebas de chi-cuadrada
Pruebas de chi-cuadrado
Valor o]l Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1.060° 1 .303
Correccion por continuidad® .555 1 456
Razén de verosimilitudes 1.012 1 314
Estadistico exacto de Fisher .394 .225
N de casos validos 111

a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 5.19.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

SCREENING ClIl

WrosiTIVOS
B NEGATIVOS

60—

40

Recuento

204

CONTROLES MUESTRAS

GRUPO

Figura 20. Grafica de comparacion del rastreo de anticuerpos anti-HLA CII Muestras vs. Controles
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El analisis estadistico de la prueba de screening Cl y Clase Il entre muestras y
controles, mostré una p=0.607 (p>0.05) para Clase | (tabla 20) y una p=0.225
(p>0.05) para Clase Il (tabla 22), lo cual indica que no hay una diferencia
estadisticamente significativa entre muestras y controles en la prueba de rastreo
para Clase | y Clase Il, en el analisis no se tomd en cuenta los resultados

indeterminados, por no poder ubicarse en negativos o positivos (tablas 19, 21).
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2.4 %PRA CI MUESTRAS vs. CONTROLES

Tabla 23. Tabla de contingencia GRUPO * PRA CI

Recuento
PARA ClI Total
POSITIVOS | NEGATIVOS
CONTROLES 2 18 20
GRUPO
MUESTRAS 55 45 100
Total 57 63 120
Tabla 24. Pruebas de chi-cuadrada
Pruebas de chi-cuadrado
Valor o]l Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 13.534° 1 0.000234
Correccién por continuidad® 11.789 1 0.000596
Razon de verosimilitudes 15.424 1 0.000086
Estadistico exacto de Fisher 0.000175 0.000153
N de casos validos 120

a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 9.50.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

PRA CI

607

509

40

30+

Recuento

CONTROLES

GRUPO

MUESTRAS

W FOSITIVOS
B NEGATIVOS

Figura 21. Grafica de comparacion del PRA especifico anti-HLA Cl Muestras vs. Controles
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2.5 PRA CIl MUESTRAS vs. CONTROLES

Tabla 25. Tabla de contingencia GRUPO * PRA CII

Recuento
PARA ClI Total
POSITIVOS | NEGATIVOS
CONTROLES 1 19 20
GRUPO
MUESTRAS 39 61 100
Total 40 80 120
Tabla 26. Pruebas de chi-cuadrada
Pruebas de chi-cuadrada
Valor o]l Sig. asintética Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 8.670° .003
Correccion por continuidad® 7.208 .007
Razén de verosimilitudes 11.073 .001
Estadistico exacto de Fisher .003 .002
N de casos validos 120

a. 0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 6.67.

b. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

PRA Cil

60—

40

Recuento

20

o

CONTROLES

GRUPO

W POSITIVOS
B hEGATVOS

MUESTRAS

Figura 22. Grafica de comparacion del PRA especifico anti-HLA Cll Muestras vs. Controles
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El andlisis estadistico entre muestras y controles en la determinacion del % de
PRA especifico Clase | y Clase Il mostré una p=0.000153 (p<0.05) para Clase |
(tabla 24) y una p=0.002 (p<0.05) para Clase Il (tabla 26), lo que indica que existe
diferencias estadisticamente significativas entre las determinaciones para detectar

anticuerpos anti-HLA Clase | y anti-HLA Clase Il entre muestras y controles.
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CAPITULO VI. DISCUSION.

La identificacion de estos anticuerpos es muy importante ya que si se llegan a
infundir a través del plasma como medida terapéutica a un paciente, y éste
presenta el antigeno especifico contra el cual esta dirigido el anticuerpo, podria
desencadenar una respuesta inmunoldgica contra él. EI TRALI es uno de los
eventos adversos mas comunes asociado al uso de plasmas de mujeres con

embarazos previos.

En el estudio se pudo identificar la presencia de anticuerpos anti-HLA en el 70%
de las donadoras multigestas y el 10% de las donadoras sin antecedentes
aloinmunizantes por medio de la prueba %PRA especifico. Es importante destacar
que las diferencias encontradas entre las pruebas de rastreo de anticuerpos
(screening) y el % de PRA especifico se debe a las sensibilidades de ambos
métodos, siendo el % de PRA especifico mas sensible que la prueba de
screening, dado por el numero de antigenos purificados unido a cada perla

coloreada.

Los anticuerpos anti-leucocitos que se encuentran con mayor frecuencia en los
casos detectados de TRALI estan dirigidos contra los antigenos HLA Clase I. De
todos estos anticuerpos, los que con mayor frecuencia estan involucrados en el
TRALI son contra HLA-A2.*® | en este estudio el anticuerpo anti-A2 tuvo una
frecuencia de 2.7% (se encontré en 14 de las muestras positivas).

Recientemente, anticuerpos contra antigenos HLA-Il, han sido detectados en

casos de TRALI.>** En este estudio los anticuerpos dirigidos contra antigenos
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HLA CIl encontrados con mayor frecuencia fueron contra HLA-DR13 presentes en
16 de las muestras positivas (7.5%), seguido de HLA-DR17 encontrado en 15 de
las muestras positivas (7.0%); y de HLA-DR12 y HLA-DR18 encontrado en 14 de
las muestras positivas (ambos con 6.6%). Anticuerpos anti-HLA CIlI presentes en
el plasma del donador puede inducir TRALI en un receptor de transfusién via
activacion de monocitos. Una vez activados, los monocitos estimulan neutrofilos
para producir especies reactivas de oxigeno, lo cual lleva a un incremento en la
permeabilidad endotelial y subsecuente edema pulmonar. Esta cascada depende
de la compatibilidad entre los anticuerpos del donador y los antigenos HLA CII del
receptor’®.

Estudios realizados en Inglaterra por Lucas G. y cols, demostraron la presencia de
anticuerpos anti-HLA CI y/o CIl en un 27.23% de un total de 1157 donadoras
multigestas. Diversos estudios han desarrollado programas de rastreo de
anticuerpos en donadores (Tabla 27). Hay una variacidon considerable entre los
resultados de estos estudios en cuanto a la incidencia de anticuerpos anti-HLA CI

y anti-HLA ClI, resultados de positividad desde un 8.25%>° hasta un 68.75%%.
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Tabla 27. Prevalencia de anticuerpos anti-HLA en poblacion de donadores.
Diferentes autores.

Publicacion Tamafodela  Anticuerpos Anticuerpos Anticuerpos Grado de
muestra anti-HLA CI anti-HLA ClI anti-HLACly  inmunizacién
(Metodologia) (Metodologia) cu total
(Metodologia)
Mactennani et 1166 78 (6.69%) 47 (4.03%) 52 (4.46%) 15.18%
bl (mujeres) (ELISA) (ELISA) (ELISA)
[F::]evi et al, 96 (hombres 34 (35%) 18 (19%) 42 (44%) 68.75%
y mujeres) (microperlas) (microperlas) (microperlas) (sélo en
mujeres)
29-35%
Middelburg et (depende del
al., [43] 1094 - - numero de 29-35%
(multigestas) partos/ fecha
ultima de
parto)
(microperlas)
Reil et al., [39] 5332 294 (5.51%) 89 (1.67%) 57 (1.07%) 8.25%
(multigestas) (ELISA) (ELISA) (ELISA)
Triulzi et al., [42] 3992 10.4% 11.7% Mayor a 45.4% 67.5%
(multigestas)  (microperlas) (microperlas) con cuatro o
mas
embarazos
(microperlas)
Powers et al, 497 - - 42.5% 42.5%
4] (multigestas) (microperlas)
Lucas et al., [45] 1157 132 (11.41%) 73 (6.31%) 110 (9.51%) 27.2%
(mujeres) (microperlas) (microperlas) (microperlas)
Estudio del BCS 100 31 (31%) 15 (15%) 24 (24%) 70%

CMN SXXI
Fuentes et al

(multigestas)

(microperlas)

(microperlas)

(microperlas)

ELISA, Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas; microperlas, ensayo por fluorescencia con microperlas.

Esta variacion depende en parte de la poblacion, técnica y estrategia utilizada para

detectar estos anticuerpos, ademas la diferencia entre los resultados

probablemente se refleje por el incremento de sensibilidad del ensayo con micro
perlas comparado con ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-HLA. Otros

estudios utilizando Luminex para la deteccidon de anticuerpos anti-HLA han
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reportado también alta incidencia de aloinmunizacion HLA en donadoras de
sangre (25.4%)*. La prevalencia de anticuerpos anti-HLA incrementa con el
namero de embarazos previos. 11.2% (uno), 22.5% (dos), 27.5% (3) y 32.3%

(cuatro o mas embarazos)***3

Las transfusiones por si solas no resultan en un incremento significativo en la
prevalencia de anticuerpos anti-HLA, Se han identificado en el 1.7% de mujeres
sin embarazos previos, 1% de hombres sin antecedentes transfusionales y en el
1.7% de hombres transfundidos. La razén para la presencia y, desde luego, el
significado clinico de la formacion de anticuerpos anti-HLA en mujeres sin
antecedentes gineco- obstétricos y en hombres sin transfusiones previas es

incierta.

La incidencia de TRALI ha sido reportada en diversas partes del mundo, la FDA en
Estados Unidos y el SHOT en Inglaterra lo reportan como la causa de morbilidad
mas frecuente relacionada con transfusion®. La incidencia reportada de TRALI por
el SHOT ha disminuido significativamente desde 2003*"*® después de la
introduccidn de una variedad de estrategias, sin embargo el TRALI no ha sido
eliminado por completo a pesar de todas las medidas preventivas. Las ultimas
iniciativas sobre el rastreo de anticuerpos en donadoras y donadores con
antecedentes de aloinmunizacion debe reducir importantemente la incidencia de

esta patologia.
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Los ensayos para la identificacion de anticuerpos anti-HLA utilizados en el Banco
Central de Sangre son altamente sensibles y han mostrado tener gran relevancia

clinica en rechazo a trasplantes.

La Cruz Roja de Alemania y el Instituto Paul Ehrlich indican que el plasma que se
utilice con fines terapéuticos debe provenir de donadores sin antecedentes de
embarazos*'. La sangre proveniente de donadoras con antecedentes de
embarazo puede ser utilizada para la produccién de plasma terapéutico si el

concentrado es negativo para anticuerpos anti-HLA Cl y CII.

Los resultados correspondientes a la determinacion de anticuerpos anti-eritrocitos
no se muestran debido a que en todos los casos (muestras y controles) el
resultado fue negativo, no encontrandose anticuerpos contra eritrocitos. Sin
embargo es importante destacar que Holuskova y cols, en un estudio de 33 818
mujeres con antecedentes gineco-obstétricos previos encontraron anticuerpos
anti-Eritrocito en un 1.4% del total de muestras, encontrando mayor frecuencia en

anticuerpos anti-E (0.51%), seguido de anti-D (0.38%) y anti-M (0.13%)%.

La técnica empleada para la determinacion de anticuerpos anti-HLA Clase | y
Clase Il ha demostrado ser altamente sensible y especifica, lo que es apoyado por

diferentes autores que han realizado estudios similares.

Dentro del IMSS no se ha reportado algun trabajo como éste para comprobar la
presencia de anticuerpos anti-HLA Clase | y Clase Il en donadoras de sangre con
antecedentes de embarazos, por lo que este estudio se puede utilizar como

referente en la materia.
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El nimero de muestras y controles se determind de acuerdo a la cantidad de
donadoras que acuden a donar al BCS y que cumplieron con los criterios de
inclusion, sin pasar por alto el costo de este tipo de estudios que puede ser

elevado.

En nuestro pais la NOM-253-SSA1-2012, para la disposicion de sangre humana y
sus componentes con fines terapéuticos, menciona en su apartado 6.10.5.23: los
donantes de plasma mediante aféresis, que tengan antecedentes de
aloinmunizacion, tales como las personas que se hubiesen transfundido o las
mujeres que tengan antecedentes de embarazos previos serd motivo de exclusion
permanente para donar plasma mediante aféresis. Si bien, este apartado
menciona el plasma como hemocomponente, seria importante realizar estudios
similares a éste que compruebe la inocuidad o nula presencia de anticuerpos anti-
HLA de Clase | y/o Clase Il en plaguetas obtenidas por aféresis, toda vez que

estas se encuentran suspendidas en plasma.
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CAPITULO VII. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS.

1. CONCLUSION

Con el presente trabajo se comprob6 que la presencia de anticuerpos anti-HLA
estan presentes en la mayoria de las mujeres multigestas y el uso de sus plasmas
como terapia transfusional podria desencadenar eventos adversos posteriores a

su administracion, como lo es el TRALLI.

La identificacion de anticuerpos anti-HLA a través de la prueba de Screening no
mostré diferencias estadisticamente significativas al comparar a las donadoras
multigestas con las donadoras nuligestas (p= 0.607 para Clase | y p= 0.225 para
Clase Il); sin embargo la prueba mas sensible (%PRA) mostr6é diferencias
estadisticamente significativas entre estos dos grupos, para Clase | se identifico

una p= 0.000153 y para Clase Il una p=0.002

La identificacion de anticuerpos anti-MIC A uUnicamente se realizé a través de la
prueba de Screening, al hacer la comparacion estadistica entre las muestras y los

controles no se encontraron diferencias significativas con una p=0.106

El rastreo de anticuerpos irregulares fue negativo para las 120 donadoras
(multigestas y nuligestas) por lo que no se puede asociar su presencia con una

posible reaccion postransfusional.
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2. PERSPECTIVAS

Se busca implementar metodologias que comprueben la presencia de anticuerpos
anti-HLA como pruebas de rutina en los grandes bancos de sangre, ademas de la
realizacion de estudios para identificar anticuerpos anti-neutréfilos y anti-plaquetas
en una mayor cantidad de muestras y controles, esto contribuiria en gran medida

en muchas de las decisiones clinicas del médico y manejo adecuado del paciente.

Seria recomendable hacer estudios mas sensibles y especificos para la busqueda

de anticuerpos anti-MIC A.
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CAPITULO VIII. ANEXOS.

Anexo 1. Guia para determinar anticuerpos anti-MIC A y anti-HLA Cl y CII
(LABSCREEN®)

1. Agite las perlas LABSCREEN® suavemente en vortex.
2. En cada pozo de la placa combine 5 uL de perlas por cada 20 uL de suero a
estudiar. No olvide un pozo con control negativo. Selle la placa.

3. Incube en la obscuridad por 30 minutos 20-25 °C

B

Diluir el buffer de lavado de 10x a 1x (se necesitan 1050 uL de buffer por
muestra)

Remueva el sello y adicione 150 uL de buffer de lavado.

Selle, agite en voértex suavemente y centrifugue a 1300 g 5 minutos.

Haga flick para eliminar el buffer de lavado

©® N o o

Adicione a cada pozo 200 uL de buffer de lavado

9. Selle, agite en vortex suavemente y centrifugue a 1300 g 5 minutos

10.Repetir los pasos 9 y 10 una vez mas.

11.Haga flick para eliminar el buffer de lavado

12.Porcada pozo utilizado: Mezcle 1uL de IgG-PE 100x con 99 uL de buffer de
lavado 1x. Prepara un excedente de 2 pozos.

13.Anada 100 mL de IgG-PE a cada pozo

14.Selle la placa y agite en vortex

15.Incube en obscuridad por 30 minutos 20-25 °C

16. centrifugue a 1300 g 5 minutos

17. Haga Flick para eliminar el buffer de lavado

18. Adicione a cada pozo 200 pL de buffer de lavado

19. Selle, agite en vortex suavemente y centrifugue a 1300 g 5 minutos

20. Repetir los pasos 19 y 20 una vez mas.

21. Haga flick para eliminar el buffer de lavado.

22. Anada 80 uL de PBS 1x. Selle, agite en vortex

23. Adquirir las muestras en el equipo Luminex

24.La muestra se puede almacenar hasta 24 h. en obscuridad a 2-5 °C
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Anexo 2. Guia para determinar anticuerpos anti-Eritrocitos (Rastreo de
Anticuerpos Irregulares fuera del sistema ABO). Técnica en tubo

1. Marcar los tubos de acuerdo al numero de células que contenga el panel
mas el autotestigo (AT).
2. Colocar dos gotas de suero o plasma problema.
3. Adicionar 1 gota de las suspension de eritrocitos al tubo correspondiente de
eritrocitos del panel y eritrocitos problema (marcado como AT).
4. Mezclar:

. Centrifugar

o Leer e interpretar
5. Incubar a 37°C. El tiempo dependera del medio de reaccion empleado. Ver
indicaciones del fabricante.

. Solucién salina: una hora

o Albumina

o LISS

o Enzimas
6. Lavar cada tubo de tres a cuatro veces con solucion salina, decantando el
sobrenadante cada vez, resuspender el boton.
7. Adicione 1 a 2 gotas de suero de Coombs:

. Mezclar y centrifugar

J Leer

J Anotar el resultado
8. El resultado se interpreta como:

o Positivo: si se presenta aglutinacion en alguno de los tubos

J Negativo: ausencia de aglutinacion en cualesquiera de los tubos.
9. A todos los tubos con resultado negativo en fase de Coombs se les adiciona
1 gota de eritrocitos sensibilizados:

o Mezclar y centrifugar

J Leer

. Anotar el resultado
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Anexo 3. Carta de consentimiento bajo informacion.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F., a de de

Entiendo que para este estudio se me tomaran muestras de sangre, las cuales
seran empleadas para obtener suero y realizar la determinacion de anticuerpos
especificos lo que servira para establecer el grado de sensibilizacion adquirido de
acuerdo a mis embarazos, que recibiré informacion detallada sobre cualquier duda
en cualquier momento del estudio y que estoy en mi derecho de abandonar el
estudio en el instante en que yo asi lo desee, sin ninguna afectacion a la atencion
que recibo por parte del IMSS

El protocolo de investigacion no representa ningln riesgo para la salud de los
participantes, quizas un riesgo minimo en la toma de muestras sanguineas; entre
las posibles molestias esta el dolor, la posibilidad de la formacion de un “moretén”
en €l sitio de puncion o una doble puncion en el caso de venas dificiles.

No recibird ninguna retribucion por su participacion en este estudio, tampoco
representa un gasto para usted. Al aceptar participar se realizaran estudios de
laboratorio completos para conocer el grado de sensibilizacion que ha adquirido
por previos embarazos que contribuira a que el uso de la sangre y sus
componentes se utilicen de la manera mas adecuada.

También he sido informada que mi identidad sera confidendial todo el tiempo y
que no sera divulgada en ningun tipo de publicacion.
Nombre Firma

Donador

Investigador

Testigo

Testigo

El presente trabajo estd aprobado por el Sistema de Registro Electrénico en linea de la
Coordinacion de investigacion en Salud (SIRELCIS) con nimero R-2012-3601-213
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