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|. RESUMEN

En el presente estudio se integrarcon 100 individuos sanos
ssleccionados al azar de la poblacién mestiza mexicana y 76 pa-
cientes de lepra (46 con lepra lepromatosa y 30 con lepra tuber-
culoide) con el objeto de estudiar si los antigenos de histocom-
patibilidad de los loci A, B, C y DR juegan algin papel como fac
tores predisponentes a alguna de las formas de la enfermedad, --
dado que .xj-ten algunas evidencias de esta naturaleza en otras-

poblaciones.

La tipificacion se realizdé mediante la técnica de micro--
linfocitotoxicidad sobre poblaciones purificadas de (infocitos T
y B. Se utilizé un total de 303 antisuerocs, de los cuales 258 -
fueron monocespecificos y 45 biespecificos, teniendo antisueros -

por cuadruplicado.

Se encontraron dos antfgenos incrementados en el grupo de
pacientes tuberculoides, el A25 y ol DR3 (p = 0.020 y p = 0.006)
sin embargo el DR] mostré un incremento mayor al igual que en el
trabajo de VYan Eden (1), sugiriendo que dentro de la regién DR -
existen genes que podrfan conferir resistencia al desarrollo de-
la forma destructiva de lepra, una vez que un individuo es infec

tado por el bacilo de Hansen.



I, INTRODUCCION
1. E| sistema de histocompatibilidad H-2 en el ratén.

El concepto de antigenos de histocompatibi!idad o de -===
transplente, se introdujo cuando los estudios realizados econ tu-
mores transplantables en el ratdn, mostraron que el rechazo del
injerto se debia a las diferencies inmunogenéticas entre el dona
dor y el receptor. Gorer (1938) (2) liamd Sistema H-2 a la re-
gién genética que codifica para la sfntesis de [os productos res
ponsables de dicho rechazo en el ratén y Snell (3) denominé & di
chos productos, antigenos de histocompatibilidad, debido a que -
Jjuegan un papel muy importante en e! fendmeno de rechazo de trans

plantes.

El sistema H-2 del ratén abarca un grupo de genes que se*
encuentran local izados en un pequefio segmento del cromosoma nime
ro 17, vy a esta regidon genética se le conoce actualmente con el
nombre de MHC (del inglés Major Histocompatibiliéy Complex). El
complejo estd dividido en seis regiones principales: K, 1, S, G,
Ly D (4). Los productos génicos de estas regiones son glicopre
teinas que se encuentran expresadas como alocantfgencs sobre la -

membrane de practicamente todas las células.

Los antigenos H2-K y H2-D, estén involucrados en la elimi
nacién de células tumorales o infectades por virus, ya que es ne
necaria la presencia de los mismos antigenos sobre los |linfocitos
T citotdxicos y sobre la célula blanco. La identidad de estas -
moléculas entre un donador y un receptor en términos de un trans
plante, tembién es necesaria para lograr una buena sobrevida del

injerto; dichas regiones forman los |Tmites del complejo H=2 (5).



La regidn S controla la produccifn de! comporente C4 do!
sistema de complemento; los cenes de le regidén G determinan la -
produccidén de antigenos de eritrocitos. Las moléculas sintetizg
das por los genes de ls regidn L también parecen participar iai-
portantemente en el reconocimiento de tejidos extrafos; y por G}
timo la regidn. | se subdivide en cinco regiones: {-4, !-B, i-J,
I1-E e 1-C, cuyos productos son los antfgenos la (asociados a la:
regién 1), cuyas funciones més importantes son a nive!l inmunolé-
gico, ya que estén involucradas en los fendmenos de reconocimien
to antigénico, asf como en los mecanismos de regulacién mediads
por los linfocitos T supresores y T cooperadores, los cuales & -
su vez lanéi-non en equilibrio tanto la produccién de anticuer--

pos como a la respuesta efectora celular (5).

Los estudios en el ratdén han sido un excelente modelo pa-
ra los estudios en el humano, especialmente en relacién de estos
antfgenos con una gran variedad de fenémenos biolbgicos como son:
la naturaleza de las interacciones celulares, la presencia de ge
nee Ir (respuesta inmunolSgica) especificos y la susceptibilidad

o resistencia a diversas enfermedades (5).

2. El sistema de histocompatibilidad en el humano.

Los hallazgos en el humano se remontan a 1952 cuende -~
Dausset, demostrd que las transfusiones de sangre jugaban un pa-
pel muy importante en la produccién de isocanticuerpos, y sobre -
esta base, en 1958, é| mismo descubrid el primer antigeno de his
tocompatibilidad que |lamé MAC y que corresponde actualmente al
HLA-A2 (6). Casi simulténeamente a este descubrimiento, los es-
tudios realizados con sueros de mujeres multiparas, mostraron -
que la estimulacibén materno-fetal, provocan en la madre la forma
cién de anticuerpos contra antfigenos que ella no posee, y que es

tan presentes en las células fetales por herencia paterna.



7! desarrollo en los conccimientos de Joa antigenos de his
tocompatibilidad o catigenos HLA en ei humano se cstablecid 2 tra
v&s5 de una in-ensa cclaboracidén mundial iniciada ¢ 1964 en forma
de Talleres Internacionales de Histocompatibilidad vn donde hay -
intercanbio permanente de material biolbgico, técnicas e ideas -

que han acelerado considerablemente el conocimiento del area.

Lot resultados de la primera reunién organizada por Amocs ,
no pudieron publicarse debido & la confusién de datos. En los --
segundo y tercer Talleres Internacionales en 1965 (7) y en 1967 -
(8) respectivamente, se definié el primer antigeno descrito por
Dausset, se establecieron otras especificidades del locus A y se
aclard, por medio de analisis familiares, quc los antigenos estén
codificados por un solo sistema de genes muy ligados entre si. -~
Ademfs se plantearcon las primeras asociaciones con diversos pade-

cimientos.

Los cuarto y quinto Talleres Internacionales, fueron orga-
nizados, en 1970 por Terasaki (9); y en 1972 por Dausset y Colom
bani (10) respectivamente, dedicados al anélisis de 300 familias
que permitieron establecer firmemente la existencia de un siste~
ma (inico con dos series principales de especificidades sercolégicas
controladas por genes localizedos en un par de regiones muy cerce
nas entre si, denominados locus A y locus B; se analizaron dife--
rentes grupos _&tnicos y se logrd esteblecer que los antfgenos se
encuentran distribuidos en frecuencias diferentes de acuerdo con
el origen de las poblaciones y se confirmé la existencia de una -

tercera regids: |lamada locus C.

En 1975, Kissmeyer-Nielsen, dirigidé el sexto Taller Inter-
nacional (11) en el que se propuso la existencia de un cuarto -~
locus denominado HLA-D, cuyos productos se identifican por medio

de la reaccién en cultivo de mezcia de linfocitos., EIl séptimo -



Taller Internacional fue organizado en 1977 por Bodmer (12), cu-
yo objetivo fue la definicién serolégica de un nuevo locus den-
tro de! sistema, denominadoe HLA-DR, y cuyos antfgenog se encuen-
tren exppesados sobre ls membrana de los linfocitos B. En 1980
Terasaki organizd el octavo Taller Internacional de Histocompati
bilidad, en el que se definieron nuevas especificidades de todos
los loci, y se confirmaron asociaciones relevantes de antfigenos
HLA-DR con diversas enfermedades y surgié la primera etapa de -

produccidn y ensayo de anticuerpos monoclonales (13).

3. Genética del complejo principal de histocompatibilidad.

La regidn genética en el humano, se encuentra en el brazo
corto del cromosoma nimeroc sfis y se |llama Complejo o Sistema -~
Principal de Histocompatibilidad (MHC o MHS); los productos de -~
sus genss son los Antfgenos de Leucocitos Humanos (HLA) y existen
cinco loci |lamados HLA-A, -B, =C, -D y -DR. Dentro de la regién
genética del MHC (fig. 1) hay otros genes que codifican para la
produccién de los factores C2 y C4 de la via clésica del comple~
mento, la produccibén del factor B de la via alterna y algunas en
zimes como la 2l-hidroxilasa. éerca de esta regifn se encuentran
local izados genes que codifican para la fosfoglucomutasa 3 (PGa3),
el pepsinégeno urinarico (Pg5), la glioxilasa | (GLO), la enzima
mblica citopléasmica (ME-1) y la indol fencloxidasa tetramérica -
(1PoB); por estos motivos se |lama complejo, ya que no sélo codi

fica para la produccién de antigenos HLA (3).

El polimorfismo del sistema HLA, es extraordinario (cuadro
1), (13) pues actualmente se han descrito 20 antigenos pertene--
cientes al locus A; para el locus B, 40; para el locus C, 8; pa-

ra el locus D, 12 y para el locus DR, 10.



FIGURA 1

ESTRUCTURA GENETICA DEL MHC DEL HUMANO (HLA) Y DEL RATON (H;2) *

Cromosoma 6

PGM3 o HLA-C H} A=A

centrémero

== 2 unidades de recombinacién

==1.5 unidades de recombinacién—Cromosoma 17

H-2L
- GLp-1 - H=2D TiQ8
centrémero
1=A I-B 1-J I=-E i-C

# Tomado de Parham, P., 1982 (14).



CUADRO 1

ANTIGENCS DE HLA DESCRITOS HASTA 198C  (ows)

L A= HLA-B HLA-C HL A-D HLA=DR
1 35 Bwd6 Cwl Dw1 DR1
a2 87 Bw47 Cw2 D2 DR2
1w 38 Bwd8 Cwl Dw3 DR3
L 512 Bwd9 (21) Cwd Dwd DR4
813 8w50 (21) Cw5 Dws DR5
B14 8w51 (5) Cwh Dwb DRwb
ais 8w52 (5) w7 Dw? DR7
Bwl6 Bw53 Cwl Dw8 DRw8
B17 Bw54 (22) Dwa DRw9
B18 Bw55 (22) Dwi0 DRw1Q
Bw21 Bw56 (22) Dwil
Bw22 BwS57 (17) Dwl2
827 8ws8 (17)
8w35 Bw59
B37 8wbC (40)
Bw3® (100 BwG1 (40)
i w3 (1 Bw62 (15)
L 30 B40 Swhi3 (15)
EL Bwid 1
Awd2

Bwdd (12) Bwd
Bw45 (12) Bwh

Tomado de Terasaki, P. 1., 1980 (13)



Los antigenos de histocompatibiiidad, al igual que io2 an
tigenos de grupos sanguineos, se heredan siguiende la primera -
ley de Mendel, en forma codominante y debido & esu gran pol imor--
fismo son marcadores de individualidad, a la vez que constituyen
junto con el sistema ABO, la barrera més importante de histocom-
patibilidad, (15).

4. Eséructura de los antigenos HLA.

Las moléculas de los antigenos HLA-A, B y C estén consti-
tufdos por dos cadenas polipeptidicas, una pesada que es glico--
proteina (PM 44 000) y que es portadors de la especificidad anti
génica y una cadena ligera, la B, microglobulina (PM 12 000) cu-
ya funcién se cree que es el mantener la configuracién de la ca-
dena pesada. Las moléculas HLA-DR estén formadas por dos cadenas
polipeptidicas, una ligera denominada beta (PM 29 000), responsa
ble del polimorfismo alélico y una cadena pesada (PM 34 000) Ila
mada alfa (16).

Desde el punto de vista bioquimico, los antfgenos DR, son
equivalentes a los de las subregiones |IE e IC del sistema H-2 -~
del ratén, pues su cadena pesada tiene una estructura similar vy
la posicién N terminal de la cadena ligera es similar a los antf
genos A (17).

Los productos HLA se encuentran flotando en la bicapa de
fosfolipidos de la superficie de la membrans de todas las células
nucleadas maduras del organismo. Los antfgenos HLA-A, By C se
encuentran localizados sobre todas ellas y su mayor concentracién
es en células linfoides, plaquetas, fibroblastos, monocitos, gra
nulocitos, bazo, corazdn, rifén, espermatozoides, en plasma y -~

orina. En cambio las moléculas HLA-DR se hallan restringidas -
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principalmente a los linfocitos B, macrbfagos, células de -

Langherhans, células epiteliales y espermatozoides; se encuentran
en algunas subpoblaciones de linfocitos T, que probablemente co-

rresponden a la de T supresores y a los T activados; estén ausen

tes en granulocitos, en otras células T, en fibroblastos y en pla
quetas (3).

5. Distribucién de antigenos HLA en poblaciones,

La distribucibn de los antigenos HLA en los diferentes -
grupos raciales expresadas en frecuencias génicas se muestran en
el cuadro 11 (18, 19, 20, 21). Se puede observar una frecuencia
relativamente alta del A2 en todas las poblaciones. En cambio -
en los japoneses no existen el Al, A3, A28, A29, Aw30 y Aw32; el
All esté ausente en negros y el Aw32 y el Aw36 en nahuas. Sin -
embargo el Aw4l y Bw42 son exclusivos de la poblacién negra; el
Awll de los mongoloides asf como de los indfgenas de América. Es
importante seflalar que la distribucién de antfgenos en la pobla-
cién mexicana (21) es diferente a la de los otros tres grupos -
del cuadro y refleja sin duda alguna el origen de los mestizos -
ya que los antfgenos mas frecuentes en el locus A son el A2, A24
y el A28; el Bw35, B40 y BwS1l en el B; el Cwl, Cw3 y-Cw4, para =
el locus C y el DR2, DR5 y DR7 parae el locus DR; cifras que en -
términos generales son cercanas a las de los japoneses reflejan~
do asf el fondo mongoloide que los indigenas mexicanos aportaron
a la poblaci “on mestiza. Ademas es notorio que los antfgenos -
mas frecuentes en ceuclsicos o negros, tienen cifras muy distin-
tas o en algunos casos muestran la mezcla que hay en los mestizos

mexicanos de genes provenientes tanto de espafioles como de negros.

El conocimiento de la reparticién geografica de los anti-
genos HLA no sblo ha sido una herramienta de gran valor para la

Mtropologfa, sino que ha sido el fundamento para poder estudiar



CUADRO 11

DISTRIGUCICN DE FRECUENC!IAS GENICAS (%) DE ANTISENOS HLA EN DIFERENTES GRUPOS RACIALES

Especificidad Caucdsicos Negros Japoneses testizos
europeos (18, 19) (19) (19) mexicanos (20, 21)

L8 | 14.9 3.3 Q.5 6.1
A2 26.0 14.7 24.6 31.5
A3 11.5 7.4 0.5 7.5
w23 (9) 2.3 " 10.8 0.5 2
w2d (2) 9.6 2.9 35.6 19.5
A25 (1) 1.9 v.4 0.1 0.2
26 (10) 3.7 3.8 9.8 H,4
t11 5.91 0.6 9.0 8.1
A8 4.0 8.7 0.5 7.8
A22 3.8 6.3 0.2 .3
AWl 2.4 15.4 0.2 2.0
RS § 2.7 b 8.¢ 1.8
Awd2 4.5 1.5 C.1 C.8
Aw3d 1a7 4.5 6.8 -
Aw34 0.6 6.5 1.0 -
‘w20 .3 1.7 o -

‘wd ) J 1.0 J -



Bw51
Bw52
B8w53
87

8wdd
Bwd5
313
B14
B15
Bwl8
Bw39
317
B18
Bw21
Bw22
627
3w3s
837
840
Bw42
awdl
8w54

(5)
(5)

(12)
(12)

(16)
(16)
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CuUADRO
Cwl 4.1
Cw2 1
oW 10.1
Cwd 12.1
w5 .0
Cwb .9
Cw7 3
Divl .9
bDR2 13 .4
Di3 10.8
b4 9.6
DRS 10.3
DRwH 5 )
DR7 ¥2. 5
bi8 2.7
DRw@ s 5

(CONTINUACION)
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- Ausente en la poblacidn.

Tomado de: Gorodezky, C. (22)
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tag Cif

factores de susceptibilidad o resistencia genética e- 5 Cpem
rentes grupos étnicos, tomando en cuenta siempre que cada grupo

tiene sus propias caracterfsticas inmunogenéticas y por lo tanto
de distribucién de antfgenos HLA y sélo se puede comﬁarar un gry

po de pacientes con sujetos sanos del mismo grupo racial.

Las aplicaciones del conocimiento del MHC son ya a muchos
niveles: estudios gendticos (15), antropolégicos (23), seleccién
de donadores para transplante de érganos, puesto que mientras ma
yor sea la identidad HLA entre donador y receptor, mayores proba
bilidades de sobrevida tendré el injerto (24), asi como en pro--
blemas de exclusién de paternidad (25). Sin embargo el campo -
donde los antigenos HLA parecen tener mayor relevancia es en -
cuanto a su participacién en los mecanismos fisiolégicos de regu
lacién inmunolégica y como consecuencia su participacién en pato

logfa (5).

6. Los antigenos HLA y su relacién con las enfermedades.

La asociacion de estos antfigenos con diversas enfermedades
ha sido ampl iamente eatudiada.A Asi, la primera observacibn de -
una asociacién entre el Complejo Mayor de Histocompatibilidad vy
la susceptibilidad a enfermedad, fue hecha en 1965, cuando Lilly
mostré algunas especies de ratones particularmente susceptibles
al virus de la leucemia murina. En crfas resistentes con espe--
cies de animales susceptibles, demostrdé que no solamente la sus-
ceptibilidad al virus de leucemia estd bajo control genético, si
no que uno de los genes de susceptibilidad a la enfermedad esté
ligado al MHC en el ratén (26). Otros ejemplos de genes |igados
al sistema H-2 son los genes Ir para el virus de tumor mamario =
(27) virus de la coriomeningitis linfocitica y la tiroiditis ==

autoinmune (28).
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It piames ostudic en humanos (1967) mostrd que ei antigeno
Jo f{ahera 354810 .3435) ers més frecuente en pacientes con cnfer-~
medud de Hodgkin’s que en sujetos sanos {(29). Durante los si=--
gu.entes 10 afios han sido estudiasdas un gran nimerc de enfermeda
des y actualmente hey descritas cerca de 40 enfermedades asocia-
das con el sistema HLA. Los descubrimientos en 1972 por Russell
y Falchuk, de que la psoriasis y la enfermedad celiaca estan es-
trechamente asociadas con ciertos antigenos HLA sugirié la parti
cipacién de estos genes en la etiopatogenia de diversas enferme-
dades (30).

Uno de los aspectos mas fascinantes de estas investigacio-
nes, es la .busqueda de los mecanismos a través de los cuales =~
los genes del MHC confieren susceptibilidad ¢ resistencia a la -
enfermedad (29).

En Gltima instancia los productos génicos estén implicados
en todos los procesos patolbgicos y en todos los “6rgancs de los
sistemas, pero cuando se discute a fondo la genética de una en--
fermedad, sélo se puede considerar como aberracién, aquellos de-
sdrdenes donde la variabilided genética en la especie humana jue
ga algiin papel en la variabilidad y en las manifestaciones de es
te desorden (30). La mayorfa de las enfermedades se encuentran
en dos extremos, en uno de ellos estan las que presentan altera-
ciones cromosdmicas o enzimfticas y en donde el medio ambiente -
tiene un efecto psquefio. Sin embargo en el caso de otras, el me
dio ambiente o algunos genes de susceptibilidad pueden influir -
en el desarrollo de ella, tal es el caso de algunos padecimien--
tos autoinmunes como la diabetes juvenil o la hepatitis crénica
activa. En el otro lado del espectro, estéan las enfermedades ==
que pueden afectar a todos los individuos expuestos & los facto-
res ambientales, como la rabia o el sarampién. Por estos moti--
vos es importante tomar en cuenta algunas consideraciones, para

la evaluacién de estudios de HLA y enfermedad:
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i. Puesto que las frecuencias de antigenos HLA son dife--
rentes en cada grupo étnico, tanto los sujetos =anos que se to--
man como testigos, como en los pacientes & estudisar, deben perte
necer a la misma poblacidén, para que la comparacifn-tenga vali=--

dez cientifica.

2. La clasificacién empleada para el diagnéstico es criti
ca. Existen numerosas enfermedades que son heterogéneas y que -
estdn subdivididas en diferentes entidades clinicas de acuerdo -
con factores como: la edad de aparicidn, el sexo, las caracteris
ticas inmunopatolégicas etc., como la diabetes mellitus que se -~
divide en cuatro tipos de los que sélo la diabetes juvenil insu-
lino dependiente tiene ligamiento al sistema HLA, aparece predo-
minantemente en la niflez y adolescencia y esté asociada a altera
ciones autoinmunes (31). As{ pues, la seleccién de pacientes ba
Jo un criterio universalmente establecido permite hacer un anali
sis mas objetivo de la participacion de fatores genéticos, mien-
tras que si se estudia indiscriminadamente sujetos agrupados ba-
jo la consideracién general de una enfermedad heterogénea, la in

terpretacién de los resultados serf inevitablemente errénea.

3. Debido al polimorfismo tan grande del sistema, es nece
sario siempre estudiar al mayor nimero de sujetos sanos y un ni-
mero no menor de 50 pacientes, pues de otra forma una asociacién
puede resultar estadisticamente significativa por azar sin ser -
real. Por estos motivos se emplea una tabla de dos por dos (Xz)
y la probabilidad resultante debe corregirse multiplicando por -

el nimero de antigenos probados.

4. Debe distinguirse entre asociacidén y ligamiento. Lla -
asociacibébn es una medida de la relacién que hay en una poblacién

de individuos no relacionados, cuando dos caracterfisticas parti-
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culares ocurren conjuntamente en una frecuencia diferente a la -
predicha (enfermedad y alelos HLA). En cambio el !igamiento sé-
lo puede demostrarse en familias y se puede decir gque existe sus
ceptibilidad, cuando se observa que la enfermedad segrega en los

hermanos enfermos con un mismo haplotipo HLA.

5. A partir de una asociacién es posible calcular el ries
go relativo, que es una medida que indica cuantas veces mis o me
nos frecuente puede ser una enfermedad en los individuos portado

res del marcador HLA en relacidon a los individuos que no lo poseen.

Las enfermedades asociadas se pueden clasificar en cuatro

grupos, de acuerdo al locus participante:

A). Enfermedades asociadas al locus A. La dnica confirma

da es la hemocromatosis idiopética, que es una alteracién del me
tabol ismo del fierro y que ocurre en familias. En pacientes in-
gleses segrega con los haplotipos A3, Bl4 0 A3, B7 en forma rece-
siva, y con frecuencia el otro cromosoma |leva el haplotipo A2,-
Bl12; lo que sugiere que participan dos genes distintos, ambos =-
ubicados dentro del MHC (32).

B). Enfermedades asociadas al locus B. Dentro de esta ca

tegoria se hallan las espondiloartropatias seronegativas; la es-
pondilitis anquilosante en la que del 90 al 95 % de los enfermos
caucasicos son portadores del antigeno B27 (33). El sindrome de
Reiter, la uveitis anterior aguda, la artritis reumatoide juve--
nil ¥ la psoriasis artritica con manifestaciones lumbares, tam--
bién estén asociadas a este antfgeno. La participacidén del B27
en estos padecimientos prevalece en el mundo entero, lo cual in-
dica que el antigeno o algo muy ligado a &l estén involucrados -
en el desarrollo de la lesién sacroiliaca. Ademés, la distribu-

cidn geografica tanto del antigeno como la de la enfermedad corren
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paralelas. Es interesante sefalar que en la poblacidn mexicana
(21) el 68.7 % de los pacientes son B27 positivos frecuencia si-
milar a la de los japoneses, lo que confirma una vez méds la apor

tacidén genética mongoloide en nuestra poblacién.

C). Enfermedades asociadas al locus C. La dnica confirma

da es la psoriasis vulgar que es un padecimiento netamente fami-
liar en el que la transmisidén parece ser dominante y segrega con
el antfgeno Cwb en todos los grupos humanos estudiados. Dicho -
antigeno esté en fuerte desequilibrio de ligamiento con el B13 ,
817 o B39 dependiendo de los antecedentes clinicos (34).

.

D). Enfermedades asociadas al locus D/DR. En este grupo

se incluyen por lo menos cuatro subgrupos diferentes de padeci--
mientos de acuerdo a los antigenos D y DR que participan (DR2,
DR3, DR4 y DRS).

1. En estos padecimientos se manifiesta el haplotipo BS,
Dw3 y DR3; el rasgo comiin de ellos son las manifestaciones auto-
inmunes, como la enfermedad de Addison, el sindrome de Sjogren ,
hepatitis crénica activa (35), lupus eritematoso diseminado, sin
drome de Guillan-Barré (36), enfermedad celfaca (37) y otras. La
asociacién en la mayorfa de los casos es mis intensa con el DR3,

que con el Dw3 y por supuesto que con el BS.

2. Otro subgrupo de enfermedades, son las relacionadas -
con el haplotipo A3, B7, Dw2, DR2 en pacientes caucascides con -
esclerosis miltiple; es este caso los estudios familiares han sji
do més difficiles debido a que no es muy comiin encontrar a varios
pacientes en una misma familia. Curiosamente, también la distri
bucién geografice del haplotipo corre paralela con la distribu--
cidn geogrifica de la enfermedad, siendo ambos mis comunes en el

norte de Europa.
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J. En este grupo se incluye la artritis reumatoide del a-
dulto, asocioda a los antigenos Dw4d y mas intensamente al DR4 en
casi todas las razas (38) incluyendo a nuestra poblacidén mexica-
na que ademés presenta una elevacién de dos aleios, el Bw54 y el
Aw31l, ambos marcadores mongoloides, lo cual enfatiza la presen--

cia de estos marcadores en los mestizos.

4. La tiroiditis de Hashimoto y la anemia perniciosa (39)
dos enfermedades clasicamente autoinmunes y 6rgano especificas -
han sido asociadas al sistema HLA, con los antigenos Dw5/DRS y -
sin relacién al DR3, lo que las separa del otro grupo de enferme

dades con patologia autoinmune.

Se han postulado varios mecanismos para explicar la asocia
cidn de marcadores HLA con la enfermedad. Sin embargo la inter-
pretacién de dichas asociaciones no puede enfocarse de una forma
simplista, ya que la naturaleza de los padecimientos y sus aso--

ciaciones son heterogéneas. Los mecanismos propuestos son:

1. Hipbtesis de receptores. Los antigenos HLA pueden fun

cionar como receptores de la superficie celular de agentes paté-
genosibarticulares. Un ejemplo podria ser la enteropatia por -
sensibilidad a gluten en la que los enfermos tienen un receptor

para la gliadina y los antisueros anti-B8 son capaces de bloquear
la unién del antigeno (40) sugiriendo que el antfgeno B8 pudiera
funcionar como receptor provocando asi la formacidpn.. de autoanti

cuerpos contra células del epitelio gistrico.

2. Mimetismo molecular. Es posible que haya similitud en
tre las estructuras propias de algunos agentes infecciosos con -
algunas partes de la secuencia estructural de una molécula HLA;
ésto se conoce como mimestismo molecular y puede conducir a que

el aparato inmunocompetente se vea imposibilitade a desarrollar
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tuna respuesta inmune contra e! agente infecciosc, debide a ia se -
mejanza con el antigeno propio, lo gue permite cue el patdgene =
se instale en el organismo, promoviendo un estado de tolerancia
hacia é1; tai parece ser =l caso de Klebsiella =« sujetos con es

pondilitis anquilosante que son portadores del HiA-827 (41).

3. Modificacidn de antigenos propies. Los productos de -

genes de los loci Ay B permiten el reconocimiento a través de =
las células T citotdxicas, de células propias infectadas por vi-
rus o de células tumorales. Dichos antigenos pueden ser modili=-
cados por los virus, en su estructura tridimensional, y asi las
células efectoras las reconocen como extrafias y las elininan.liay
evidencias en el humano de que este tipo de restriccidn existe -

por lo menos pasra el virus de influenza tipo 2 (42).

4. Genes de respuesta inmunclégica. Lla capacidad de pro-

ducir anticuerpos contra diversos antigenos de la naturaleza pa-
recen estar determinados por los genes Ir. Sus funciones estén

fundamentalmente mediadas por algunas subpoblaciones de linfoci=-
tos T y por los macréfagos, por lo que se considera que existe -
una estrecha relacién entre los productos <¢ <<tos genes y la a-
paricién o no de diversos estados patolégicos. También se ha su
gerido que existe un control genético de la respuesta inmunolégi
ca, debido a la presencia de las células T supresoras, mediada -

por genes de supresibn inmunolégica (Is) (43).

5. En las deficiencias de factores B, C2 oC4 del comple--
mento, la enfermedad es Familiar v segrega ~on haplotipos HLA -
particulares (A5, B18, DR2, Dw2) debido & que los cenes que codi
fican para la produccidn de factores de compiementc se encuentran
dentro del MHC. Lo mismo ocurre con la deficie.cis de la 21-hi=-
droxilass (44). Este ligamiente es porque los catfgenos HLA es-

tan cerca de los verdaderos genes de susceptibilidad. Por lo =



tanto, la tipificacién Yl A resulta una herramienta de gran utili
dad parz sefialar a los sujetos en riesgo cuando dicho haplotipo

estd presente.

s pues, indudable que los genes del Complejo Mayor de -
Histocompatibilidad estin participando importantemente en proce
sos fisiolégicos de regulacién inmunolégica y por lo tanto su -
alteracidén puede conducir a diversas patologias, y aunque no se
sabe exactamente cual es el papel preciso de los antigenos IILA
en los mecanismos de defensa, es indudable que existe una rela-
cidn relevante entre su presencia y los diferentes mecanismos -
dirigidos a proporcionar ventajas selectivas para la superviven
cia de la especie y posiblemente los antigenos asociados que se
observan con diversas enfermedades confieren ventajas contra -
otros padecimientos que podrian conducir a la muerte, como es -
el caso de las infecciones. Un ejemplo de ésto es que los suje
tos Al, B8, DR3 tienen més riesgo de desarrollar diabetes, pero
también son capaces de tener respuestas humorales intensas que

posiblemente los proteje més contra los microorganismos.

Los hallazgos en el campo de la asociacidn con la enferme
dad, han sido sorprendentes (44) y han llevado a postular que -
algunoé de los genes ubicados en el MHC pueden ser marcadores -
de susceptibilidad o de resistencia a la enfermedad. Las enfer
medades infecciosas que constituyen un serio problema de salud
pGiblica en los paises en proceso de desarrollo, deben ser un mo
delo de estudio a este nivel. /unque es bien sabido que los -
factores socioécondmicos y culturales son decisivos en la inci-
dencia y prevalencia de dichas enfFermedades, surge la prequnta,
de si existen factores cenéticos de susceptibilided a ellas, -
gie ante estinulos externos adecuados permitan gue se desenca-

dene el padecimiento. Mas aun, cuando una enfermedad es hetero
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génea e incluye dos o més manifestaciones, es posible considerar
que algunos individuos son portadores de los genes responsables

de que la enfermedad se exprese de una u ofr> farma.

Tal es el ejemplo de la lepra, la cual constituye un im=--
portante problema en salud piblica en nuestro pais, y afecta a-
proximadamente a 15 millones de individuos en el mundo y en Mé-

xico aproximadamente a 16 000 individuos (45).

7. Clasificacién de la lepra.

La palabra “lepra”™ viene del griego "lefis”que significa
escama. En hebreo se designaba con la palabra "tsari at” deri-
vado de “tsara” que significa “ser castigado por Dios” ya que =
se decia que Dios la enviaba para castigar a los pecadores pues
privaba al hombre de la compafiia de sus semejantes, haciéndolos
repugnantes a la vista. Los enfermos que se crefa padecian --
“lepra”, eran aislados y cuando estaban fuera de su casa, tenfian
que manifestar su condicién de "leprosos” portando una pata de

ganso o haciendo sonar una campanilla (46).

Caracteristicas de Mycobacterium leprae. El bacilo de le

pra, pertenece a la familia de los Mycobacteriaceae, mide de 0.3

a 0.5 por 1.0 @ 1.2 um y es una bacteria acido-alcohol~-resistente
posee actividad de citocromo oxidasa, fosfatasa alcalina y fenol
oxidasa; tiene un tiempo d- multiplicacién de 20 a 30 dias des~
pués de inoculado en el cojinete plantar del ratén, la cual pue
de ser inhibida con 4,4’-diaminodifenilsulfona (DDS), isoniazi~-

da, &cido para-amino salicilico o cicloserina.

Hasta el momento no se ha logrado cultivar el bacilo -
in vitro y la infeccidn experimental solamente se ha podido in-

ducir en ratdn y mas efectivamente en 21 armadillo.



Las investigaciones hechas hasta ahora sefalan que no hay
cepas genéticamente diferentes entre las .ycobocterias de la es-
pécie leprae, por lo que se piensa que la respuesta a fa invasién
del bacilo en las diferentes formas de lepra se debe en gran par

te al estado inmunolégico del paciente (47).

Seglin la clasificacidn de Ridley y Jopling (48) la lepra -
se divide en séis grupos: TT = polo tuberculoide; BT = tubercu-
loide indefinido; 388 = indefinido; BL = lepromatoso indefinido ;
LLs = lepromatoso subpolar (antes llamado LI1) y LLp = polo lepro
matoso. Los grupos interpolares son: BT, B8 y 3L. El polo le=-~
promatoso se subdivide a su vez en LIn = lepra lepromatosa nodu-

lar y LLd= lepra lepromatosa difusa (mas grave) (49).

La lepra tuberculoide tiene una evolucién benigna y en -
ella la respuesta inmunoldgica celular (RIC) funciona en forms -
normal por lo que el organismo se defiende adecuadamente en con-
tra del bacilo de Hansen. Llas lesiones cutaneas, son de color -
erjtematoso, de bordes netos delimitados y bien localizados, los
pacientes presentan transtornos de la sensibilidad, y el bacilo
estd ausente. Histolégicamente se observa una estructura folicu
lar. Los foliculos estédn rodeados por células epiteloides, que
ha su vez estan circundadas por linfocitos. A menudo los nervios
son atacados y se producen anestecias completas y a veces trans-
tornos tréficos. La baciloscopia es casi siempre negative; inmy
nolégicamente se caracteriza por la positividad de la reaccidén -

de Mitsuda, indicando que la respuesta celular estd intacta (50).

La lepra lepromatosa invade no solo a !a piel en cualquier
regidn ¥y a los nervios que se enarosan, since & todes les drganos
y sistemas del orgenismo. i reaccidn inflamatoria es escasa o
nula, & presencia us cuerpos bacilares circundantes provocan -

la formacidn de cnticuerpos, los cualesz se uren a ellos, Fijan -
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complemento y atraen a polimorfonucleares, que son muy abundantes
en las lesicones cuténeas. Cuande los polimorfonucleares fagoci-
tan a los complejos inmunes, liberan enzimas |isosémicas (hidro-
lasas) que atacan a los vasos provocando la& formacién del erite-
ma nodoso, polimorfo o necrosante. En resumen, parece tratarse
de un fendémeno de Arthus ya que el depédsite de esos complejos a-
demés de lesionar los vasos cuténeos, también se depositan en ér
ganos como el rifdn, produciende glomerulonefritis crénica que
no pocas veces es causa de la muerte en pacientes que han tenido
repetidos brotes de reaccién leprosa (51). Bacterioldgicamente,
se caracteriza por la abundancia de bacilos a ﬁivel de lesiones
cutdneas, ganglionares o mucosas. Histopatolégicamente se obser
van células de Virchow o células de espumadera, casi siempre car
gadas de bacilos de Hansen. Desde el punto de vista inmunoldgi-
co, hay una negatividad persistente a la reaccidén de Hitsuda y a
la leprominorreaccién. En los lepromatosos, hay un evidente de-
terioro de la inmunidad celular (mediada por linfocitos T) que -
es la defensa esencial contra patdgenos intracelulares; en cambio
se conserva muy bien la inmunidad humoral (mediada por anticuer-

por) (52).

8. Aspectos apidemioldgicos de |z lepra en HMéxico.

La mayoria de los autores estin de acuerdo en considerar =
que la lepra no existia en América sino hasta la llegada de los
conquistadores tanto espafoles como portugueses (sigloe XViI). A-
demis, por el intenso comercio de la Nueva Espafia con el Archi--
piélago de las Filipinas, donde existid un foco grande de lepra
y la inmigracién de chinos a través de los uertos de San Blas ,

ranzanillo y Acapulco, se constituyeron tres focos endémicos en

Iz Repiblice Hexicana: el occidentsl que va desde Scnora a Caxa-
ca, incluyendo a Guanajuato, Michoacan, ‘uerétaro y 'léxico; el -
peninsular en Campeche y Yucatin v sor Gltico el “Sororiental en

‘uevo Ledn, Loahuila y Tomoulines (534,
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Al finalizar el afio de 1979 habia en el pais 15 237 enfer-
mos de lepra en registro asctive, io que representa una tasa de -
prevalencia de 0.22 por 1 (000 habitantes. Durante 19§0 se noti-
ficaron 621 casos nuevos, o sea 36 menos de los descubiertos en
1979; ésto confirma que la incidencia de la lepra en México mues
tra una tendencia descendente. En todas las entidades federati=-
vas, con excepcidn de Hidalgo, Puebla, Tabasco y Quintana Roo, -
se descubrieron casos nuevos de la enfermedad. Los estados que
mas notificaron fueron Sinaloa, Jalisco, Guanajuato, Michoacan ,
Sonora y Colima; de manera que incluyen el 67.9 % de los casos -

registrados en todo el pafs (cuadro 111) (53).

Actualmente el problema es cada vez mas urbano, ya que el
hal lazgo de casos nuevos, el 52 % de los enfermos residen en las
ciudades. El 43 % de los pacientes se han descubierto a través
de la consuita dermatoldgica y el 34 % fue localizado mediante -
la notificacién, lo cual arroja un coeficiente de ataque de 1.8
por mil; a través de los contactos se identificaron un 21 % y un
2 % por otras causas. En términos generales, la deteccibén no =~
fue oportuna, y es importante sefialar que una proporcidn del 72%

de los pacientes no habian recibido tratamiento alguno (53).

La distribucién en cuanto a las formas de lepra en México,se
sefialan en el cuadro |Y resalta que las formas mas frecuentes -
son la lepra lepromatosa y la forma lepromatosa indefinida (62%)
mientras que sélo el 15 % son afectados por la forma tuberculoi-
de. Cuando se analiza la poblacién de la India por ejemplo, se
observe en cambio que el mayor porcentaje de pecientes con lepra
es de la forma tuberculoide (70 %) mientras que los pacientes -
con lepra lepromatosa es mis bajo (17 %). La diferencia de la -
distribucién geogréfica de las dos formas de lepra, sugiere el -
predominio de éstas, de acuerdo a la raza, ya que no existen da-
tos que sefialen a que se deban las caracteristices propias del -

bacilo (47).
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cHADRC TIH

MORBIL IDAD DE LEPRA EN LA RETUBLICA MEXICANA DURANTE 1080

Entidades Namero Tasa por forcentaje

de 100 Que del
casos habitantes - total nacional

1. Sinaloa 150 7.45 24.2
2. Colima 18 4.81 2.9
3. Jalisco 105 2.21 16.9
4. Guanajuato 66 2.08 10.6
5. Michoacan 57 1.82 9.2
6. Sonora 26 1.60 4.2
7. Morelos 16 1.56 2.6
8. Nayarit 11 1.35 1.8
9. VYucatén 13 1.29 2.1
10. Zacatecas 14 1.17 2:2
11. Guerrero 23 1.00 3.7
12. Caxaca 25 .98 4.0
13. Baja California Sur 2 0.93 0.3
14. Aguascal ientes 4 0.81 0.6
15. Querétaro 5. 0.71 0.8
16. Tamaul ipas 15 0.68 2.4
17. Baja California Norte 5 0.33 0.8
18. Distrito Federal 32 0.32 5.1
19. San Luis Potosi 5 0.33 0.8
20. Capeche 1 0.25 0.2
21. Tlaxcala A | 0.25 0.2
22. México 12 0.15 1.9
23. Coahuila 2 0.13 03
24. Veracruz 6 0.11 1.0
25. Nuevo Le &n 3 0.11 0.5
26. Chiapas 2 0.C09 0.3
27 . Durango 1 0,08 0.2
28. Chihuahua i C.04 2
TOTAL h21 GRS 108,02

Tomado de: Boletin de Epidemioleqia, 10¥1



VARIEDADES CLINICAS DE LEFRA NCTIFICADAS
EN LA REPLBLICA MEXICANA EN 1980

Forma clfnica Ndmero de casos i

Lepromatosa 350 56 .84
Lepromatosa indefinida 36 5.80
Tuberculoide ' 93 15.00
Indefinido 142 22.80
TOT AL 621 100.0C

Tomado de: Boletin de Epidemiologia, 1981



Por edades, la mayor afeccidén se encuentra a partir del

0
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gundo decenio de vida. Durante el a%o de 1980, 94.4 7 de los

-
tH

cientes tenian 15 anos o mas de edad y el 5.6 7 eran menores. En
cuanto al sexo 59.9 7 pertenecfan al masculino y 40.1 % al feme-
nino, lo cual indica que no hay ligamiento al sexo pues la enfer
medad se distribuye mds o menos igual en ambos sexos. Sin embar
go la frecuencia de casos de lepra tuberculoide es mayor entre -
el sexo femenino (58 % contra 42 %) y la lepra lepromatosa en el
masculino (64 7 contra 36 %) sugiriendo que cuando se analizan -
los casos en cuanto a las formas de lepra parece haber una mayor

resistencia a la forma lepromatosa en las mujeres (54).

Por otro lado, hasta el 31 de diciembre de 198C quedaron -
en registro active 15 472 personas, ya que se registraron 684 ca
sos nuevos y fueron eliminados 449 de los que la mayoria fueron
por defuncién (222), seguidos de 114 que alcanzaron la curacién
y los 113 restantes se perdicron, por causas desconocidas o por-

que emigraron a los Estados linidos.

9. Relacidn de los marcadores del Complejo Principal de Histo--

compatibilidad con la lepra.

Debido a todo lo anterior, es decir, al hecho de ser infec
ciosa las seis formas diferentes en que se presenta, su diferen-
cia aparente en la frecuencia en cuanto al sexoc y la prevalencia
de una forma determinada de acuerdo al grupo humano que afecte ,
el interés en la blsqueda de Factores genéticos ha sido enorme y
se han realizado varios estudios con el fin de comprobar si exis
te susceptibilidad o noe y si el tipo de respuesta a la infeccidn

de ilycobacterium leprae pudiers estar determincada por un Factor

genético vinculado al! sistena LA en el hombre (55).



tos estudios 1nicialmente hechos se muestran en los cuadros
Vy Vi. L[n el primerv se indican los realizados con antigenos -
de los loci HLA=A, =8B v algunos aun con el =C; ¥y en el segundo -

los enfocados en relacidn a la regidon Du.

Los resultados muestran una gran diferencia en relacidén a
los antigenos iLA-A, By C. Sin embargo los estudios posteriores
enfocados a los productos DR parecen sefalar que existe una pre-
disposicidén dada al menos en parte por estos antigenos o genes -
ligados a ellos. Por estos motivos y dado que los trabajos pre-
vios en mexicanos (50, 57) sélo fueron realizados en pacientes =
lepromatosos y no se exploraron los marcadores DR, se considerd
importante ver la relacidén en pacientes mexicanos tanto tubercu-
loides como lepromatosos, incluyendo los productos HLA-A, B, Cy

DR.



ASCCIACION DE LOS ANTIGENCS HLA-A,

CUADRO

v

By CEN LA LEPRA

Autores Antigenos Grupo Nimero de  Nimero de
asociados étnico pacientes  testigos

Escobar y col. j | Mestizos~-

1973 (56) A2 ¢ A3 4 mexicanos 50 150
Thorsby y col.

1973 (58) Bw2l LL Etiopies 39 26
Kreisler y col.

1974 (59) B14 LL Espafioles 30 149
Reis y col. T

1974 (60) B5! LT (NS) Brasilefos 26 32
Smith y col, T *

1975 (61) A10 IBSILT (NS) Filipinos 82 50
Dasgupta y col.”

1975 (62) A9 Indies 70 40
Smith y cel. T

1975 (63) B5| LT Filipinos 82 50
Gorodezky y col. Mestizos~

1976 (57) = ===—- mexicanos 50 90
Rea y col.

1976 (64) ——— Mexicanos 92 315
Youngchaiyud y col. T

1977 (65) 640 Filipinos 36 15¢C
Storner y col. Familias

1978 (66) —— africanas 23 27
LL Lepra lepromatosa
LT Lepra tuverculoide

AS \o significativo

- Sin asociacidn
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ASQCIACION DE LOS ANTIGENOS HLA-DR EN

LA LEPRA

Autores Antigenos Grupo NGmero de Nimzio e
asociados étnico pacientes testigos
Van Eden y col.
1979 (67) DR2 LT Indies - =
Sujiyama y col.
1980 (68) DR2 LT Japoneses 408 111
Rea y col. liéxico-
1980 (69) DR2 LT (NS) americanos 57 174
De Vries y col. Familias
1980 (70) DR2 LT inddes 13 -
Van Eden y col .
1981 (71) DR2Z LT (NS) Indles 78 129
Van Eden y col. Negros
1982 (1) DR3 LT caucasoides 73 92
surianos
LT Lepra tuberculoide
NS No significative

-— ho especificado



1it. SBJETIVCS

1. Determinar la distribucién de los antigenos iiLA y grupos
sanguineos ABC y ith en un grupo de sujetos sanos y uno de pacien-
tes que incluye las dos formas polares de lepra (lepromatosa y tu
berculoide). Todos ellos pertenecientes a la poblacién mestiza =

mexicana.

2. Comparacidén de los resultados obtenidos en las frecuen-

cias de los antigenos HL* y grupos sanguineos entre los pacientes
; " & 2 :

y los testigos, mediante las pruebas estadisticas de X~ corregide

por Yates y del riesgo relativo.

3. Anélisis comparativo de las diferentes formas de lepra
y su correlacidn con los marcadores genéticos. Asi mismo, se com
paran los resultados obtenidos en la poblacién sans contra los de

cada subgrupo de pacientes con lepra.

4. Estasblecer, si existe asociacién con alglin antigeno HLA
que pueda sugerir la presencia de un factor genético de suscepti-
bilidad o resistencia a nivel del sistemz HL” en alguna de las -~
formas de lepra, para la poblacién mexicana. En caso afirmativo,
determinar el riesgo que tienen los portadores del antigeno de de

sarrollar el padecimiento.

3. Investigar la presencia de genes de respuesta inmune -
(1r) al correlacionar los antigenos de HLA en cada paciente con =

su respuesta "in vivo” a los antigenos de ilycobacterium leprae.




IV, MATERIAL Y METODO

1. Poblaciones de estudio:

a) Grupo de testigos. En este grupo se incluyeron 100 per
sonas aparentemente sanas tomadas al azar, provenientes del per-
sonal y de estudiantes de los cursos impartidos en el Laboratorio
de Investigaciones Inmunolégicas, SSA y del Banco de Sangre del
HOSpitﬁl de la Mujer, SSA; todos ellos formaron parte de la po--
blacién mestiza mexicana. Las edades de esta poblacidén oscilaron
entre los 13 y los 65 afios con un promedio de 30.2. Se estudia-

ron 48 mujeres y 52 hombres.

b) Grupo.de pacientes. Se integraron 76 pacientes con le-
pra, de los cuales 30 presentaron la forma tuberculoide y 46 la
forma lepromatosa. Todos eran mestizos mexicanos, la edad del -
grupo total de pacientes oscilaba entre 11 y 84 afios con un pro-
medio de 47.3; se incluyeron 52 hombres y 24 mujeres. En el sub
grupo de lepra lepromatosa la edad oscil§ entre los 28 y 72 aflcs
con una media de 46.6 y estaba constitufdo por 36 hombres y 10 -
mujeres. Leas edades de los pacientes con lepra tuberculcide va-
riaron entre los 11 y 84 afos con un promedio de 48.4; 16 pacien

tes eran del sexo masculino y 14 del sexo femenino.

En cuanto al lugar de origen de los pacientes, el 70 % eran
procedentes del Antiplanc Central (Guanajuato, Michoacén, Estado
de México, Distrito Federal y Jalisco); un 10 % del sureste de -

la Repdblica (Yucatén) y un 15 % del Pacifico (Guerrero).

Las instituciones de donde provinieron los pacientes fueron:
Centrc Dermatolégico “Dr. Ledislac Pacua”, SSA; linidad de Espe--
cialidades, Departamento de Dermatologia del Centro }Nédico La Ra
za, |45S; Hospital “Dr. Pedro Lépez”, SSA, Zoquiapsn, Edo. de ME

xico; Centro Dermatolégico "Dr. Gea Gonzdlez”, SSA.
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E! diagndstico de la enfermedad se hizo siguiendo los crite
rios de clasificacién de Ridley y Jopling (48) y se incluyeron =~
los siguientes parametros: historia clinica completa; la pruebs
cutadnea (reaccidén de iitsuda); andlisis histopatolégico y pruebas

bacteriolégicas (técnica de Say Arako).

a) Toma de muestras. Se obtuvieron 20 m! de sangre perifé
rica, utilizando como anticoagulante heparina 1 000 Ul/ml (C.2 ml)
De cada muestra se separaron los linfocitos y se procedid como se

describe posteriormente.

b) Tipificacidn de grupos sanguineos. Esta determinacidn
se realizd por el método descrito mas adelante, sobre una gota de

sangre heparinizada.

c) Tipificacién de antigenos HLA. Se utilizdé el método es
tandard de microlinfocitotoxicidad usando antisueros anti-HLA es-
pecificos. Lla respuesta se midid por el porcentaje de muerte ce-
lular debido a la interaccién de los antfgenos en la membrana con
los antisueros especificos y el complemento. Después de obtener
los resultados (ver técnica de microlinfocitotoxicidad) se deter-

mind el fenotipo de cada sujeto estudiado.

d) Determinacién de frecuencias y anilisis estadistico de
los resultados. Se calcularon las frecuencias antigénicas y géni
cas (ver andlisis estadistico) de los antigenos de cada uno de -
los locus del sistema LA, con el fin de hacer las comparaciones
necesarias y analizar los resultados empleando la prueba de Xz co
rregida por Yates. Si el valor de la prcbabilidad era significa=-
tivo, se calculd el riesgo relativo que presentaban los pacientes
de desarrollar la enfermedad frente al antigeno que haya resulta-

do incrementado.
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intisuercs anti=iil:

Se utilizaron sueros humanos que contienen anticuerpos cite
tdéxicos anti-Hi’, provenientes de los Séptimo y lctavo Talleres -
Internacionales de Histocompatibilidad (12, 13) y del Segundc Ta-
Iler Latinoamericano de tistocompatibilidad, 1VIC, Caracas, VYene-
zuela, 21-25 de febrero, 1982; de los Institutos hacionales de Sa
lud de los Estados inidos y antisueros de origen mexicé;o obteni~
dos en el Laboratorio de Investigaciones Inmuncldgicas de la SSA.
Se empled un total de 303 reactivos, de los cuales 258 fueron mo-
noespecificos y 45 biespecificoes, con un promedioc de 4 antisueros
que definen a una misma especificidad. Los sueros empleados iden

tifican a los siguientes antigenos:

Locus HLA-A. 1, 2, 3, 9, 10, 11, 19, w23 (9), w24 (9), 25
(10}1 26 (10), 28: 29: ‘\‘30; 'N31; H’32, ""'33; W34; N36 y wdl.

Locus HLA-B. 5, 7, 8, 12, 13, 14, 15, wl6, w17, 18, w21, -
w22, 27, w35, 37, w38 (16), w39 (16), 4C, wdl, w42, widd (12), wd5
(12), wa6, w47, w48, wd9 (21), w50 (21), w51 (5), w52 (5), w53, -
w54 (22), wd y wb.

Locus HLA-C. wl, w2, w3, wd, w5, wb y w7.

Locus HLA-DR. 1, 2, 3, 4, 5, w6, 7, w8 y wS.



METCDCS

SEPARACION DE LINFCCITOS TOTALES TCR GRADIENTE DE FICOLL-RYPAXME

1. Se toman 20 ml de sangre venosa heparinizada.

2. Se diluye la sangre con un volumen igual de solucién -

de linaks normal.

3. En dos tubos de plastico de 13 x 100 mm se colocan -

2 ml de ficoll-hypaque (en cada tubo).

4. Se estratifica la sangre diluida cuidadosamente, sobre

la solucién de ficoll-hypaque.

5. Se centrifuga a 1 500 rpm durante 30 minutos a tempera

tura ambiente.

6. Después de la centrifugacidén, se aspiran con una pipe-
ta Pasteur los linfocitos que forman un anillo blanco sobre la =

interfase y se colocan en otro tubo.

7. El paquete de linfocitos, se diluye con un volumen i~
gual de Hanks normal y se centrifuga a 1 00C rpm durante 10 miny

tos, con el fin de eliminar plaquetas.

8. Se tira el sobrenadante y el paquete se resuspende en

5 ml de solucién de Hanks y se distribuye en tubos Fisher.
9. Se centrifuga a 4 000 g un minuto.

10. Se tira el sobrenadante y se hacen 4 lavados mas, con

solucidédn de Hanks a 1 00C g durante 1 minuto.
11. Se verifica gque no haya plaquetas.

12, Se hace un Gltime lavado con medio TC 199, Se resus--

pende en 0.5 ml de medio TC 199 con 5 % de STF.

(72)



wd

PURIFICACION DE LINFOCITOS T v 3 POR COLUMNA DE KYLON (73)

1. Los !linfocitos purificados por gradiente (ver técnica -
de separacidn de linfocitos totales) se pasan por la columna (ver
preparacién de columna) hasta que todo el liquido penetre a la la
na. Inmediatamente después, se coloca la columna en forma hori--
zontal y se le agrega medio TC 199 en el extremo abierto, para e-

vitar 1a evaporacion.
2. Se incuba horizontalmente durante 30 minutos a 370 C.

3. Se coloca la columna sobre un tubo marcado como |infoci

tos T y se deja escurrir el contenido.

4. Se lava de 3 a 5 veces con alfcuotas de 5 mi de medio =~
TC 199 que contiene STF al 5 %, previamente calentado durante 30

minutos a 370 c.

5. Los linfocitos B que se han adherido al nylon, se recu-
peran en otro tubo marcado como linfocitos B, presionando y expri

miendo el nylon con los dedos.

6. Se repite el procedimiento 2 o 3 veces con alicuotas de
5 ml de medio TC 199 al 0.5 % de STF frio, hasta que el medio sal

ga totalmente transparente.

7. Se centrifugan las células Ty B a 1l 500 rpm durante

wn

minutos. Se tira el sobrenadante y se ajustan las células T a

x 106/ml.

+a

8. Los linfocitos B se resuspenden en 1 ml de medio y se =
les agrega 1 gota de trombina. 3Se agita durante 1 minuto manual~-

mente y se centrifuga a 1 COC g durante 3 segundos.

9, Se recupera el sobrenadante. Se lavan con medio TC 19¢

- 6
y se ajustan a 2 x 10 /ml.
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TIPIFICACION DE GRULPCS SANGUINEQS (74).

1. En un portaobjetos, se colocan J gotas separadas de sangre.

2. Sobre cada una de las gotas de sangre, se agrega 1 gota
de cada uno de los antisueros especificos para los grupos A y B;

y una gota de anti Rh.

3. Con un aplicador se mezcla cada uno de los antisueros -

con su gota de sangre.

4. Se mueve lentamente durante 1 minuto. Si hay aglutina-

cién, ese antigeno estd presente.

PREPARACICN DE MICROPLACAS PARA CITQTOXICIDAD

1. Se marcan las cajas que se utilizaron para el estudio -
como 06, 07, 08, 09 y 1¢, las 4 primeras se utilizaron para los -
antiseros de los loci A, By Cy la Gltima para los antisueros =~

del locus DR.

2. Se agrega 1 gota de aceite mineral (Nujol), en cada una

de las excavaciones de las microplacas.

3. Se agrega 1 ul de antisuero especifico para los loci A,

8, Cy DR en cada uno de los pocitos de las cajas para citotoxicidad

4. Se confirma la relaciéon de los antisueros de trabajo en
hojas que serviran para anotar las lecturas, cuando se trabajen =
las poblaciones de estudio. Iiina ve. montados los antisueros en -
cada uno de los 60 pocitos de las microplacas, se guardan a —700

C hasta su uso.
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TIPIFICACION DE ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD POR LA TECNICA -
DE MICROL INFOCITOTOXICIDAD (72)

1. En cada uno de los pocitos de las cajas con antisueros
especificos para los loci A, By C se coloca 1 ul de la suspensién
de linfocitos T y en las cajas con antisueros especificos para el

locus DR se coloca 1 ul de linfocitos B.

2. Llas cajas con antisueros para los loci A, By C se incu

: o : ;
ban durante 30 minutos @ 37 C y las cajas con antisueros para el

locus DR se incuban a 37° ¢ por 60 minutos.

3. Se agregan 5 ul de complemento a cada excavacién. A las
placas para A, By C se les agrega el complemento preparado local

mente y a las placas DR, el complemento especial para DR.

4. Las cajas con antisueros A, By C se incuban a 370 Cc dg
rante 60 minutos. Las cajas para el locus DR, se dejan reposar a

temperatura ambiente durante 2 horas.

5. Se agregan 5 ul de solucidén de eosina a cada pocito, se

agita en vortex y se deja reposar de 3 a 5 minutos.
6. Se agregan 5 ul de formol.

7. Se lee en un microscopio invertido a 250 aumentos y ba=-
jo la luz de contraste de fases. Se calcula el nimero de células
vivas y muertas., Estas Gltimas se ven opacas, grandes y planas =~
por haber sido dafiadas por la accidn del complemento y haber pene
trado el colorante; mientras que las vivas se ven pequefias, refrin

gentes y convexas.

8. Llos resultados se informan de la siguiente manera:

7% de mortalidad Calificacibn
0 al 20 1
21 al 30 e
31 al 40 4
41 al 74 6
75 al 100 8
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2. Andlisis estadistico.

Se calcula la frecuencia antigénica y la frecuencia génica
para cada antfgeno HLA en cada uno de los grupos. Para evaluar -
si habfa asociacidn con alglin antigeno, se compararon las frecuen
cias de testigos contra pacientes para cada antigenc mediante el

uso de la Xz corregida por Yates (75).

Posteriormente se determiné la probabilidad (p) para cada ~
comparacidén y las que dan un valor menor de 0.05 se consideran es

tadisticamente significativas.

Para-estar seguros de que la diferencia no es debida al azar,
se corrige el valor p multiplicidndolo por el nimero de antigenos

estudiados, en este caso 57.

La frecuencia antigénica es el nlmero de veces con que se -
presenta un determinado antigeno en una poblacidén, o sea el pro--

ducto de un gene dado.

La frecuencia génica, es él namero de veces con gue se pre-
senta un determinado cromosoma con su informacidén genética corres
pondiente en una poblacidn y como esta informacidn es diploide la
frecuencia génica es generalmente la mitad del valor de la fre--

cuencia antigénica.

La frecuencia antigénica se obtiene tomando el nimero total
de casos observados como el 100 % y por medio de una regla de --

tres se obtiene la de cada antigeno; por ejemplo:

13

Sujetos positivos al antigeno

76

Total de sujetos
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Tor lo tanto, la frecuencia entigénica es 17.105 %,
La frecuencia génica se obtiene con la ecuscién de Halden (70)
™\
Frecuencia génica = 1 - N1 - A donde: A = frecuencia
antigénica en nimeros absolutos.

Ejemplo: si la frecuencia antigénica es = 17,105

A

I

0.17105

f =5
Sustituyendo la férmula: 1 =1 - 0.17105
La frecuencia génica es igual a 0.088

La X2 corregida por Yates (76), se determina por medio de la

siguiente férmula:

]2

r
(ad = bec) - n/2] (a+b+c+d)

2
X Yates =
(a+c) (b+d) (a+b) (c+d)
Donde :

a = Nimero de testigos positivos para el antigeno tratado.
b = Nimero de pacientes positivos para el antigeno tratado.
c = Nimero de testigos negativos para el antigeno tratado.
d = Nimero de pacientes negativos nara e! antigeno tratado.

=
i

Suma total de casos estudiados (testigos + pacientes)



Ejemplo:

a o o o

Po
dida que

=2
5 i44 352) 3&32 76 9098416
2 - - X 0
- - = = 9.989
4 X 46 x 30 x 10 x 66 910800
= 22

r Gltimo se calcula el riesgo relativo (RR) que es una me

permite decir que tan probable es que un sujeto portador

del actigeno, que se hallé incrementado en los pacientes, pueda -

desarrol

La

Donde :
pt+
p-

t+

Ejemplo:

lar el padecimiento.

férmul : +) (<
ormula es RR =
(p=) (t4)

= Nimero de pacientes positivos para el antigeno tratado
= N(mero de pacientes negatives para el antigeno tratado
= Numero de testigos positivos para el antigeno tratado

= Nimero de testigos negativos para el antigeno tratado

RR para el antigeno HLA-BS

= 10
= 30 10 00

3 Hisim x 90 _ 9 -
= 10 30 x 10 300



V. IDESJLTADGS

La distribucion de edudes y sexo en cude una de las poblacio
nes de estudio, esté expresada en el cuadro VI, observindose que
el sexo masculine predomina en todas las pobliaciones, principalimen
te en la lepra lepromatosa (78.3 %). En cuanto & la distribucidn
de grupos sanguineos que se se®alan en el cuadro VIII, el tipo C =
positivo es el mas frecuente en todas las poblaciones estudiades.
La respuesta de los pacientes a la prueba de intradermorreaccién -
de litsuda (cuadro 1X) resultd positiva’'en todes los pacientes tu-
berculoides presentandose induracién después de los 21 dias con un

diametro minimo de 5 mm, concordando con lo esperado.

Las frecuencias antigénicas y génicas para todos los antige-
nos HLA fueron determinados en las poblaciones de testigos, pacien
tes y en los subgrupos de pacientes (lepromatosos y tuberculoides).
Los resultados obtenidos pars el locus A, se muestrasn en los cua-
dros X y X! y al comparar les diferentes poblaciones entre si, se
observa que la frecuencia génica del antfgeno A25 en los testigos
y en los pacientes de lepra tuberculoide presentan una importante
diferencia (2.02 y 6.90 respectivamente). As{ come upa disminu==
cién en los mismos grupos de los antigenos A1l (1.68) y Aw31 (3.36)

al compararlos con los testigos (5.19 y 8.35 respectivamente).

Las frecuencias para antigenos del locus B se expresan en -~
los cuadros XI| y XIl1, observdndose una disminucién en el antige-
no Bw44 en las frecuencias génicas de los pacientes con lepra tu=--
berculoide (1.68) al compararla con los testigos (7.80). Las de!
locus C (cuadros X1V y XV) no mostraron ninguna diferencia. Final-
mente los datos para el locus DR se encuentran en los cuadros XV!
v AV1l observindose una diferencia importante en los pacientes de
lepra tuberculoide para el antigeno DR2 (16.33) a! compararlo con
los testigos (5.48), asf cemo pera el locus DR2 (24.72) para los -

pacientes y un valor génico de 10.75 para los testigos.
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Es necesario hacer notar que en cada locus se encuentra in-
cluida una columna |lamada Blancos. Esta designacidén se emplea -~
cuando no se logra asignar los dos antigenos de la regidn que de-

be poseer cada individuo.

Los resultados del analisis estadistico se muestran en el -
cuadro XVIIl. De acuerdo a los valores de la Xz, los antigenos -
425 y DR3 se encontraron significativamente incrementados en los
pacientes tubterculoides (p = C.02 para el A25 y p = G.0006 para el
Dil3) Sin embargo, al corregir los valores de la probabilidad -
por el nimero de comparaciones hechas, se perdié el significado -
estadistico en ambos casos. ho obstante es interesante sefalar -
que los valores del riesgo relative para los dos antigenos fue un

poco mayor de tres.

CUAMDRLC VLI

EDADES Y SEXC EN LAS POBLACICNES ESTUDIADAS

Testigos Lepra Lepra Pacientes
lepromatosa tuberculoide totales
Nimero total 100 46 30 76
Sexo
kasculino 52 (52)%* 36 (78.3) 16 (53.3) 52 (68.4)
Femenino 48 (48) 10 (21.7) 14 (46.7) 24 (31.6)
{ de edad e T3 46.4 1 5 48.4 ¥ 5 47.3 % 5

#* % en paréntesis.
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CUADRO VIII

DISTRIBUCION DE GRUPOS SANGUINEOS

Grupo sanguineo Testigos Lepra Lepra . Pacientes
lepromatosa tuberculoide totales
23 (23)* 9 (19.6) 9 (30) 18 (23.7)
7 (1) 4 (8.7) 3 (10) 7 (9.2)
AB 1 (1) 1 (2.1) 0 (0) I {(1.3)
0 69 (69) 32 (69.6) 18 (60) 50 (65.8)
Rh+ 98 (98) 46 (100.0) 30 (100.0) 76 (100.0)

* % en paréntesis.

CUADRO IX

INTRADERMORREACCION DE MITSUDA EN LOS SUJETOS CON LEPRA

Intraedermorreaccidn Lepra Lepra Pacientes
lepromatosa tuberculoide totales
Positiva* 0 30 30
Negativa 46 0 46

* Cuando hay eritema y la induraciédn después de 21 dias es mayor

de 0.5 mm de diametro.



CUADRCO X

FRECI!ENCIAS DE ANTIGENOS DEL LOCUS A EN LAS POBLACIONES DE 100 TESTIGOS Y 76 PACIENTES CON LEPRA

TESTI1GOS PACIENTES TOTALES
Especificidad Casos Frecuencia Frecuencia Casos Frecuencia ‘recuencia

(N=100) antigénica génica (N=76) antigénica génica
Al 17 17.0 8.89 13 17.10 8.95
A2 33 33.0 18.15 17 22.36 11.84
A 9 9.0 4.60 13 17.10 8.95
A9 41 41.0 22.33 33 43 .42 23.6
119 17 17.0 8.71 14 18.41 0.47
A1l 12 12.0 6.19 8 10.52 5.41
Awl0 57 57.0 29.37 25 32.87 16.75
Aaw2Z (9) 2 2.0 1.01 7 Q.21 4.72
Aw2d4 (9) 34 34.0 18.76 26 34.21 18.88
v25 (10 4 4.0 2.02 10 13.15 G.81
A28 (10) 12 12.0 6.19 4 5.26 2.65
r2 13 13.0 6.72 12 15.78 8.23
A29 (19) 6 6.0 3.05 2 2.63 1.32
Aw30 (19) 5 5.0 2.53 3 3.94 1.99
w31 (19) 16 16.0 8.35 8 10.52 5.41
w32 (19) 6 6.0 3.05 7 9.21 4.72



CUADRO X (Continuacién)

Aw33 (19) 3 3.0 1.51 2 2.63 1.32
Aw3d (19) 5 5.0 2.53 3 3.94 1.99
Aw36 0 Q 0 o 0 Q
twd3 0 0 0 0 s} 0
Blancos 17 17.0 8.89 17 22.36 11.89
N = Total de casos estudiados.

Las frecuencias antigénicas y génicas estén expresadas en porcentaje.

I

0

Los antfgenos amplios a los cuales pertenecen cada uno de los subtipos ee%alacos;
Ejemplo: Los antfgenos A25 y A26 forman parte del A10.



CUADROQC XI

FRECUENCI AS DE ANTIGENOS DEL LOCUS A, EN 46 PACIENTES CON LEPRA LEPROMATOSA
Y 30 PACIENTES CON LEPRA TUBERCULCIDE

LEPRA LEPROMATOSA LEPRA TUBERCULOIDE
Especificidad Casos Frecuencia Frecuencia Casos Frecuencia Frecuencia

(N=46) antigénica génica (N=30) antigénica génica
il 8 17.39 9.11 5 16.66 8.71
N2 9 19.56 10.31 8 26.67 14.38
A3 7 15.21 7.92 6 20,0 10.29
A 19 41.13 22.35 14 46.70 25.57
S10 6 13.05 6.565 6 20.0 10,29
ALd 7 15.21 7.92 1 3.33 1.68
Al9 20 43.40 22.31 o 23.33 11.B%
w2l (5) 4 8.70 4.45 3 10.0 5.12
Aw2d (9) 15 i2.60 17.90 11 36.7¢ 20.44
25 (1) 2 4.35 2.20 4 13.33 6.0
bl 465 a ¥.7¢ 4.45 0 Q 0
vag G 13.04 6.75 5 16.60 8.71
<26 (19) 1 2.17 1.09 1 3.33 1.68
Aw3l (19) 2 4.35 2.20 1 3.33 1.68
w3l (19) 7 15.21 7.92 2 6.67 339
Aw32 (19) 5 10.86 5.59 3 10.0 5.13
Aw33 (10) 2 4.35 2.20 0 0 0



CUADRO Xl (Continuacién)

Aw34 (19) 3 6.52 3.31

0 0 0
Aw306 0 0 0 0 0 0
Awdd 0 0 0 0 0 0
Slancos 10 21.73 11.53 7 23.30 12.44

v = Total de casos estudiados.
Las frecuencias antigénicas y génicas estén expresadas en porcentaje.

() = Llos antfgenos amplios a los cuales pertenecen cada uno de los subtipos sefialados.



CUADRO Xil

FRECUENC!IAS DE ANTIGENOS DEL LOCUS B EN LAS POBLACIONES DE 100 TESTIGOS Y 76 PACIENTES CON LEPRA

TESTIGOS PACIENTES TOTALES
Especificidad Casos Frecuencia Frecuencia Casos Frecuencia Frecuzncia

(N=100) antigénica génica (N=76) antigénica génica
85 23 23.0 11.84 19 © 24.99 12.81
87 9 9.0 4.61 13 17.10 8.05
B8 4 4.0 2.02 4 5.26 2.67
B12 19 19.0 9.82 18 23.68 12.22
B13 6 6.0 3.C4 7 9.21 4.72
B14 8 8.0 4.08 5 6.57 3.34
B15 14 14.0 7.26 10 13.15 6.81
Bw16 19 19.0 9.73 4 5.26 2.07
317 10 10.0 5.04 8 10.52 5.41
818 7 7.0 3.56 5 6.57 3.34
dw21 3 3.0 1.51 1 131 0.66
Bw22 2 2.0 1.01 4 5.26 2.67
327 6 6.0 3.05 6 7.8¢ 4.03
5w3s 7 7.0 3.56 12 15.78 £.23
837 3 3.0 1.51 3 3.94 1,90
Bw38 (16) 10 10.0 5.13 4 5.26 2.67
B39 (16) Q 9.0 4.61 3 3.94 1.99

B40 21 21.0 10.73 14 18.42 t .68



CUADSRO XIl (Continuacién)

Bwdl 0 0 0 1 1.31 0.66
Bw42 4 4.0 2.02 1 1.31 6.66
Bwid (12) 15 15.0 7.80 9 11.84 6.11
Bw45 (12) 4 4.0 2.02 9 11.84 6.11
Bved 1 1.0 0.50 1 1.31 0.66
BwdQ (21) 3 .0 1.51 1 1.31 0.66
Bw51 13 13.0 6.73 9 11.84 6.11
Bw52 9 9.0 4.61 6 7.89 4.03
Bw53 2 2.0 1.01 1 1.31 0.66
Bw54 0 0 0 0 0 0
Blancos 19 19.0 10.0 12 15.78 8.23
N = Total de casos estudiados.

Las frecuencias antigénicas y génicas estin expresadas en porcentaje.

O = Los antfgenos amplios a los cuales pertenecen cada uno de los subtipos sefalados;
ejemplo: los antigenos Bw38 y Bw39 forman parte del Bwil6,



CUADRO XIh

FRECUENCIAS DE ANTIGENOS DEL LOCUS B, EN 46 PACIENTES CON LEPRA LEPROMATOSA
Y 30 PACIENTES CON LEPRA TUBERCULOIDE

LEMRA LEPROMATOSA LEPRA TUBERCULOIDE
Especificidad Casos Frecuencia Frecuencia Casos Frecuencia Frecuencia

(N=46) antigénica génica (N=30) antigénica génica
55 9 19.57 9.96 10 33.33 17.46
57 7 15.21 7.92 6 20,0 10.56
88 2 4.35 2.20 2 6.67 3.39
B12 15 32.60 17.03 3 10.0 5+13
313 4 8.7¢0 4.45 4 13.33 6.00
B14 4 8.70 4.45 1 3.33 1.68
315 4 8.70 4.45 6 20.0 10,506
Bwi1b 4 8.70 4.45 3 10.0 5.13
317 4 8§.70 4.45 4 13.33 6.90
318 5 10.86 5.59 0 ) 0
dw2l 0 0 0 o 0 Q
w22 2 4.35 2.20 2 6.67 3.39
B27 3 6.52 3.31 3 10.0 5.13
Bwls 8 17.39 9.11 4 13.33 3,00
837 3 6.52 3.31 &) 0 ¢
Bw38 (16) 2 4.35 2.20 2 6.67 3.39



CUADRO XIll (Continuacién)

4.35 2.20 1 3:33 1.68

Bw32 (15) 2

340 8 17.39 © 0,11 6 20.0 10.56
Bwq 1 1 2.17 1.09 0 0 o
Dw42 0 0 0 1 333 1.68
3wdd (12) 8 17.39 9.11 1 3.33 1.68
Bwd5 (12) 7 15.21 7.92 2 6.67 3.39
Dwd7 1 2.17 1.C9 0 0 0
awd0 (21) 0 0 0 1 3.33 1.68
Bw51 3 6.52 3.31 & 20.0 10,546
Bw52 2 4.35 2.20 4 13.32 6.90
fwh3 1 2.17 1.00 0 Q O
Bw54 0 0 0 ¢ 0 2
3lancoes 7 15.21 7.92 4 12.33 A, a0

Total de casos estudiados.

::
il

Las Frecuencias antigénicas y génicas estdn expresadas en porcentaje.

Y = Los antfgenos amplios a los cuales pertenecen cada uno de los subtipos se%alados.
P, P



CUADRO XIV

FRECUENCIAS DE ANTIGENQCS DEL LOCUS C EN LAS POBLACIONES DE 100 TESTIGOS Y 76 PACIENTES CON LEPRA

TESTI60S PACIENTES TOTALES
Especificidad Casos Frecuencia Frecuencia Casos Frecuencia Frecuencia

(N=100) antigénica génica (N=76) antigénica génica
Cwl 17 17.0 8.89 16 21.05 11.15
Cw2 23 23.0 12.25 20 26.31 14.16
oWl 47 47.0 27.20 34 44.73 25.66
Cwd 32 32.0 17.54 21 27.63 14.93
Cw§ 4 4.0 2,02 3 3.9 1.99
Cwi 6 6.0 3.05 1 1.31 Q.56
Cw? 6 6.0 3.05 4 5.26 2.067
slances 65 65.0 40.8 53 69.74 44.99

h = Total de casos estudiados.

Las frecuencias antigénicas y génicas estfn expresadas en porcentaje.



CuUADRO XV

FRECUENCIA DE ANTIGENOS DEL LOCUS C, EN 46 PACIENTES CON LEPRA LEPROMATOSA
Y 30 PACIENTES CCN LEPRA TUBERCULOQIDE

LEPRA LEPROMATOSA ) LEPRA TUBERCILQIDE
Especificidad Casos Frecuencia Frecuencia Casos Frecuencia Frecuencia

(N=46) antigénica génica (N=30) antigénica génica
Cwl 14 30.43 16.59 3 10.00 535
w2 10 21.74 11.54 10 33.33 18.35
Cuwl 18 39.13 21.98 15 50.0 29.28
Cred 16 34.78 19.24 5 16.67 8.7:
w5 2 4.35 2,20 1 3.33 1.68
Cwh 1 217 1.09 0 0 b
w7 4 8.70 4.44 4] o 3
IFzoes 27 53.69 35.73 26 86.66 53.48

N = Total de casos estudiados.

Las frecuencias antigénicas y génicas estdn expresadas en porcentaje.



CUADRO Xvi

FRECUENCIAS DE ANTIGENOS DEL LOCUS DR EN LAS POBLACIONES DE 100 TESTIGOS Y 76 PACIENTES CON LEPRA

TESTIIERS PACIENTES TOTALES
Especificidad Casos Frecuencia Frecuencia " Casos Frecuencia Frecuencia

(N=100) antigénica génica (N=76) antigénica génica
bR Q 9.0 6.19 17 22.36 11.88
UR2 23 23.0 16.73 24 31.58 17.28
U3 8 8.0 5.48 17 22.36 11.88
oivd 18 18,0 12.82 28 36.84 20.52
D5 14 14.0 9.82 17 22.36 11.88
DRwb - - - 6 7.89 4.02
DR7 25 25.0 18.35 18 23.68 12.64
OR 18 18.0 12.82 9 11.84 6.11
DRw S - - - 2 2.63 1.32
Elancos 35 35.0 26.97 14 18.42 9.68
N = Total de casos estudiados,

Las frecuencias antigénicas y génicas estdén expresadas en porcentaje.

- = No trabajado.



CUADRGO XVII

FRECUENCIA DE ANTIGENOS DEL LOCUS DR, EN 40 PACIENTES CON LEPRA LEPROMATOSA
Y 30 PACIENTES CON LEPRA TUBERCULCIDE

LEPRA LEPRGIATOSA LEPRA TUBERCULCIDE
Especificidad Casos frecuencia Frecuencia Casos Frecuencia Frecuencia

(n=46) antigénica génica (N=30) antigénica génica
DR1 13 28.26 15.30 4 13.33 6.90
UR2 11 23.91 12.77 13 43.33 24.72
LR3I 8 17.39 9.11 9 30.0 16.33
D4 21 45.65 26.28 7 23.33 12.44
D5 11 23.91 12.77 6 20.0 12.56
DRwhH 4 8.70 4.44 2 6.67 3.39
oR? 9 19.57 10.31 Q Jo.o 16.33
Hes 6 13.04 6.74 3 10.0 c.13
Ohw @ J Q Q 2 6.67 3.39
dlancos 9 19.57 1C.32 5 16.67 8.71
N = Total de casos estudiados.

Las frecuencias antigénicas y génicas estén expresadas en porcentaje.



CUADRO XVILI

SIGNIFICADC ESTADISTICC DE LOS RESULTADCS EN LOS
PACIENTES TUBERCULOIDES COMPARADOS CONTROS LOS SUJETCS S:NCS

Especificidad Xz Yatesl p2 pcJ RR4
HLA=-A2S 5.284 0.02 1.14 3.69
HLA-DR3 7.413 0.006 0.3 3 58

1. Prueba estadistica de X° corregida pocr Yates.
2. Probabilidad.
3. Probebilidad corregida.

4. Riesgo relativo.
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vi. DISCUSION

Los resultados del presente estudio, muestran que en rela--
cién a la edad la distribucidén entre el grupo total! de pacientes
y los testigos es practicamente igual y la diferencia se hace me-
nor al comparar los subgrupos de pacientes entre si. Estos hallaz
gos sefalan que no hay predominio de edad para desarrollar alguna
de las formas polares de lepra y que el bacilo es capaz de infec-
tar a los individuos en cualquier etapa de la vida, aunque los pa

cientes mas jovenes no eran menores de 11 afios.

Por lo que se refiere al sexo, cabe sefalar que la enferme~
dad aparece con mayor frecuencia en el sexo masculino que en el =
femenino (68.4 contra 31.6 %) y curiosamente la preferencia por -
el primero se hace aun mas notoria en los afectados con la forma
lepromatosa, ya que el 78.3 % eran hombres, mientras que en la ==
forma tuberculoide el 53.3 % pertenecian a dicho sexo. Estos da-
tos podrfan sugerir que hay un ligamiento al sexo, sin embargo es
posible que uno de los factores determinantes en cuanto a la ma--
yor incidencia en hombres sea debido a la funcién de las gl&ndu=--
las endécrinas {54). Por otro lado sélo el 21.7 % de los leproma
tosos eran wmujeres y es bien sabido que durante la pubertad, ellas
presentan resistencia a la infeccién por el bacilo de Hansen y en
tre los 20 y 29 afios época durante la cual en general la mujer -
presenta su actividad sexual mas intensa hay menor probabilidad -
de contraer la enfermedad, mientras que en la menopausia hay mayo

res posibilidades de que sea infectada (54).

En relacidn a la distribucidon de grupos eritrocitarios, no
se encontrd ninguna asociacidén ni al tomar al grupc de pacientes
global, ni al fraccionar a los pacientes en los dos subgrupos, co
*mo se puede ver en el cuadre VII|l, Estos datos sefalan que no =

hay ninguns participacidn de estos marcadores, codificados genéti
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cemente en la predisposicién o no @ l&2 lepra o a ia expresidn de
cualquiera de sus formas.

Como ya se menciond anteriormente, los pacientes con lepra
tuberculoide presentan su respueste inmuncl8gice celular intecia,
por lo que era de esperarse que la prueba de Mitsuda fuara posi-
tiva, y en efecto, el 100 % de los casos presentS una reaccidén ="
inflamatoria. En cambio los 46 pacientes con diagndstico de le-
pra lepromatosa fueron incapaces de responder a la prueba cuté--
nea, lo cual confirma que la respuesta inmunolégica celular se -

encuentra francamente abatida (ver cuedro 1X).

La distribucién de antfgenos tanto A, B, C como DR en las
diferentes poblaciones raciales que se muestran en el cuadro II,
indican cuan importante es hacer estudios de asociacifn con en--
fermedad en grupos raciales iguales. E! fondo gendtico HLA en -
la poblacién mexicana es diferente al de otros grupos, Asf, los
antfgenos de mayor frecuencia son el A2, Aw24, BS5, Bw35, B40, -
Cwl, Cw3d y Cw4 para las regiones A, By C. Indudablemente el pa
trén es muy propio de mexicanos aunque es claro el aporte de ge-
nes provenientes de otros grupos. Los antfgenos més frecuentes
son el DR2, DR5 y DR7. La frecuencia del DR2 es similar & la de
los japoneses mientras que la del DR7 se acerca més a la de la -
poblacién caucfsica. En cambic los antfgenos DR1 y DRI se en---

cuentran en una baja proporcién al igual que en los japoneses.

Al analizar los resultados de los antfgenos de histocompa-
tibilidad, se encontr§ que el antfgeno A25 estd significativamen
te incrementado en los pacientes con lepra tuberculoide (Frecueﬂ
cia génica = 6.90, cuadro X|), comparativamente con la poblacién
sana (frecuencie génica = 2,02, cuadro X) pues e! valor de Xz -
fue de 5.2845 con una p = 0.02 (cuadro XVII1). Sin embargo al -

corregir el valor de la probabilidad por el nimero total de com-
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paraciones hechas (57) la diferencia perdié su sigrificaco {pc =
1.14), lo que no permite confirmar la participacidn de dicho an-

tfgeno en el desarrollo de la forma tuberzuloide.

Ew ningln otro caso se encontré desviacidn para ninguno de
lus subgrupos, en relacién a los loci A, B o C. Las frecuencias
de tres antfgenos, el All, el Aw3l y el Bw44 se encontraron dis-
minufdas en los pacientes con lepra tuberculoide (frecuencia gé-
nicas A11 = 1,68, Aw3l = 3.39 y Bw44 = 1.68) comparativamente -
con los testigos en los que las frecuencias fueron de 6.19, B.35
y 7.80 respectivamente. No obstante, las diferencias no alcanza
ron significado estadistico y estas disminuciones pueden deberse
simplemente a un mecanismo de compensacibn al incremento del an-

tfgeno A25.

Si se observa lo que se ha informade en la literatura en -
relacién a los productos A, By C los resultados son muy discor=-
dantes, pues como se seflala en el cuadro nimero V, de 11 estudios
hechos, algunos obtuvieron elevado el B5 (61, 63) en pacientes -
tuberculoides, pero llama la atencién que Smith y col. (61) ob=-
servd también un incremento del A10 lo cual coincide con el pre-
sente estudio ya que el A25 es un subtipo de dicho antigeno, so-
bre todo porque el grupc de pacientes estudiado por ellos son fi
lipinos los cuales contienen también genes mongoloides. Otros -
autores encontraron un incremento en el Bl4 (59) o Bw2l (58) en

la forma lepromatosa y otros ninguna asociacidn.

En los dos trabajos previos, hechos en México, con pobla--
cién mestiza (56, 57) en el primero se encontraron desviaciones
en los antigenos A2 y A3, pero en el segundo realizado con un nd
mero mayor de antisueros y mejor definidos que inclufan més espe
cificidades no se encontrd asociacién alguna. Es importante se-

fdalar gue estos estudios incluyeron sdlo pacientes lepromatosos



lo que hace una diferencia importante con este trabajo, ademds .Je
que aqui se integraron un nimero maycr de especificidades y de -
reactivos, pues actualmente hay descritos muchos antfgenos que -
aun no se descubrfan en 1976 y mucho menos en 1973 cuando fueron

real izados los dos estudios mencionados.

Los resultados obtenidos tanto en la literatura como en el
presente trabajo sugieren que es muy probable que los genes del -
MHC estén participando en la predisposicién, pero puesto que se =
trata de un agente infectante muy complejo con determinantes anti
génicos miltiples, tal vez se hallan también miltiples genes Ir -
involucrados y las observaciones hechas en los loci A, B y C pue-
den ser un reflejo de que los verdaderos genes estin en otra re--
gién del MHC; tal vez cerca del locus DR, ya que es aquf donde pa

recen residir dichos genes Ir.

En este sentido, al analizar el locus DR, se encontrdé que en
los pacientes con lepra tuberculoide el antfgeno DR3 presenta u-
na frecuencia génica de 16.33 (cuadro XVIl), bastante alta al com
pararla con la de los testigos (frecuencis génica = 5.48 cuadro -
XVl); el valor de la X2 fue de 7.4135 con una probabilidad menor
de 0.006 que es significativa. No obstante, al corregir el valor

de p se perdié el significado estadistico (pc = 0.3, cuadro XVIII).

También se obtuvo un valor elevado en la frecuencia génica
de! antigeno DR2 que no era estadisticamente significativo al com
pararlo con la poblacidén sana. En relacién con los trabajos rea-
lizados anteriormente con respecto al locus DR (cuadro VI), Van =
Eden en 1982 (1), encontrd también una alta frecuencia del antf-
geno DR3 en pacientes de lepra tuberculoide. Es interesante sela
lar que los pacientes incluidos eran una mezcla negro-caucasoides
de Surinam y el aumentc de DR3 no sélo se halld significativamente
incrementade en los tuberculoides, sino que se en.cntraba disminui

do en los lepromatosos sugiriendo que algin factor asociado al D73
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controla el tipo de enfermedad que se desarrolia después de la -

infeccién por llycobacterium leprae.

En cuanto al antigenc DR2, hay cinco trabajos que sefalan
una alta frecuencia de este antigeno en ios tuberculcides, pero
en tres de ellos (69, 70, 71), el dato no fue estadisticamente -
significativo., Sin embargo, fueron realizados en pobiacién abier
ta, al igual que en este trabajo. A este respecto, ha sido de -
una gran importancia la evaluacién de estudios famiiiares, pues
éstos muestran realmente si hay segregacidén conjunta de haploti-

pos y enfermedad, y por lo tanto si existe ligamiento genético.

Los trabajos de Van Eden y col. y Sujiyama y col. (67, 68)
fueron hechos con familias en los que habfa miembros afectados -
con ambas formas de lepra. En estos casos, la segregacion de -
la forma tuberculoide corria paralela con la presencia de haplo-
tipos que contenfan al antigeno DR2. Ademés la frecuencis de ho

mocigotos para el antigeno era mayor de lo esperado en los suje~
tos afectados (p. 0.03).

Esto sugiere por un lado, que si la forma lepromatosa de--
pende de alglin factor genético, éste no parece tener relacién -
con el MHC ¥y por otro lado que por lo menos algunos de los ele=--
mentos determinantes de la expresidn tuberculoide estdn codifica
dos en el cromosoma ndmero 6. En este sentido, nucstros pacien-
tes tuberculoides no sdlo tenian esa frecuencia incrementada del
DR3 sino un incremento del DRZ aun cuando este Gltiws no alcanzé
val idez estadistica; y aunque es mds diffcil postuler resistencia

que susceptibilidad, estos resultades parecerian seficlar que cer

ca de la regidén D se encuentran inclufdos genes involucrados en
la resistencia a padecer el padecimiento en su forma grave, pues
la asociecidn es en este estudio v les demds que se lan menciona

do es con los pacientes tubercuici..
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Por Gltimo el riesgo relative de 2.58 (cuadro XVIII) es un
indice de que una vez infectade un sujetc por el bacilo, si su fe
notipo HLA contiene al antfgeno DR3, tiene tres veces mds posibi-
lidades de evolucionar hacia la forma benigna del padecimientc, -

lo cual le proporciona una ventaja sobre los sujetos DR3 negatives.

En Gltima instancia, para confirmar estos hallazgos es in--
dispensable analizar familias mestizas mexicanas en las que haya
por lo mencs dos hermanos afectados con la misma forma. Veolvien-
do al estudio de Van Eden (1) es el hallazgo de la participacién
del antigeno DR}, lo cual coincide con los resultados de este es-

tudio.

En cuanto al trabsjo realizade in vitro para la asocaicién
de HLA y enfermedad (5), los resultados del presente trabajo los

confirman pero in vivo.

En cuanto a los Blancos, se trata de antigenos no identifi-
cados, debido a varias causas: la primera es porque dentro de la
regién hay un nimero mayor de antigenos de los hasta ahora conoci
dos, y es el caso del locus DR, ésto es cierto pues siguen identi
ficdndose nuevos productos y por esc la frecuencia de blancos es
tan alta (26.97 #). La segunda es debido a la posible homocigoci
dad, El que un antigeno aparezca como informacidn diploide, sélo
se puede saber, a través de estudios familiares, en donde se iden
tifica tanto el haplotipo materno, como el paterno, y por supues-
to en estudios comv éste donde se integranlsujetos de poblacién -
abierta tomada al azer, no es posible saber si la ausencia de un
antigeno se debe a que tiene una doble dosis de él ¢ se trata de

un producto aun no descrito.

En cuanto a la distribucidn de los pacientes de la Rendbli-
| - - - . -~ - .
ca dMexicana considero que las zonas endémicas (Suanajuato, lichee

cdn, Jalisco y Estade de néxice) deben estudicrse m&s con la fina



{idad de controlar lcs focos de infeccidén y conccer yue factores
i R ’ o B ia de ! nersonas no afectad dichas -
gexTerminan id resicenCila € 1as personas no arectades en dicnas

Zonas .

En conclusidn, la relacién encontrada entre el sistema HLZ
y la lepra es de considerable impcrtancia ya que es una herramien
ta de gran valor para los estudios de herencia, ciasificacién y -
patogenia de la enfermedad en cuestién. Asi mismo, puede ser de
gran utilidad comc ayudas en el diagnéstico. Otro aspecte impor--
tante de este estudio, es el haber snalizade a los enfermos en -
términos de los subgrupos polares de la enfermedad, lo cual permi
tié sugerir que posiblemente existen genes de resistencia incluf-

dos dentro del MHC.

Considero que la implicacién mds importante de la relacién
entre los antigenos HLA y la lepra es que se pueden tener mejores
criterios para evaluar la patogenia de la enfermedad. Posiblemen
te, las asociaciones de los antfgenos HLA-DR estén més relaciona-
dos con los genes de respuesta inmuncl8gica (Ir) ;;pecffica o con
los genes de supresidn inmunclégice (Is), los cuales pueden tener
un papel importante en la interaccidn de los determinantes de =-

Mycobacterium leprae con las células del aparato inmunocompetente.

El tipo lepromatoso podria estar controlado mds expecifica-
mente por otros factores, comc las posibles reacciones cruzadas -
entre partes de |la estructura de algdn antigeno HLA y alguna se-=

cuencia estructural de liycobacterium leprae; ¢ por la constitucién

bioquimice de las células de Schwan que le podria conferir o ne -

capacidad 2l organismo de responder contra esta becteria (51).
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Finalmente, puesto que no hay duda de la participacién que
tienen los genes HLA del MHC en diversos mecanismos inmunolégicos
el adentrarse en las enfermedades infecciosas podré establecer a
los sujetos en riesgo, lo que redundari en un beneficio enorme en
la prevencién, diagnéstico y tratamiento oportuno de los pacientes
y los resultados obtenidos en este trabajo abren una gran perspec

tiva en e| campo de la lepra.
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Vil. CONCLUSIONES

En este trabajo se demostrd que al buscar asociaciones HLA
con lepra, es necesario trabzjar con un nimero considerable {mfni
mo 50) tanto de pacientes come de sujetos sanos (grupo testigo) -
para comparacidn con el cocbjeto de obtener resultados confiables -
ya que al analizar tantos parémetros (67 antfgencs) fécilmente pec
drfa surgir una asociacidn al azar que no fuera real. Por estos
motivos se considerd fundamental darle un tratamientc estadfstico
muy estricto que incluyé tanto la correccién de la X2 por Yates =
como la multiplicacién de la probabil idad por el nlmero de compa-

raciones hechas.

Otro de los aspectos metodolégicos importantes, es que es -
indispensable trabajar con antisueros de muy alta calidad que a--
barcan siempre a varios sueros conteniendo & una misma especifici
dad, pues ésto nos dio una mayor seguridad en cuanto a la defini-

cién de los antigenos correctos de ceda individuo,

Sobre esta base, los resultados del presente estudic mostra
ron un incremento de los antigenos A25 y DR3 en la poblacién de -
enfermos tuberculoides al compararlos con el grupo testigo. No -
obstante, la elevacién del antigenco A25 (p = 0.02) fue menor y se
perdibé al corregir la probabilidad (pc =1.14). En el locus DR ,
el alelo DR2 se hallé con una frecuencia del doble en los mismos
tuberculoides, perc ademds el DRI surgid con un incremento signi=
ficativo (p = 0.006); y aunque este Gltimo también se perdid con
la correccién estadistica (pc = 0.3) fue mucho mayor gue el aumen
tc del A25. Estudios recientes ya mencionados, tembién han mos-~-

trado asociacidn con los miswos antigenos DR.

Los resultados de este trabajo y los yo se®alados, se incli
nan hacia la hipdtesis de que cerce de la regién Dii existen genes

de resistencia, puestc que la ascciaci{n se halld en la Forma be-



nigna de la lepra, sugiriendc que los sujetos que portan el antf-
geno DR2 o DR3, aungue sean infectados con el bacilo tienen un ma
ver nimero de probabilidedes de quedar protegides contra la forma

destructiva de la enfermedad.

= Por dGltimo se intent§ ver la presencia de genes Ir (de res-
puesta inmunol8gica), en base a2 la correlacién entre la presencia
de algdn antigeno HLA y la respuesta cuténez a la prueba de —-——
Mitsuda cuya positivided demuestrs que la respuesta inmunolégica

celular a los antigenos de hMycchbacterium leprae estd intacta. No

se encontrd ninguna relacidén lo que muestra que no existen genes
cepaces de hacer a un individue respondedor ¢ no respondedor a dji
chos antigenos inclufdos dentro del MHC. Sin embargo ésto no ex=-

cluye la posibilidad de su localizacién en otros cromosomas.

El incrementc del antigeno DR3 encontrado en este estudio -
en los pacientes tuberculoides constituye una fuerte base pare ex
plorar familias en las que haya enfermos con lepra para determi--
nar en forma definitiva si la enfermedad segrega paralelamente -~

con un haplotipo HLA particular. .

Finalmente, es importante se%alar, en base s estos resulta-
dos, que la tipificacién HLA serfa una herramienta de gran utili-
dad en nuestro pafs, pues pcdrfan detectarse a los sujetos en --
riesgo de desarrollar la forma lepromatosa en base a la ausencia
de los antigenos DR2 o DR3 y enfocar los esfuerzos clfnicos de -
trateamientos temprancs y tal vez buscar las condiciones ambienta-

les aprcpiadas en una forma cientificamente dirigidas.



Vitl., ArERSECE

1. roeterial ¥ equipc:

Jeringas estériles

Agujas estériles

Pipetas Pasteur

Jeringas Hamilton 50 ul

‘Pipetas Eppendorf 5 ul

Pipetas graduadas (1, § y 10 ml)

Tubos de vidrio 13 x 150

Tubos Fisher, Robbins Scientific Corporation
Cajas de petri

Portaobjetos, Clay Adams, Gold Seal, No. 3021
Popotes de pléstico

Fibra de nylon, Fenwall Laboratories

Puntas de micropipeta, Pipettens pitzen 3102
C8&mara cuenta glébulcs

Estufa a 37° C, V.!.P. CC2 Incubator 417-10
Balanza analftica, E. Mettler Zurich, type HOT
Balanza granataria, Harvard trip

Filtros de fibra de vidrio, type HA
Microplacas para citotoxicidad, Microtest 3034
Contador de células Coulter, modelo MHR
Vértex, Mixer 60085

Centrffuga refrigerada, modelo PR=2
Centrifuga Fisher, modelo 590

!iicroscopio invertide, American Uptical, Bic Star
iicroscopic 6ptico, E. lLeitz W. Ne. 532147

Potencidmetro, Orion Research mod. 601/digital



2. Reactivos

Solucidén de Hank’s 10X

Reactivo Cantidad Freparacidn

Unidad 1  NaHCO, (Baker) 3.5 g Disolver en 250 ml
3 .
de agua destilada,
distribuir en frascos
de 50 ml, esterilizar
a 15 Ibs. por pulgada
cuadrada.

Unidad 2 NaCl (Baker) 0.0 g Disolver en 800 ml
KC! (Merck) 4.0 g de agua destilada.
= .6
Na,HPO, . 2H,0 (Baker) 0.6 g
Glucusa (Baker) 10.0 g
¥H,PO, (Baker) 0.6 g
Unidad 3 Rojo de fenol 0.4 g vezclar el rojo de
(Carlo ERBA) fenol en una pequeda
cantidad de agua has
ta formar una pasta
homogénea., Diluir =
en 150 ml de agua -~
destilada, titular -
con NaCH 0.2 m. Lle-
var a un volumen fi-
nal de 200 ml, afa--
dir de 1 - 2 ml de -
cloroformo como con-
servador,
Afadir 10C ml de la lnidad 3 a la Unidad 2, llevar a un volu-
men de 1 CO0 ml. Esterilizar la sclucién por medio de filtros Mi=-

llipore 0.22 y distribuirio en frascos estériles de 100 ml sellados

con tapa de hule y retapa de aluminio.

Fara usar el reactivo, diluir la solucién madre 1:1J con agua
destilada. AJadir 2.5 ul de la 'nidad 1 @ la solucién normal para

ajustar el pH, que debe guedar en 7.2 - 7.4.



tepes nii 7.2 1i
Disolver 23 o en 73 wl de ague destilsade
Ajustar e plt 7.2 con NalH 5h
Conpletar o 10C ml con agua destilada

Esterilizar en autcclave

Medio TC 199

pPasar 10 ml de medic concentrado a un frasco estéril de 10C
ml, agregar 4 ml de hepes, U.4 ml de antibidticos vy comple-

tar a 100 ml con agua destilada estéril.

Antibidticos

Penicilina G sédica (ampcllete de 1 00 OOC Ui/ml)
Estreptomicina (ampolleta de 1 g)

Suspender e! cantenidec de cada ampolleta en § ml de agua es
téril. tiezclar ambos antibidticos y distribuir en alicuotas
de 2 ml en frascos estériles.

Almacenar en congelacién hasta su uso.

Solucién de ficoll=hypague

Ficell 9 % en agua destilada 12 partes
Hypaque 34 % en agua destilada 5 partes

El hypaque (Winthrop products) es una solucién de diatrizcate
de scdic (3.5 diacetamida=-2, 4, § triyodcbenzcate de sodio) =
en presentacicnes al 50 y 75 %. En el priwer caso se diluye
1:1.47 (I1C ml de hypaque al 50 T y 4.7 ml de agua destilada),
y en el segundo .se diluye 1:2.1 (10 ml de hypaque a! 75 % y -
i1 ml de cgua destilada)., L& densidad de la mezcla deber§ -

ser de 1,77¢ - 1.078.



Suerc de ternera fetal

Descomplementar & 56° ¢ durante 45 minutc-.

Trombina bovina

Se prepara una solucién que contenga 100 Ul/ml a partir de -
la trombina bovina que tiene 1 000 Ul/ml diluyendo con agua
destilada. Se distribuye en alfcuotas de 0.1 ml y se conser
va en congelacidén a -20° C hasta su uso.

hujol

Colocar una gore de aceite, en cdda excavacidn de las micro-

placas de citotoxicidad. Guarderlas hasta su uso.

Eosina=-formol al 5 %

Pesar 5 g de eosine enatillenta y disclverla en 100 ml de a-
gua destilada. Ajustar & pH 7.0
Se utiliza una solucién saturada de formol (reactivo al 34 %)

Se ajusta a pH 7.4

Fibra de nylon

Se utiliza nylon marca Fenwall. Si nc se cuenta con este ma
terial, se emplea fibre de nylon de tapiceria y se trata de
la siguiente manera:

Se lava la fibra de nylon con HCl IN 3 veces, cuidando de que
toda la lana quede sumergids en el &cido. Se elimina el HCI
y se lava 3 veces ccn HaCH IN. Se lava el exceso de 8lcali
con agua destilads las veces necesarias hasta que el pH del
Gltimo lavade sea igual al del avwua. Se pene & secar exten-

dida en la estufa @ 27° ., hesta que seque totalmente.
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Preparacién de la columna

Se pesan de 50 a 70 mg de fibra de nylon Fenwall o de nylon
previamente tratade y se sumerge en 5 ml de Hanks normal. Se
corta un popote comin a una altura de 10 cm y se cierra a la
flama en &ngulo de 45°.

La lana bien peinada, se empaca en el popote uniformemente y
en forma laxa, ocupando una altura aproximada de 5 em. Cui-
dar que no llegue al extremo cerrado. Se lava una vez con so
lucién de medic TC precalentado & 37° C (con suero de terne-
ra fetal al 5 %) y se incuba durante 30 minutos en forma ho=-
rizontal. Se hace una horaedacién en el extremo cerrado del
popote pare permitir la salida del Ifquido. Se s¥ca la co--

lumna y se elimina el medio.

Complemento

Se usa suerc normal de conejo como fuente de complemento. -~
Los animales se sangran y la sangre se deja coagular a 4° C.
Se separa e! suero y se mezcla con un volumen igual de glébu
los rojos tipe A (obtenido de 3 o més donadores). Se incuba
durante 1 hore y se centrifuga a 1500 rpm durante 15 minutes
a temperatura ambiente, Este se distribuye en alicuotas y -
se conserva a -70° C hasta su uso. El complemento as{ obte-
nido su utiliza pare la tipificacién de los ioci A, By C. -
Para la tipificacién de los productos del locus DR se usa un

comp lemento especial, comercial, proveniente de Pel-Freeze,

Heparina

Se utiliza como anticoagulante (1 000 Ul/ml), en una concen-

tracién de 0.1 m! por cada 10 ml de sangre.
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Antisueros para grupos sanguineos

Se emplean antisueros comerciales para la determinacién de -

los grupos sanguineos: anti=A, anti=-B y anti=Rh.
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