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SISTEMA H.L.A. Y TRASPLANTE

El sistema H.L.A., es el sistema ma-
yor de histocompatibilidad, esta ge-
néticamente codificado en los brazos
cortos del cromosoma 6, es un siste-
ma antigénico pofimorfo, gue juega
un importante papel en el mecanismo
de la respuesta inmune.

Se -hereda de forma mendeliana
codominante y es contrelado por dife-
rentes locus genéticos: locus A, locus
B., locus C,, y locus D/DR.

Todo individuo posee dos antige-
nos por cada locus, cada uno de fos
antigenos son heredados por un cro-
mosoma. Asi pues, cualio antigenos
son heredados por ef haplotipo pater-
no vy los otros cuatro por el haplotipo
materno. Se entiende por haplotipo,
al conjunto de genes pertenecientes a
un sistema gue se hereda en un mis-
mo cromosoma. Asi, un individuo po-
seera dos haplotipos: el paterno vy el
materno.

Loslocus A, B, y C., se definen se-
rolagicamente, por técnicas de micro-
linfocitotoxicidad sobre linfocitos tota-
les. En el VIl Worhshop de histocom-
patibilidad, se han descrito los si-
guientes alelos para estos locus: locus
HLA—A 19 antigenos, locus HLA—B
40 antigenos, locus HLA—C 8 antige-
nos.

El locus HLA—D/DR, es una es-
tructura compleja, donde pueden es-
tar ubicados los genes de la respues-
ta inmune, siendo iguamente
commplejo su estudio. Este locus se

define por métodos celulares (CME y

PLT) y seroldgicos (microlinfocitotoxici-
dad sobre linfocitos B), los siguientes
alelos: once HLA-DW v diez. HLA-D
no existiendo una correlacion:absol

ta entre los diferentes antlgenos HLA
DWIDR.

Las técnicas que nosotros realizam-
mos para el estudio del sistema HLA.,
son:

—Microlinfocitotoxicidad, tipaje HLA
locus ABC
locus D/DR

—C.M.L. (DW)

—Obtencion de antisueros v escruti-
nio de anticuerpos citotdxicos de
enfermos.

Para realizar un tipaje HLA, prime-
ramente tendremos que proceder a la
separacion de linfocitos, partiendo de
sangre total heparinizada, ya que este
sistema estd mas que representado
en los finfocitos. Una vez obtenidos
estos linfocitos, los enfrentaremos a
una bateria gue posee unos sueros
deterrminados, enfrentando asi anti-
geno y anticuerpo. Mediante el com-
plemento de conejo, se efectia una li-
sis de la membrana celular en fa que

- ha existido una especificidad antige-

no anticuerpo y hace que un coloran-

te para nosotros vital que es la ecsina, |

tifia las células. A los 5 minutos se
para la tincién con formaldeido, para

. gue asl sdlo se hayan podido tefiir las
celulas muertas, quedando las vivas B

sin tefiir y distinguirlas asi perfecta
mente en el microscopio.

Habremos obtenido de esta:mane:

ra, el tipaje al Iocus ABC pe
cus D

ue el locus ABC esta representado

- el DN.A. Al enfrentar unas poblacio-

ciendo en 1 6 2 meses. La persisten-
poblaciones, ya -

en los linfocitos Ty B vy el locus DR
s0lo en los linfocitos B. La separacion
de linfocitos B puede realizarse por
varias técnicas. En nuestre medio utili-
zamos la propiedad de adherirse a la
ffibra de Nylon. Una vez obtenidos los
infocitos totales, los introducimos en
una columna de plastico Hena de fibra
de Nylon. Después y previa incuba-
cion de las células, se separan los lin-
focitos Ty B.

El cultivo mixto de linfocitos es otra
técnica diferente para explorar el 1o-
cus D.

Cuandc se ponen en cultivo dos
pobiaciones linfocitarias de individuos
antigénicamente diferentes al tocus O
se prduce una proliferacion de estas
células, que podemos medir por la in-
corporacién de Timidina marcada en

nes linfocitarias. a otras mitonizadas,
es decir blogueando su capacidad
de proliferacién, nos dara el-indice de
incompatibilidad al Iocus D

Si detectamos altos: indlces_.-
tacién de Timidina; el cultiy
sitivo, si no hay captac
do respuesta prohfera

tos:previamente es-

nticuerpos HLA, raramente_
P sisten en el suero de las mujeres
una vez han dado a luz, desapare-

cia de un anticuerpo, constituye una
fuente interesante de suero.




El escrutinio de anticuerpos citotéxi.-'. -
cos es la técnica del estudio de los

sueros, mediante ella obtendremos
muestras antisueros de trabajo, va
mencionados anteriormente v detec-
taremnos los probables anticuerpos
que hayan podido hacer los enfermos

como respuesta a diversas transfor-

magciones.

La técnica consiste en que, partien-

do de un panel equilibrado de linfogi-

tos con todos los antigenos al locus
ABC y enfrentado ante los sueros pro-
blemna, nos dara una reaccién positiva
0 negativa a uno, varios o ninguno de
£50s antigenos. Si una vez efectuada
ia lectura al microscopio de esta prue-
ba, el resultado de ella fuera toda ne-
gativa, dirlamos que se trata de un
suero negativo. Si no fuera asf y hu-
biera alguna positividad en ella, esta-
rfamos ante un suero positivo. Segun
alas células con las que hubiera reac-
cicnado positivamente dirfamos que
se trata de una u ctra especificidad
antigenica, pero si la reaccion positiva
fuera imprecisa y desordenada, nos
encontrariamos ante un suero positivo
multiespecifico o inespecifico.

Como va he dicho antes, al sisterna
HLA se le denomina el sistemna Mayor
de Histocompatibilidad, pero en reali-
dad no es tal. Son sistemas antigéni-
cos gue tienen gran importancia en el
reconocimiento de las células, tienen
una enorme importancia en la coope-
racion cetular y sirven como mediado-
res para la inntercomunicacion de
unas celulas con otras. Esencialmente
pues, €l sistema HLA es un sisterna
de gran immportancia bioldgica celu-
lar y ha sido el hombre quien lo ha
convertido en el sistema Mayor de
Histocompatibilidad, ya que el tras-
plante es un artefacto terapéutico in-

troducido por el hombre, Por lo tanto,
* 0s diré que el sistema HLA tiene, ade-
mas del frasplante, otras funciones y
otros papeles, aungue es del tras-
plante y concretamente del trasplante
renal, del que os voy a hablar.

Haoy en dia se observa una correla-

cién positiva entre |a identidad HLA y
la mayor su:pervivencia del rifién tras-
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- plantado. A medida que ha ido avan-
- zando el tiempo, se han ido aceptan-

do diferentes criterios respecto a-fa
identidad de los locus, hasta llegar af
momento actual que existe una ten-
dencia primordial a frasplantar con
igual identidad DR.

Las trasfusiones sanguineas, jue-
gan un papel importante en los traba-
jos de trasplantes de rifidn, ya que los
rifiones de los enfermos previamente
trasfundidos, tienen una mejor super-
vivencia que los de los pacientes no
trasfundidos. Por lo tanto, en la actuali-
dad, la trasfusion sanguinea, se reali-
za como condicion necesarid para la
preparacion del receptor y casi ha
desplazado esta teoria la identidad
HLA. El nimero y el momento de la
trasfusion es discutido, Aqui emplea-
mos 5 transfusiones cada 30 dias y

‘una de- recuerdo a los 6 meses.

Las causas beneficiosas de fa tras-
fusidn, no se conacen con certeza y
existen muchas hipdtesis para expli-
car este fendmeno; una de ellas es la
gue considera que fas trasfusiones
provocan la produccion de anticuer-
pos bloqueantes o facilitartes. Tam-
bién ofros autores, defienden gue a
traves de las trasfusiones se crea un

~ estado de tolerancia inmunoldgica.

Las trasfusiones conltevan también,
la posibifidad de la creacién de anti-
cuerpos anti HLA a los locus ABC o
DR. Esta presencia de anticuerpos no
son perjudiciales para fa superviven-
cia del trasplante siempre, claro esta,
que no se hallen dirigidos contra los
antigenos de! donante.

Por lo tanto, es imprescindible co-
nocer la especificidad del anticuerpo
y, antes de proceder al irasplante, rea-
lizaremos siempre un cross-match
{(prueba cruzada), con todos los sue-
ros almacenadcs del receptor que
poseamos de cada trasfusion y los
enfrentaremos a los linfocitos del do-
nante. Si uno de los suercs es positivo
frente a estos linfocitos el trasplante
esta contraindicado y no se debe rea-
lizar, S

De ésto podéis deducir faimportan-

- cia que tiene que los sueros de los en-

fermos se reciban correctamente a los
quince dfas de la trasfusion (este pe-
riodo de quince dias es debido a que
éste se considera el tiempo en que los
anticuerpos hacen su aparicion) en
nuestro faboratorio HLA. Naturaimen-
te, la muestra que mandéis debe ser
de suero y no de plasma, ya que con
él no podemos realizar ninguna prue-
ba. '

Para finalizar os voy a describir, bre-
vemente lo que es una alarma de tras-
plante y cuales son los pasos a seguir
para seleccionar al receptor.

Existe un posiblel donante. Una vez
tramitados los requisitos necesarios,
se establece la alarma de trasplante
(Somos tres ATS. y uno de los tres es-
tamos localizados siempre, mediante
una busca), nos avisan. llegamos al
laboratorio junto al médico hematdlo-
go que esté tambien de guardia de
trasplante y comenzamos ya las re-
glas a seguir:

— 12 Grupo sanguineo del donante
— 2° Si ha sido trasfundido o no

St es O ya sabemos que los enfer-
mos de momento que se pueden
trasplantar van a ser a todos. Si es A,
nos remitiremos a los del grupo A v
AB ysiesBalosdel ByAB, etc...

8i ha sido el posible donante trans-
fundido no podemos comenzar a rea-
lizar el Tipaje con sangre periférica, ya
gue en la lectura de él nos encontra-
remos comn Sus propios antigenos y
los correspondientes a las trasfusio-
nes que le hayan puesxto. Nos ten-
dremos que esperar a que se extrai-
gan los rifiones y nos manden un
frozo de bazo.

Si, por el contrario no ha sido tras-
fundido, va podemos comenzar a tra-
bajar con sangre periférica. Empeza-
remos haciendo la separacion de
linfocitos totales. Una vez realizada
ésta y rmediante la técnica de fibras de
nylon, como ya os he explicado ante-
riormente, separaremos linfocitos T y
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B, y una vez separados, ya podemos
realizar el tipaje. Con los linfos T tipare-
mos al locus A, B, C, y con los B al
DR. IR

Una vez obtenido el tipaje y proce-
dido a su lectura, nos remitiremos a
las listas de'los enfermos, posibles re-
ceptores,.y nos basaremos en los si-
guientes criterios: . . .-

12 Que &l protocolo trasfusional sea
correcto, 5 trasfusiones, mas la do-
sis. de recuerdo.

22 Que los sueros se nos hayan man-
dado correctamente y en su dia
después de las trasfusiones.

32 Que no tenga ninguin anticuerpo
dirigido contra ningln antigeno
del donante,

42 {dentidad al locus DR.

5% ldentidad al locus ABC.

Una vez establecido este criterio y,

ya junto con los nefrologos, se hace la
seleccion de dos ¢ tres posibles re-
ceptores. Se les avisa v, a su llegada,
se realiza el cross-match (prueba cru-
zadda) con el suero recibido en ese
momento y con todos 10s que tenga-
mos aimacenados en nuestro labora-
torio. Obteniendo, como final de la
prueba, el receptor idéneo para este
donante. Y ya, por nuestra parte, que-

da finalizada lo gue es una alarma de

trasplante.

Este proceso lieva un promedio de
9 a 10 horas de duracién desde que
tenemos la alarma hasta que obtene-
mos la seleccion del receptor, sumarnr
do a ello el tiempo que tarde éste en
venir y lo que tarde el cross-march,
gue viene a ser unas tres horas y me-
dia, resulta un promedio total de 15 a
17 horas, de ahi la importancia que
hay en que estemos localizados y
acudamos lo mas pronto posible a
nuestro laboratorio.




