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RESUMEN

El embarazo es la Unica causa natural de inmunizacién contra el sistema de Antigenos
Leucocitarios Humano (HLA). Durante la gestacion hay paso de leucocitos fetales a
través de la placenta, lo que puede desencadenar en la madre una respuesta
inmunoldgica contra los antigenos HLA fetales de origen paterno, con la consecuente
produccion de anticuerpos. El objetivo del estudio fue conocer la prevalencia de
sensibilizacion a antigenos HLA inducida por embarazos en mujeres paraguayas y
estudiar las caracteristicas y especificidades de los anticuerpos encontrados.
Realizamos un estudio descriptivo, prospectivo, de corte transversal de 319 mujeres
paraguayas, que acudieron al Laboratorio Central de Salud Publica entre abril de 2017
y abril de 2018 utilizando la tecnologia LUMINEX para la deteccion de anticuerpos anti-
HLA. Se encontraron anticuerpos anti-HLA en 46% de las mujeres multiparas. Se
detectaron anticuerpos contra todos los antigenos testados. La gran mayoria de los
sueros resultaron ser poliespecificos. Concluimos que al aumentar el nimero de
gestas no solo aumenta la probabilidad de una mujer de desarrollar anticuerpos anti-
HLA, sino que también parece aumentar la cantidad de especificidades desarrolladas y
el titulo de los anticuerpos.

Palabras clave: anticuerpos anti-HLA, aloinmunizacién fetomaterna, respuesta
inmune, embarazo.

Fetomaternal immunization against HLA antigens in
women from a Paraguayan population

ABSTRACT

Pregnancy is the only natural cause of immunization against the Human Leukocyte
Antigen (HLA) system. During pregnancy, fetal leukocytes pass through the placenta,
which can trigger an immunological response in the mother against the fetus paternal
HLA antigens, with the consequent production of antibodies. The objective of this
study was to determine the prevalence of pregnancy-induced HLA antigen
sensitization in Paraguayan women and to study the characteristics and specificities of
the antibodies found. We conducted a descriptive, prospective, cross-sectional study
of 319 Paraguayan women, who attended the Central Laboratory of Public Health
between April 2017 and April 2018 using LUMINEX technology to detect anti-HLA
antibodies. We found anti-HLA antibodies in 46% of multiparous women. Antibodies
against all tested antigens were detected. The vast majority of the sera exhibited
multiple specificities. We conclude that increasing the number of gestations not only
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increases a woman's likelihood of developing anti-HLA antibodies, but it also appears
to increase the number of developed specificities and titers of antibodies.

Keywords: anti-HLA antibodies; fetomaternal alloimmunization; immune response;
pregnancy.

INTRODUCCION

La presencia de anticuerpos anti-HLA en suero del paciente previo a un trasplante
de érganos se ha asociado con una alta tasa de rechazo hiperagudo, rechazo mediado
por anticuerpos (RMA) y con una alta probabilidad de pérdida del injerto*™. El
rechazo mediado por anticuerpos anti-HLA es actualmente reconocido como uno de los
retos mas importantes en el campo del trasplante renal y en menor grado en el
trasplante de otros 6rganos sélidos como pancreas, corazén e higado®*¥. La
aloinmunizacion anti-HLA requiere de un estimulo antigénico previo y el mismo se
puede producir durante el embarazo, por transfusiones sanguineas, y/o por
trasplantes previos**”), El embarazo es la Unica causa natural de inmunizacién anti-
HLA. Durante la gestacion hay paso de leucocitos fetales a través de la placenta, que
al ponerse en contacto con el sistema inmune materno puede inducir en esta una
respuesta inmune contra los antigenos HLA fetales de origen paterno, con la
consecuente produccién de anticuerpos. Aunque dichos anticuerpos no tienen un
impacto deletéreo sobre el feto, si lo tienen en el contexto del trasplante de
érganos‘t’=29),

Estudios realizados en mujeres multiparas reportan la presencia de anticuerpos
anti-HLA en un 10 a 30% de ellas®*™?*. Sin embargo, en una investigacién realizada,
en el ano 1987, en mujeres multiparas paraguayas, se observd que la prevalencia de
estos anticuerpos fue del 47%®®. Por otra parte, en nuestro laboratorio, hemos
observado que el 69% de las mujeres multiparas en lista de espera para trasplante
renal presentaban anticuerpos anti-HLA(%27),

Cabe destacar que la mayoria de los estudios anteriormente mencionados
obtuvieron datos mediante el uso de técnicas de menor sensibilidad y especificidad
que las actuales. La técnica clasica para detectar anticuerpos fue la Citotoxicidad
Dependiente del Complemento (CDC), posteriormente alrededor del afio 1990 se
realizaba la deteccion de anticuerpos anti-HLA utilizando el Ensayo Inmuno
Absorbente Ligado a Enzimas (ELISA) que era mas especifica que la CDC. Y
finalmente, desde aproximadamente 20 afos, se introdujo la tecnologia Luminex® que
utiliza moléculas HLA simples recombinantes que permite la deteccion, ademas de la
caracterizacién de los anticuerpos anti-HLA con mayor sensibilidad, rapidez vy
especificidad que las anteriores(?83%),

A la luz de estos avances y a la incorporacidon de la tecnologia Luminex® en el
Laboratorio Central de Salud Publica en el afio 2017, se propuso un proyecto, con el
objetivo de conocer la prevalencia de sensibilizacion a antigenos HLA inducida por
embarazos en mujeres paraguayas y estudiar las caracteristicas y especificidades de
los anticuerpos encontrados.

MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo, prospectivo, de corte transversal de 319 mujeres paraguayas,
que acudieron al Laboratorio Central de Salud Publica entre abril de 2017 y abril de
2018.

Se utilizaron como criterios de exclusidon antecedentes de transfusiones sanguineas,
antecedentes de trasplante alogénico y primer trimestre de embarazo.

Para la recoleccién de datos cada paciente fue informado de los objetivos del
estudio, firmd un consentimiento informado y completé una encuesta para obtener
datos de edad, procedencia y antecedentes obstétricos (trimestre de embarazo si
correspondia, nUmero de embarazos, numero de abortos, tiempo trascurrido desde el
ultimo embarazo, nimero de padres bioldgicos).

La muestra consistia en 3 - 5 mL de sangre extraida por puncidon venosa periférica
y colectada en un tubo sin anticoagulante. Suero separado por centrifugacién a 1500
rpm por 10 minutos, alicuotado y almacenado a -80 °C, hasta su procesamiento.
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Para la deteccién de anticuerpos anti-HLA se utilizé la plataforma LUMINEX,
adaptacién de la citometria de flujo estandar que utiliza microperlas fluorescentes
recubiertas de antigenos HLA. Primeramente, a todas las muestras se realizd la
prueba de cribaje de anticuerpos anti-HLA de Clase I y II utilizando el reactivo
LIFECODES LifeScreen Deluxe de IMMUCOR de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para la identificacién de los anticuerpos de las muestras positivas se
utilizaron los kits de Antigeno Aislado (Single Antigen) LIFECODES LSA Class I y
LIFECODES LSA Class II de IMMUCOR siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados se interpretaron con ayuda del programa "MATCH IT: Antibody Software”.

Para hallar cPRA (calculated Panel Reactive Antibodies) se utilizé la calculadora de
la pagina web de la Organizacidon Nacional de Procuracion y Trasplante (UNOS), del
Ministerio de Salud de los Estados Unidos.

Para el analisis estadistico se tuvo en cuenta el nimero de embarazos efectivos
(ndmero de embarazos - numero de abortos). Las muestras fueron distribuidas en 6
grupos de tratamiento. Grupo 0: mujeres sin historial de embarazo (grupo control);
Grupo 1: mujeres con antecedente de un (1) embarazo; Grupo 2: mujeres con dos (2)
embarazos; Grupo 3: mujeres con tres (3) embarazos; Grupo 4: mujeres con cuatro
(4) embarazos; Grupo 5: mujeres con cinco (5) o mas embarazos.

Los datos de las encuestas y los obtenidos de los analisis de anticuerpos se
introdujeron en una planilla y se analizaron utilizando herramientas de estadistica
descriptiva.

Para evaluar la asociacién entre variables se utilizaron tablas de contingencia de
dos por dos, test de chi cuadrado y razén de momios (odd radio). Para todas las
pruebas de hipotesis se fijo un nivel de significacion de p < 0,05.

Asuntos Eticos

El protocolo fue revisado y aprobado por el comité de ética (que cuenta con
Certificacién Internacional FWA N° FWAOOO020088) de la Institucion con Cédigo de
Aprobacion CEI-LSCP N° 60/200615.

RESULTADOS

Este estudio incluyé a 319 mujeres cuya edad promedio fue de 39 afios (rango: 18
a 85 afios); el niumero de embarazos varié entre 0 a 10; el rango de tiempo
trascurrido desde la Gltima gestacion fue de 0 a 50 afios.

De las muestras estudiadas, 101 (31.7%) arrojaron resultados positivos. Un total
de 193 (60%) mujeres informaron ser multiparas (=2 embarazos), encontrandose
anticuerpos anti-HLA en 46% de ellas.

La presencia de anticuerpos anti-HLA fue mayor con el nimero de embarazos. La
relacién entre estas dos variables resulté ser directa con un valor de p<0.05. Asi
mismo, se estudiaron los valores de cPRA y MFI de los diferentes grupos de
tratamiento, observandose que ambos valores aumentan con el ndamero de
gestaciones (Tabla 1).

Tabla 1. Sensibilizacién a antigenos HLA en los diferentes grupos.

Namero de (1] 1 2 3 4 =5
embarazos (n=62) (n=64) (n=57) (n=65) (n=33) (n=38)
Presencia de 3% 16% 40% 45% 46% 55%
anticuerpos anti-HLA (2) (10) (22) (30) (15) (22)
Razon de Momios Grupo

(Odds Ratio) Control 5.5556 18.857 25.714 25.000 41.250
Nivel de Significancia Grupo 0.0314 0.0001 <0.000 0.0001 <0.000
(p) Control 1 1
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cPRA promedio de

1% 11% 27% 32% 30% 44%
todas las muestras
CPRA promedio de las 40% 70% 71% 69% 65% 77%
muestras positivas
si?gnﬁéi?n‘q’g'ggeia‘éz 1201-  1331- 1208- 810- 1162-  1258-
e 1845 12451 14645 20032 17817 21433
muestra positiva
Promedio de MFI
maximo de muestras 1523 6530 6219 7507 5592 9141

positivas

cPRA: Porcentaje de Anticuerpos Reactivos calculado
MFI: Intensidad de Fluorescencia Media

Para las mujeres multiparas se evalu6 el efecto de la cantidad de padres bioldgicos
sobre el desarrollo de anticuerpos anti-HLA. No se encontré un efecto significativo
(p=0.3732, odds ratio=1.3184).

Asi también, se evalud el efecto de los abortos sobre el desarrollo de anticuerpos
anti-HLA. Se encontré que esta variable afecta directamente a la sensibilizacion contra
dichos antigenos (p=0.0011, odds ratio=2.2877).

De las muestras positivas, 34% presentaban anticuerpos anti-HLA Clase I, 32%
anticuerpos anti-HLA Clase II y 34% ambas Clases de Anticuerpos.

Se detectaron anticuerpos contra todas las perlas tanto del kit de Antigeno Aislado
Clase I como del de Clase II.

El orden de antigenicidad de las moléculas HLA observado fue de
DR>B>A>DQ>DP>C. (Figura 1).

40%
20%
10% l
0%

HLA- DR HLA- B HLA- A HLA- DQ HLA- DP HLA- C

Frecuencia en porcentaje
&
®

Especificidades por Locus HLA

Figura 1. Distribucion de Anticuerpos anti-HLA por Locus

Los anticuerpos anti HLA-B y HLA-DR presentaron los valores de MFI mas altos
(MFI promedio 6183 y 7549 respectivamente), mientras que los valores de MFI de los
anticuerpos anti HLA-DP fueron los mas bajos (MFI promedio 3489).

Especificidad de los anticuerpos

De las 101 muestras positivas Unicamente 7 presentaron anticuerpos dirigidos
contra un solo antigeno HLA (epitopo privado), las demas presentaban multiples
especificidades.

Las especificidades mas frecuentes para el Locus HLA-A fueron contra A24, A2,
A68, A23 y A69 (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de Anticuerpos anti HLA-A

Las especificidades mas frecuentes encontradas para el Locus HLA-B estaban
dirigidas contra los alelos B27, B76, B7, B45, B47 y B60 (Figura 3).

Frecuenciaabsoluta

B7 B8 B13 B18 B27 B35 B37 B33 B35 B41 BAY B4A4 BAS B46 B47 B48 B45 BSD B51 BS2 B53 BS54 B5SS B56 B57 B58 BSS B60 B61 BE2 BE3 BA4 BES BET BTL BT BTI BYS B76 BT7 878 BA1 BE

(18] (16} 112) (12) (22) {21) 122) (22) (22) (17) (17) (20} (0] (15) (15) (14) (18} {70} (70) (15} {15) (15)

Especificidades Locus HLA-B

Figura 3. Distribucion de Anticuerpos anti HLA-B

La especificidad mas frecuente para el Locus HLA-C fue contra HLA-C3 (C9y C10) y
la de menor frecuencia contra HLA-C5.

En el caso del Locus HLA-DR, las especificidades mas frecuentes fueron contra el
trio DR4, DR7 y DR9 y la pareja DR11 y DR12. Las menos frecuentes fueron contra la
pareja DR15 y DR16. (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion de Anticuerpos anti HLA-DR
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En cuanto al Locus HLA-DQ, se encontraron anticuerpos contra los 7 antigenos
definidos serolégicamente como DQ2, DQ4, DQ5, DQ6, DQ7, DQ8, y DQ9 presentes
en el kit utilizado. Los anticuerpos contra los antigenos DQ7, DQ8 y DQ9, todos
subtipos de DQ3, fueron los mas frecuentes (Figura 5).
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Figura 5. Distribucion de Anticuerpos anti HLA-DQ

DISCUSION

La prevalencia de 46% de inmunizacion contra antigenos HLA inducida por
embarazos encontrada en este estudio, es consistente con la obtenida hace 34 afos
atrds en una poblacion de mujeres paraguayas, donde el equipo de Sckell y
colaboradores observaron que el 47% de las mujeres multiparas presentaban
anticuerpos anti-HLA®®, Este resultado también es similar al de la Clinica Ginecoldgica
del Hospital de Educacién e Investigacion de Izmir Tepecik (Turquia), en el cual
reportaron que 54% de las mujeres se sensibilizaron a antigenos HLA a través del
embarazo, utilizando la tecnologia Luminex®®,

En un estudio realizado en el afio 2015 en nuestro laboratorio, reportamos que el
69% de las mujeres multiparas presentaban anticuerpos anti-HLA, este ndamero
aumentado podria deberse a que la poblacién accesible en aquel entonces eran
mujeres en lista de espera para trasplante, y la gran mayoria de ellas habian recibido
numerosas transfusiones sanguineas a causa de la enfermedad®®. Gracias a la
presente investigacion pudimos estudiar aisladamente el efecto del embarazo en la
aloinmunizacion HLA.

Por otro lado, la prevalencia observada en otros paises, difiere de la hallada en
mujeres paraguayas. Costa Rica reportd que el 12% de las mujeres multiparas
presentaron anticuerpos anti-HLA, mientras que Cuba informd un 20%. Esto podria
deberse a que utilizaron métodos de deteccidon de anticuerpos anti-HLA de menor
sensibilidad, como la CDC y ELISA respectivamente(?!23),

Encontramos que existe una relacién directa entre el nimero de embarazos y el
porcentaje de sensibilizacién por antigenos HLA. Diversos autores reportaron este
mismo aumento, entre ellos, el estudio de Densmore y colaboradores, cuyo porcentaje
de mujeres sensibilizadas por antigenos HLA con 0, 1 a 2, >3 embarazos fue 7.8, 14.6
y 26.3, respectivamente®?, si bien es notorio el incremento, no es el mismo que el
observado en nuestro estudio, observar la Tabla 1, también es importante destacar
que en nuestro estudio consideramos a las mujeres multiparas a partir de 2
embarazos.

Nuestro resultado también se correlaciona con el reportado en el estudio de Triulzi
y colaboradores, donde reclutaron a mujeres de seis bancos de sangre de Estados
Unidos, y la prevalencia de anticuerpos anti-HLA también fue incrementando con el
numero de embarazos: 1.7% (cero embarazos), 11.2% (un embarazo), 22.5% (dos
embarazos), 27.5% (tres embarazos) y 32.2% (cuatro o mas embarazos)®?.

En este sentido es importante destacar que al aumentar el nimero de gestas no
solo aumenta la probabilidad de una mujer de desarrollar anticuerpos, sino que
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también aumenta el porcentaje de cPRA (relacionado a las especificidades de los
anticuerpos) y el valor de MFI (relacionado al titulo de los anticuerpos).

De acuerdo con el presente estudio, las moléculas HLA exhiben diferentes grados
de inmunogenicidad. El orden de antigenicidad encontrado fue DR>B>A>DQ>DP>C, por
lo que corresponderia que el puntaje asignado a los pacientes en lista de espera de
trasplante renal para un determinado donante cadavérico esté en relacion con el grado
de match priorizando este mismo orden.

Varios estudios demuestran el alto grado de respuesta inmune que presenta el
locus HLA-DR en comparacién con los otros loci®®?73%, Esto coincide con lo encontrado
en este estudio, donde un alto porcentaje de muestras presentaban anticuerpos anti
HLA-DR. Consideramos que el sistema de puntaje de adjudicacidon de rifiones debe
favorecer el match HLA-DR entre la pareja donante-receptor.

Los anticuerpos anti HLA-B y HLA-A, le siguen en el porcentaje de
inmunogenicidad. Este resultado tiene correlacion con el grado de polimorfismo que
presentan estos dos loci. Segun la Ultima actualizacién del International
Immunogenetics (IMGT)/HLA, la cantidad de alelos es la siguiente: HLA-A: 5266, HLA-
B: 6537, HLA-C: 5140, HLA-DR: 3168, HLA-DQ:1901®, Como se puede observar, la
cantidad de alelos HLA-B, HLA-A y HLA-C encabezan el niumero de polimorfismos, sin
embargo, sélo el HLA-B y el HLA-A exhiben una alta respuesta inmunoldgica.

Encontramos que mas del 40% de los pacientes positivos para anticuerpos anti-HLA
presentan anticuerpos especificos contra antigenos HLA-DQ, este resultado se
corresponde con la inmunogenicidad observada en el estudio de Kaneku vy
colaboradores, donde el 85% de los receptores de trasplante de higado, desarrollaron
anticuerpos de novo contra el antigeno HLA-DQ, lo que demuestra la importancia de
una tipificacion HLA-DQ del donante y el receptor para obtener una prueba cruzada
virtual precisa y confiable®*3),

Aunque la frecuencia de anticuerpos anti HLA-C no fue elevada, es importante que
el laboratorio de Histocompatibilidad considere estos anticuerpos. En caso de
identificarse en el receptor anticuerpos anti-HLA-C puede resultar conveniente ampliar
la tipificacion del donante y el receptor a este locus.

Es interesante resaltar que se han encontrado muy pocos sueros que posean
anticuerpos dirigidos contra un solo antigeno HLA. Los anticuerpos desarrollados
durante el embarazo generalmente son dirigidos contra epitopos compartidos por
varios antigenos HLA denominados CREGS (Cross Reactive Groups), haciendo que
este grupo de mujeres presente niveles de cPRA elevado(?%3”),

En el presente estudio, los anticuerpos mas frecuentes para el Locus A fueron del
CREG 2C, dirigidos contra los antigenos A2, A23, A24, A68, A69; para el Locus B del
CREG 7C dirigidos contra B7, B27, B47, B60; y para el Locus DR los dirigidos contra el
trio DR4, DR7 y DR9. Segun lo reportado por Benitez y colaboradores los alelos mas
frecuentes de la poblacion mestiza paraguaya son el A2, A29; B35, B7, B51; DR2,
DR5, DR3®), Se esperaria que la frecuencia de los anticuerpos fuera proporcional a la
frecuencia de los antigenos de la poblacién, sin embargo, esta correlacién no fue
encontrada en todos los casos. El estudio de Lucas y colaboradores tampoco encontré
correlacion entre la frecuencia de antigenos HLA y la frecuencia de anticuerpos en
varias especificidades®”, lo cual indicaria que los antigenos de HLA presentan
potenciales antigénicos diferentes.

Hemos encontrado sueros con anticuerpos provenientes de mujeres ancianas cuya
Ultima gestacion fue hace 50 afios. Este hallazgo sugiere que la sensibilizaciéon HLA
producida por los embarazos es muy duradera.

El hecho de que los anticuerpos formados durante el embarazo sean dirigidos
contra antigenos HLA del padre, tiene implicancias cuando hablamos de trasplantes
vivos entre esposos cuando la mujer es la receptora o cuando los hijos desean donar a
sus madres. Frente a esta situacion sugerimos que el Crossmatch previo al trasplante
sea realizado con la técnica mas sensible disponible que es la citometria de flujo.

Actualmente la técnica de Crossmatch por Citometria de Flujo no se realiza en
nuestro medio, y aunque gracias a la deteccion de anticuerpos anti-HLA donante
especificos por tecnologia Luminex se han evitado muchos trasplantes que podrian
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haber sido un fracaso, es importante que el laboratorio de Histocompatibilidad cuente
también con un citdmetro de flujo para realizar estudios de Crossmatch en pacientes
hipersensibilizados(?®31),

Dado que la sensibilizacién a antigenos HLA dificulta la busqueda de un donante de
organos compatible, este estudio demuestra que, entre los pacientes en lista de
espera para trasplante, las mujeres multiparas estan en desventaja en comparacién
con los hombres y las mujeres nuliparas(®>!®, Esta desventaja deberia considerarse en
el sistema de puntuacion de asignacion de drganos provenientes de donantes
cadavéricos, otorgando mayor puntaje a los pacientes mas sensibilizados, de manera
a equilibrar en cierta medida sus posibilidades de trasplante.
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