Histocompatibilidad, citomegalovirus
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Se utilizo el cultivo mixto de linfocitos (CML)
para tratar de establecer la correlacion entre
alorreactividad, rechazo e infeccion por
citomegalovirus (CMYV) y la posible reactivacion
del virus in vitro. Se practicaron CML clasicos
para estudiar la respuesta proliferativa y en
paralelo, CML para los estudios de reactivacion
viral. El periodo de seguimiento clinico de los
pacientes oscilé entre tres meses y un afio y
durante el cual se pudo corroborar la fuerte
asociacion entre rechazo e infeccion por CMV
(p=0.001). Se probaron, para el aislamiento
viral, 144 sobrenadantes de combinaciones de
CML con resultados negativos.

En general, la correlaciéon entre CML Y HLA
fue pobre; si bien fue significativa para HLA-
(A+B), no lo fue para DR. Tampoco hubo aso-
ciacion entre el rechazo y los parametros clini-
cos rutinarios para el seguimiento de los pa-
cientes (BUN, creatinina, depuraciéon de
creatinina), al igual que con la clase y el nimero
de transfusiones.

El porcentaje promedio de respuesta relati-
va (%RR) fue mayor cuando la relacion con el
donante era paternal que cuando era fraternal
(p=0.05) y la mayoria de los episodios de infec-
cion por CMV y rechazo se presentaron en los
pacientes que recibieron trasplante de origen
paterno.
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INTRODUCCION

La reaccion de rechazo y la infeccion por
citomegalovirus (CMV) son las dos dificultades
principales en el area de los trasplantes en la
actualidad. El rechazo es la expresion clinica de la
alorreactividad o aloagresion, que se refiere al
hecho sorprendente de que un gran numero de
linfocitos de un individuo no inmunizado respon-
den activamente, cuando se ponen en presencia de
células alogénicas (1).

In vitro, el fenomeno de la alorreactividad se
puede detectar y medir mediante el cultivo mixto
de linfocitos (CML) y la linfocitotoxicidad, pero
ninguna técnica es capaz de medir todos los as-
pectos del problema. E1 CML se considera como
el modelo clasico de la respuesta inmune alogénica
in vitro y esta basado en el reconocimiento por
parte de un namero de linfocitos de moléculas
estimuladoras en células alogénicas. Sélo diferen-
cias alogénicas codificadas por el CML son capa-
ces de estimular tal respuesta, con excepcion del
ratén, en el cual el locus Mis (antigenos menores
estimuladores de linfocitos) también codifica
antigenos estimuladores potentes (1-5).

El significado fisiologico de la alorreactividad
no se conoce. La nica exposicion natural a célu-
las alogénicas ocurre durante la reproduccion,
particularmente de los mamiferos (por el semen,
durante el embarazo y en el momento del parto).
Pero, actualmente, por la aplicacidon terapéutica
de trasplantes como tratamiento de eleccién en un
sinnimero de patologias, ha surgido el problema
del rechazo y la enfermedad de injerto contra
huésped, como el mayor reto para el éxito de los
trasplantes. En consecuencia, ademas de curiosi-
dad cientifica, el esclarecimiento de los fenome-
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nos de alorreactividad y tolerancia se ha converti-
do en una necesidad imperiosa (1, 6-9).

Existen dos hipdtesis principales para explicar
el mecanismo de reconocimiento alogénico: el
receptor de los linfocitos T respondedores reco-
noce el aloantigeno en el contexto de sus propios
antigenos de histocompatibilidad (como ocurre en
todos los demds casos de reconocimiento
antigénico por parte de linfocitos T); o bien, el
receptor del linfocito respondedor reconoce di-
rectamente el CML sobre las células estimuladoras.
Cualquiera que sea la teoria que finalmente resulte
comprobada, el linfocito T respondedor entra en
un estado de activacion caracterizado, entre otras
cosas, por sintesis de macromoléculas, transfor-
macion blastica y proliferaciéon (2, 3, 9-11).

El CMV humano (CMVH) es un miembro de
la familia Herpesviridae, y como todos en esta
familia, se caracteriza por la latencia como su
principal estrategia para sobrevivir. Se desconocen
aspectos fundamentales de su epidemiologia y de
su patobiologia, pero se sabe que esta ampliamente
distribuido en la poblacion y es causa de enfer-
medad principalmente in utero (por reactivacion
o por infeccién primaria de la madre) y en
inmunosuprimidos (12-15).

En el trasplante se retnen aspectos
predisponentes de la infecciéon como son los pro-
cedimientos médicos (dialisis, transfusiones, etc.),
la inmunosupresion terapéutica y el trasplante
mismo. El trasplante juega un doble papel en este
caso, pues ademas de ser portador potencial del
virus (si proviene de un individuo infectado), tie-
ne aloantigenos que estimularan una respuesta
alogénica creando circunstancias propicias para la
reactivacion viral, bien a partir del receptor o, con
mayor frecuencia, a partir del donante. No se sabe
con certeza cudl es la secuencia de eventos que
conduce a la reactivacion y, lo que es mads intere-
sante, algunos investigadores sospechan que sea
la respuesta alogénica misma la que induce la
reactivacion mientras que otros creen que la
reactivacion del virus es el evento desencadenante
del rechazo (16-28).

La relacion entre CMV y rechazo se vuelve
critica en el momento de establecer una terapia
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para el paciente trasplantado y con sindrome fe-
bril. Tanto la infeccidon como el rechazo se mani-
fiestan por sintomas y signos inespecificos y no
existen métodos diagndsticos que aclaren oportu-
namente el problema. En estas condiciones se
procederd a aumentar la inmunosupresiéon si se
cree que el problema es un rechazo o se procedera
a disminuirla si el diagnodstico presuntivo es una
infeccion por CMVH (16-28).

Con estos dos problemas en mente, el rechazo
y la infeccion, se utilizd6 el CML para tratar de
establecer la correlacion entre aloarreactividad y
rechazo en parejas de trasplantados, y en segundo
lugar, determinar la posible reactivaciéon del virus
in vitro. Aprovechando la posibilidad de manipu-
lar el CML, utilizando diferentes subpoblaciones
celulares o agregando drogas como ciclosporina o
glucocorticoides seria posible, una vez lograda la
reactivacion in vitro, entrar a estudiar la secuencia
de eventos celulares y moleculares involucrados
en este proceso.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Se estudiaron 24 candidatos a trasplante renal y
sus respectivos donantes, apareados por el grupo
de trasplantes del Hospital Universitario San Vi-
cente de Patl (HUSVP) y tomados al azar entre
los trasplantes intrafamiliares realizados en un
periodo de nueve meses (noviembre 1988-agosto
1989).

A estas parejas se les practicéd estudio seroldgico
para CMV y CML pretrasplante en el momento de
la determinaciéon de anticuerpos citotéoxicos (una
o dos semanas antes del trasplante). Se logrd rea-
lizar CML a nueve parejas, dos meses después de
efectuado el trasplante. Los pacientes trasplantados
fueron estudiados clinicamente y mediante prue-
bas de laboratorio clinico: nitrégeno ureico (BUN)
(método de diacetil monoxime), creatinina (método
de Jaffé) y depuracion de creatinina. Igualmente,
cuando se presentd un sindrome febril se practicod
analsis citolégico en orina en busqueda de células
de inclusion compatible con CMV.

Para determinar la posible reactivaciéon del vi-
rus y su posible relacion con la alorreactividad, se
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realizaron CML entre los pacientes y sus respecti-
vos donantes, y entre individuos normales con
HLA y serologia para CMV conocidos. De estos
CML se obtuvieron resultados de porcentaje pro-
medio de respuesta relativa (%RR). Simultanea-
mente, para la deteccién de la reactivacion del
CMV in vitro, se practicaron CML en las mismas
condiciones, cultivados por cinco dias, sin adi-
cion de timidina y congelados a -70°C, en un
volumen final de 2 ml. Adicionalmente, para
efectos del aislamiento viral, se hicieron mezclas
de mononucleares sin irradiar, de tal suerte que la
reactividad era de doble via.

Se determindé el HLA por la técnica de
microtoxicidad de Terasaki (29).

Serologia de Citomegalorivus: se determiné IgG
utilizando un ELISA comercial (Behringwerke
AG) o un ELISA estandarizado en nuestro labo-
ratorio (30-31).

Cultivo mixto de linfocitos (33)

Se tomaron 20 cc de sangre venosa de cada
individuo, en erlenmeyer con perlas de vidrio (5-
10); se agitd6 suavemente por diez minutos hasta
formar un codgulo. La sangre desfibrinada se di-
luy6 en proporcion 3:1 (v/v) en solucidén salina
fosfatada (PBS) 0.15 M/pH 7.2 estéril. Se
centrifugdé a 800 g/15 min sobre un gradiente de
densidad de Ficoll-Hypaque (Pharmacia) en una
proporcion de 3:1 (v/v). Las células mononucleares
obtenidas se lavaron con 10 ml de PBS, tres veces.
Se determiné el numero y la viabilidad, utilizando
un hemocitometro y azul de tripano (Aldrich) al
0.2% en solucién salina. Las células se
resuspendieron a la concentracién requerida, en
medio de cultivo RPMI 1640 (Difco) suplementado
con 25 mM Hepes, 24 M bicarbonato (pH 7.4),
10% de mezcla de suero humano CMV negativos
(minimo de tres hombres), filtrado e inactivado a
56°C/30 min mas 100 U/ml de penicilina y 50 ug
de gentamicina.

Finalmente se emplearon células de uno de los
miembros de la pareja como respondedoras y las
del otro como estimuladoras y viceversa. La mezcla
se hizo por triplicado en microplatos de 96 pozos
de fondo redondo (Nunc) estériles, con 100 ul (1 x
10° cel/ml) de células respondedoras y 100 ul (0.5
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x 10° cel/ml) de células estimuladoras para un vo-
lumen final de 200 ul.

Las células estimuladoras fueron irradiadas
(2500 rads). Como controles se emplearon células
autdlogas y una mezcla de células de tres personas
sanas, no relacionadas con la pareja, ni entre si.
Los cultivos se incubaron a 37°C/5% CO0,, en ca-
mara humedificada por cinco dias, al cabo de los
cuales se pulsaron por 8 horas/37°C/5% CO0, con
0.5 uCi/pozo de timidina tritiada (*Htdr)
(Amersham, actividad especifica 17 uCi/mol).

Posteriormente, las células pulsadas con el
isoétopo radiactivo se recuperaron en filtros de
vidrio, utilizando un colector de células (PHD
Cambridge). Los filtros se colocaron en omniviales
con 2 ml de coctel de centelleo. La radioactividad
se determiné en un contador § de centelleo liquido
(LKB, modelo 1211). Se calcularon las medias de
cuentas por minuto (cpm) de cada combinacién y
el porcentaje de respuesta relativa (%RR). Para
calcular el %RR se utilizo la siguiente formula:

cpm alogénico - cpm autdlogo
%RR = p geni p g

cpm mezcla - cpm autélogo

Para el efecto de los CML postrasplante, se
siguié el mismo proceso descrito anteriormente,
pero ademas de la prueba con mezcla de suero
humano CMV negativo, se realizd6 una prueba
adicional, con 10% de suero autélogo no inactivo
del paciente, tomado el mismo dia del cultivo.

Aislamiento del citomegalovirus (34-35)

Se inocularon 200 ul del sobrenadante del CML,
por duplicado en monocapas o en suspension de
fibroblastos de pulmén humano (HLF), en platos
de 24 pozos (Nunclon) o en tubos Leighton
(Nunclon). En cada pozo o tubo se colocaron 10°
células en 1 ml de medio de crecimiento MEM al
10% de SBF, suplementado con vitaminas,
aminodacidos, penicilina (100u/ml) y estrepto-
micina (100ug). En algunos casos los platos ino-
culados en monocapas fueron centrifugados du-
rante el periodo de absorcién, a 3000 g/30min,
para aumentar las posibilidades de deteccion del
virus. Las células inoculadas se incubaron a 37°C/
5% CO0,/ en camara humidificada. Se realimentd
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con medio de mantenimiento MEM al 3% SBF y
se hicieron observaciones frecuentes por un pe-
riodo minimo de tres semanas. Como controles
negativos se dejaron pozos sin inocular y algunas
veces se incluyd un control de citomegalovirus
(cepa AD-169), para probar la susceptibilidad de
las células y para lograr la familiarizacion con el
efecto citopatoldgico esperado.

Anilisis estadistico

Para el analisis estadistico se aplicaron pruebas
de chi cuadrado para estudiar la correlacion entre
pacientes con rechazo y presencia de CMV en
orina y analisis de regresion multiple entre los
datos de BUN vy creatinina. Se emple6 la prueba
ANO VA para el andlisis entre variables cuantita-
tivas y cualitativas (%RR, cpm, rechazo, BUN,
creatinina, serologia e infeccion por CMV, RR
pretrasplante, postrasplante).

RESULTADOS

Se estudiaron 24 parejas de receptores/
donadores cuyo rango de edad fue de 7 a 53 afios;
el promedio y la mediana fueron de 29 afios.

Para los estudios viroldgicos se realizaron un
total de 295 combinaciones de CML, de los cuales
se lograron probar para el aislamiento viral 144
muestras con resultados negativos. En 53 de estas
muestras se hizo un pasaje ciego con idénticos
resultados. Para correlacionar con la posible
reactivacion del virus in vitro se obtuvieron re-
sultados de %RR en CML de 59 parejas, incluidos
los trasplantados.

Las Tablas 1 y 2 indican el estado serolégico y
la relacidon entre rechazo e infeccidon por citdome-

Tabla 1. Estado seroldlogico, rechazo e infeccion por cito-
megalovirus en  trasplantado.
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Figura 1. Cultivos mixtos de linfocitos de pacientes. Frecuencia
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Figura 2. Distribucion %RR en CML idénticos y haploidén-
ticos (AxB*).

galovirus; como puede observarse la mayor fre-
cuencia de rechazos se presenta en las parejas R+/D+-
con cuatro de ocho rechazos, seguida por la pareja
R+/D- con tres de ocho rechazos. La Tabla 2 sefia-
la especificamente la correlacion entre rechazo e
infeccion encontrandose que cuatro de cinco indi-
viduos con infeccidon viral sufrieron rechazo, lo
cual arroja una correlacion altamente significativa

Tabla 2. Correlacion, rechazo e infeccion por citomegalovirus
en trasplantados.

Infeccion CMY

R

E + -
C

H + 4 4
A

o 1

5 15

Correlacién (Rx - CMV p -0.01)
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(p=0.001). De los ocho pacientes con rechazo, dos
perdieron el injerto y uno se encuentra con disfun-
cion renal. Estos tres ultimos pacientes menciona-
dos, sufrieron rechazo e infeccion por CMV.

En la Figura 1 observamos la distribucion del
%RR en los pacientes. En la Figura 1 se puede
observar que la poblacidon de pacientes se divide
en tres subpoblaciones de acuerdo al rango de
respuesta: bajos respondedores (13 de 24, 54%);
medianos respondedores (7 de 24, 29%) y altos
respondedores (4 de 24, 16%).

Las Figuras 2, 3 y 4 muestran la distribucién de
respuestas de los pacientes segin el numero de
incompatibilidades HLA (A+B) y DR. En la Fi-
gura 2 se observa que la respuesta de
haploidénticos cubre todo el espectro posible de
%RR y por lo tanto no hay diferencias entre indi-
viduos idénticos y haploidénticos. Si bien los
promedios indican 37% para los idénticos y 51%
para los haploidénticos, no se hallé significancia
estadistica (p = 0.4).
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Figura 3. % RR CML Haploidénticos segun incompatibilidad
HLA - A+B (AxB*). * = 2.500 rads.

En la Figura 3 se muestra la distribucion para
individuos con una y dos incompatibilidades HLA
(A+B), encontrandose que el promedio es 31%
para una diferencia y 47% para dos diferencias;
pero de nuevo el rango de respuesta de los indivi-
duos con dos diferencias es muy amplio, lo que
enmascara cualquier grado de significancia esta-
distica.

La Figura 4 compara el %RR para cero y una
incompatibilidad DR. Se encontrd que, contrario a
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lo esperado, se obtuvo un mayor promedio (62%)
de %RR para individuos con cero diferencias y
menos promedio (47%) para individuos con una
diferencia a este nivel.

La distribucién de respuestas segun el paren-
tesco y sexo del donante y la incidencia de recha-
zo e infeccion por CMV se encuentra en la Figura
5. El promedio de respuesta fue mayor en el caso
de padres donantes (63% + 27) que en el de her-
manos donantes (39% =+ 28). En todos los casos
excepto uno, el donador fue la madre, y en los dos
casos en los que el donante fue un hijo, ambos
fueron hombres. Contrario a lo esperado, la dife-
rencia de respuesta entre hermanos fue menor
cuando habia diferencia de sexo (36% + 24) que
cuando no la habia (44% =+ 33).

La mayoria de eventos de rechazo se concentrd
en la subpoblacion con relacion de parentesto
paterna (cinco de ocho casos). En cuanto a la
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Figura 5.% RR en pacientes segin parentesco del donante e
incidencia de rechazo e infeccion.
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presencia de infeccion por CMV, se destaca que
la mayoria de casos (tres de cinco), se presentaron
también en la relacion paterna, mientras los otros
dos casos se presentaron: uno, en la relacidén
fraterna de igual sexo, en aquel de mas alto %RR
en su grupo y otro en la relacion fraternal de sexo
diferente, también el de mas alto %RR en su
categoria, aunque no hubo significancia estaditica
(p=0.2).

El numero desigual y escaso de individuos en
las diferentes categorias impide cualquier correla-
cion para determinar el efecto de las transfusiones
sobre el %RR; sin embargo, es interesante obser-
var que los rechazos y la infeccion por CMV se
distribuyen en todos los grupos, aparentemente,
en forma independiente de las transfusiones.
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Figura 6. Intervalo Tukey del 95% para medias de %RR en
CML. Pretrasplante 'y postrasplante renal.

En la Figura 6 se puede apreciar el promedio de
%RR de los pacientes pretrasplante y de los mis-
mos pacientes postrasplante con mezcla de suero
humano CMV negativo y con suero autdlogo.
Como puede observarse, los valores del %RR
fueron menores en los pacientes postrasplante, y
notoriamente mas bajos en presencia de suero
autologo; sin embargo, no se lograron niveles de
significancia estadistica.
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DISCUSION

Los objetivos del presente trabajo fueron prin-
cipalmente dos: la busqueda de un modelo in vitro
para la reactivacion del CMVH y el estudio de
correlacion entre el %RR en el CML y 1) La
posible reactivacion viral in vitro 2) La reactivacion
viral in vivo y 3) El curso clinico del trasplante.

El marco tedrico que justifica el uso del CML
como posible modelo para la reactivacion del
CMHYV in vitro, lo podemos resumir en los puntos
siguientes: 1) En modelos murinos similares se ha
logrado la reactivacion del CMV vy del retrovirus
tipo C (38-45). 2) Aunque se desconoce el sitio de
latencia del CMVH existe una amplia asociacion
entre este virus y los leucocitos (46-51). 3) Existe
una fuerte asociacion no bien caracterizada entre
la reaccion alogénica y la reactivacion del virus
(52-54) y 4) Los linfoblastos T son susceptibles a
la infeccién por CMVH (55-56).

En la primera fase de este estudio, objeto del
presente informe, todos los resultados de posible
reactivacion viral in vitro fueron negativos a pesar
de que, con el animo de favorecer la reactivacion
y de aumentar la sensibilidad de la deteccion viral,
se practicaron CML de doble via, cocultivos de
CML con fibroblastos de pulmoén humano y pasajes
ciegos. Sin embargo, faltan muchas manipulacio-
nes experimentales por ensayar como serian la
adicion de corticoides, ciclosporina, mitdégenos,
etc., y lo que es mas importante, la utilizacion de
técnicas mas sensibles para la deteccion del virus
como la reaccion de polimerasa en cadena (RPC),
cuya sensibilidad alcanza una copia de DNA viral
en 40.000 células (57-61). Con este fin hemos
hecho contacto con el CDC de Atlanta (USA),
para determinar la presencia del genoma viral.

Se encontrd, acorde con las hipdtesis de este
estudio, que existe una correlacion altamente sig-
nificativa entre infecciéon por CMVH y rechazo.
Igualmente se encontré que las reactivaciones se
concentraron en el subgrupo de pacientes cuyo
donante fue alguno de los padres; los rechazos
estuvieron asociados con este mismo subgrupo;
en el caso de donacidon entre hermanos, solo se
presentaron dos casos de reactivacion viral en
individuos con un alto %RR.
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Estos hallazgos apuntan nuevamente a la aso-
ciacion reactivacion del virus y
alorreactividad; dado que el promedio de
reactividad era mayor cuando los padres fueron
los donantes (63%) que en el caso de donantes
hermanos (39%), alcanzandose significancia esta-
distica (p=0.05); lo cual era de esperarse, pues los
padres antigenos de
histocompatibilidad con los hijos que los herma-
nos entre si.

entre

comparten menos

Se encontrd, ademas, que el rechazo y la infec-
cion se presentaron en los receptores mas jovenes
(7-24 afios). En niflos se han descrito algunas
caracteristicas inmunolégicas que explican el au-
mento en ellos de la alorreactividad, como un
mayor numero de linfocitos T, un incremento en
la blastogénesis espontdnea y una potenciacion,
en general, de la respuesta inmune celular (62).
En cuanto a la asociacion de infeccion por CMV
con la edad, en trasplantados, no existe informa-
cion en la literatura. Si esta asociacion es real
podriamos explicarla por el hecho de que la expe-
riencia inmunoldgica del paciente mas joven con
el CMV debe ser menor, puesto que se ha expues-
to a menos reinfecciones y/o reactivaciones; pero
estas afirmaciones son altamente especulativas y
su comprobacion requeriria de estudios basicos
sobre la epidemiologia de la infecciéon y la
patogénesis de la reactivacion.

En general, la correlacion entre CML y HLA
fue pobre; si bien fue significativa para HLA-
(A+B), no lo fue para HLA DR, que tradicional-
mente se ha asociado mas estrechamente con el
%RR. Por este motivo se les llamo originalmente
antigenos linfocito-dependientes (LD) (63).
Tampoco hubo asociacion entre el %RR y recha-
z0 o reactivacion viral, ni con los valores de
creatinina y BUN.

Ademas de la respuesta relativa, también se
analizaron los resultados por cpm e indice de
estimulacion, pero ninguno de estos métodos de
tratamiento de los datos arrojoé diferencias signifi-
cativas a las dadas con %RR.

Los CML postrasplante se practicaron con el
objetivo de aumentar las posibilidades de la
reactivacion del CMYV in vitro, teniendo en cuenta
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las nuevas condiciones que podrian favorecer mas
este hecho (cirugia, drogas inmunosupresoras).
Los resultados de un menor %RR en los CML con
suero autdlogo no inactivado se deben a la
inmunosupresion por las drogas.

A pesar de que existe un amplio consenso so-
bre la asociaciéon de %RR con CML, his-
tocompatibilidad y con el éxito del trasplante, no
todos los estudios lo han confirmado (66-76). Tam-
poco se han caracterizado todas las variables que
participan en el CML y que podrian explicar estos
resultados disimiles (77-81); es necesario caracte-
rizar el papel de factores bloqueadores del CML y
su impacto sobre el curso clinico del trasplante
(82-85) y el papel de las células citotoxicas que
podrian destruir las células estimuladoras, interfi-
riendo en la linfoproliferacion (69, 70, 73).

El CML se caracteriza por un alto grado de
variacion individual y en el caso de los pacientes,
debemos tener en cuenta también, el diverso gra-
do de inmunosupresién asociado a la insuficien-
cia renal cronica (IRC), ampliamente descrito en
la literatura (86-90). En nuestro estudio, si bien no
se encontrd6 una inmunosupresion marcada, el
promedio de cpm de los pacientes fue menor
(AxB* = 7.385), que el promedo de cpm de los
donantes (BxA* = 10.465).

Para explicar la falta de correlacion entre el
%RR y los parametros analizados, debemos re-
cordar que al momento de escribir este informe
solo se ha hecho seguimiento clinico por un periodo
minimo de tres meses y maximo de un afio, de tal
suerte que la informacién podria variar a largo
plazo.

El CML permite controlar las subpoblaciones
de células estimuladoras, efectoras, accesorias,
pero tiene sus limitaciones porque al fin y al cabo
es un método reduccionista, in vitro, de una com-
pleja situacion in vivo. A pesar de esto, la res-
puesta proliferativa alogénica en el CML repre-
senta un modelo in vifro de rechazo de aloinjerto
y constituye una prueba potencial para cuantificar
la histocompatibilidad celular, especialmente a
nivel de los antigenos clase II. Consecuentemen-
te, el CML puede servir para seleccionar el mejor
donador intrafamiliar y para definir el esquema de
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preparacion pretrasplante y el tipo y esquema de
terapia inmunosupresora postrasplante (63-67).

En un contexto mas amplio, el CML permite
determinar el efecto in vitro de drogas, de factores
como citoquinas y la manipulacion de poblacio-
nes celulares para esclarecer interacciones y
establecer los mecanismos de los fendémenos estu-
diados (33, 63, 65, 77).

El seguimiento de este grupo de pacientes y los
estudios basicos sobre los mecanismos de
reactivacion viral continuaran en nuestro labora-
torio, tratando de agotar todos los recursos para
favorecer la reactivacion in vitro. El impacto
cientifico y la trascendencia clinica de un modelo
como el propuesto, conjuntamente con los reno-
vados informes de la literatura asociando el CMV
con la reactividad del sistema inmune, son sufi-
ciente justificacion para continuar la investiga-
cion.

SUMMARY

Mixed Lymphocyte Culture (MLC) was used
in order to establishing the correlation between
alloreactivity, rejection and cytomegalovirus
(CMYV) infection, and the possible reactivation of
the virus in vitro. Classical MLC were used for
proliferative responses while MLC without *H-
Thymidine, in parallel, were run to attempt CMV
isolation. Patients were followed for period of
three to 12 months post-transplant. A strong cor-
relation was found between rejection and CMV
infection (p=0.001). Isolation of the virus was
unsuccessful in 144 supernatants. The correlation
between MLC and HLA was poor; however, it
was significant for HLA- (A+B) while its was not
for DR. On the other hand, the correlation be-
tween rejection and clinical parameters (BUN,
creatinine, creatinine clearance) and with number
of transfusions was also non significant.
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