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1 NTROD UCCT OWN



INTRODUCCION.

Desds hace mucko tiepo, el homdre ha {ntevicdc la eustituciln de wn -
brpano ¢ tejido datado por wo sano (trasplante). Bc pudifrdose entender el pre
0800 qus impedfa que este brgano o tejido sobrevis o la e o que ero:

sustituidos. Pue Peter Medmxwr, ei que cov. wna serie da experimentos o ratonee
intents explioar el tipo de ferlmerc por ¢! cual! se des:~fa ‘recdcz-’ ¢! Zrgone
o tejido trasplantado.

Bactendc varios trasplontes de ;icl ev ratcvcs, Madzaar, obecrvl, que
estos eran rechasados mas ripido cundo se lea injertadc per segorda ves o peda

20 de piel Cel miemwo dovador. Se luys Gus el forse ds rec estaba mo-
diado per wn tomo 1 gico que ro ic comc propio cl eftd ex--
trafo. (1)

A las sustanolas que destacan en lc génesis del rechzzo, se ies hc de-
noerirado "Anzigence da Histooowpotilbilidad™, estos mtigencs presencar: diferer—
cias essr les, d inades polimorfismce.

Nedaar, moetrs que estos cntfgence se encorcrchon, :abiln en ics lew
cocttens, ya qus el injerio era rechesads mes rdpido cucxdo ics cnimales recepio—
s eron preivecisados con 1 t308 del dovador (

- deria).
M 1938 Gorer y Smell, descriden ncs cwplicrence el oiema e histooom-
patidilided en ¢l ratéa designado como B2, dlecievdc qua escos onifgerce som

o trasplante. (2) Siquiendo el cstudio dsl 52 se i llegado a como—
our la gendtica, mapeo, rimero y florcicnes da estos antfgencs, lo Gue ha servido
para el estudio de este sistexs en otras especiss irncluyendo cl hombre.

Jocn Dausset, en 1958, hace la dsscripeibn de wn ortfgeno de histocom-
patidilidad en mexnoe, al que llas Moo, chare el HLA-A2, (3) hecho qus le walis
ol premic Bobel en 1980, posteriormsnte c 8l muchos investigadares hacen descrip-



clcres semejoritcs credrdces la recesidas Zc la irntczreci’ L Aecvissiowes In--
tervacicovales que reguler. la romerclatusa de cate sistex: leromirkicec ov hex
nce bajo lar eiglco RLA (mexw Leuccoyte Avtigers.. (Tadla I

Actucirerie o s2le qus ¢ ¢l mexw, 08 ontfgerce Ce! eieteom LlA, -
80 crcuentran ccdificzdcs en el cromoeom: ¢, dlesriluidre € por lc wwe 4 lo--
cue loo tuo se han devomiradc cor lcs leircs eiguiendc ¢l créev clfiSticc, A,—
B, Cpl, ¢l li7ue IF moieniominte oscriz., par: 21,208 Cutores ¢6 ¢ eigm D

la diforemoic e 0l la themics parc demecraric; parc e locus T es ¢l culti-

1378 p para ! [F lo miorsciictamioided mediads per somple——-

w miztc do lint-
mavrc. 4) (Figura i

la cordirceifn de anclpemcs BLA Setere—irads zor ice gevee e wr cromo-
oon foreon ol kapicipc (haploide ¢ gevozipc. p vormcimgrie e hareli>: dv padrvs
a hijce cox wa wnidad, rc odstonte estudice familicres Yo lemcecrcic qua pus-
de ocurrir enirvcruac=iensc entre los lest LA, B, C ;. I, demoetrrid: Gue &s--
tos som separalles. Exiscem oflc dos hopictipna patervos y dos motervios ov wa
fomilia, lce kijos pueder. reredar eSlc cuctrc posibles combirccioves. Asf dos -
hijos tienen 1w prodadilidad de 2S S de ser idbnticos, SO % deo Eiferi ev o bo
plotipo y 28 % de eer difarentes (S5). (Piguwwa 3)

Sivgal, Mickey v Terasck:, el 1869, cpliccrer ia cezervrinzcilbe Ce esics
antfgerce, en trasplonte de rinbw, Cewstrorde Gue cuondc esisicv: recocicae -
compatilies entre domodor y recepior, ol injeric Accionche mejcr. (6) (Figurc 3)

Aogue o8 Eritos confirearcv: las espercrzcs Tues:ce o ¢l trcspicnte,
Los frcoascs ecv: loa Gue impulecrom g contiracr lc blsGueda de vusvos procedistier
tos de laboratoric pare aamtar la secucided de lce po-iences; y cof ecyge ¢l -
cultivo mizto de linfocitos sue ademfis de eer wra prusbc provfs:icc excelemte pu-
80 de manifNesto el locus D yc menciomalo. (6)

Quiaf todo hubiera quedado aquf, #f ro se hudiese relccioncdo al siste-



TABLA 3
la tererirologla queda como ALA irdioario lespass s .o guibe el Locus al qus ee refieve, -A, -8B,

-C, =D, -DR. ra especifiotdad completamerte ilemtiflocda , acepzala se le desigra por el locus o wn nlew
10, Wia letra V" ntes del rimero irdioa 7u la especificidad vo estd bar definida.

BLA - A 8LA - B HA -8 A -C ELA - D HLA - DR
HIA - A2 BLA - BS g4 - BA2 A - Q1 84 - D1 LA - DP1
BLA - A2 ELA - B? LA - B4 B4 - 2w BLA - D2 HLA - DR?
HLA - A3 BLA - B8 HIA - RS Za - N HA - 28 LA - DPY
HLA - A9 BHIA - B12 224 - B TIA - 2 A - XM HA - DP4
LA - A1D BLA - B13 BIA - BT ELX - & SLA - 2§ FL& - DPS
HLA - A12 HLA - B14 514 - A5 ZA - LA = € 4 - TP
HLA - A219 LA - 81§ B4 - B A - 7 HA - w7 814 - DP7
BIA - A28 8lA - BV1E ELA - M TIA - 8 HA - Dof ELA - DP8
BLA - Av24 HLA - B17 BLA - 88 BA - 9 HA - 2P0
BLA - A25 HIA - 818 A - BE A - i A - “RulC
BLA - AZ6 BLA - Bw8) A - 2282 FA - 211
BLA - A28 BLA - BW2I 5A - Rig ELA - !
HLA - A% BLA - B27 RBIA - BuSs
BLA - AnSO HLA - BANS ELA - By&e
HLA - AW 8LA - 3% A - 7
HA - A2 HLA - 238 LA - Rass
HLA - ANS LA - B9 EA - 25
BLA - A4 HA - B40 HA - 247
BLA - AnSE HLA - A1 5A - Rl
BLA - A3 A - RAL

BIA - B* HR - 202

HA - Re*

occrdyte: 1 LHOX ction idemzilicads come pec: 4
y ahora se % d'v-,dm mnuf iq‘;ﬁgw* T '?'tuu,- A4l o m{azgohk ? ﬂc‘:&

4 By B ontes da y 1D, ecm los detereinniies ;|

»&

e 2lgwas roleculas TLA-B.
Hlecocorpatidility Tesating 1960.
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m ds antfgercs de histooompatibilidad oon la susceptibilided ¢ tumores malig-
nos, como lo demoetss [illy er: el ratén oon el virus de lewcesic de Gross, ha--
llasgo que motivé wu serie de irnvestigaciores en este sentido, lo que dif lLu—

gar al establecimiento do wa exdespecialidad en logla, la I gendtioa

La ds {motibn ds los {gencs NIA en poblaci diversas mostraron
qus las fr {as oon erfoticas §tnicas bien estadlecidas, lo que es de-
nominado "Equilibrio” (Tadla 3), de gren aplicacién en estudics antropolégiccs.
Eatas fi / blecidas en poblaci les a veoss rompen las reglas
de probabilidades, stendo el ejemplo mas rotable la ascoilacibn de los antfgence
Al y BS cauyas frecusncias som 0.17 y 0.11 respeoti o la podlacién euro--

pea, ee pusde predscir que dado un equilibric el Al y el 38 pusden encontrares -
Juntos (en el wismo haplotipo) oom w frecuencia alrededor de 0.17 X 0.11 = -
0.0187, De hecho estos antfgence es ecus:tran jiortos oon wx frecusncia cumer-
tadz ds 0.4 a 0.128, esta P L da ee d “Desequilitrio®, lo
Que ee aplica a varice haplotipos. (10,11)

Otroe desequilidrios impartcntes ecm los dsscritos entre los ant{gence
B4 y alg padecint dando open dad al estudio de factares genfticos
prediep o la etiologla de alg fearmedades oamo lcs colagencpatics -
Qe inoliyen ol Lpus eritematoso sistéaico, criritis rematoids y la dicdetes -
entre otras. (10,11,13) (Tedla 8)

Loa antfy HIA e sintetiscr y amen i Tul son gl
protefnas que forman parte de lc memdrorz plassition por lo que exporan sus deter
wincntes antignicos al medio ectreceluler. Son moléoulcs sepcradcs cowo se ha -
demostrado mediante el empleo de cnticmerpos espectficos dos con fU ol
las Gricas oflulas que o tienen cnt{gence HIA, son los eritrocitos mocaos. (To-
dle ¢4) (13,14,15) ’

Adents ds la aplicacién dsl HIA al trasplante de Srgonce oomo ds riién,




TABLA 3

FRECUENCIAS DB LOS ANTIGENOS NLA - A Y -B E¥ 8.

BlLA MEXICANOS (20) SUROPSOS INDIOS MOBGOLOIDES ImIos INDIOS
AMERICANOS  AFRICANOS
Al 18 3 3 4 2 8
a2 3 * 20 32 7 3
43 14 28 14 2 2 18
49 36 17 2¢ [ L] M
410 13 13 14 1¢ 0 15
A1l 15 12 33 24 2 2
A28 15 8 12 ¢ 17 17
A% 1 8 2 2 0 10
A2y - 4 4 4 4 15
Au2d - 14 28 ] " 16
A2 0 ‘ 3 ¢ 0 2
A2e 1 8 12 10 ¢ 14
A0 4 [} 2 L] 3 29
A2 3 2 2 - 17 ‘
A2 1 8 L - - 8
AsS 8 4 ¢ ¢ 8 1¢
88 ) 18 3¢ 17 19 15
.14 1 £ 10 4 2 2
a8 1 a 1$ 2 - 8
a2 ? 29 9 (3 2 3
a3 3 4 4 8 - J2
814 8 8 - - 2 6
as [4 10 ¢ [ 2 (4
327 $ 8 L e [ 2
818 ? 13 18 2% 2% 8
a1e ? 8 2 8 2 2
a? L 8 18 4 2 38
Bl [ L] 2 - L 2
a2 4 6 8 L4 - 3
BN 42 20 23 12 4 12
Mo 2 12 12 L] 8 14

Bistooompatibility Testing 1978,
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“Rissgo Relativo = adfdo
a - 68 ol ximaro ds pacientes positivos para el Ag.
b - es ol niimsro de pacientes negatiove para el Ag.
¢ - es ol nfiasro de controles positivos para el Ag.
d - es el xfimsro de oomtroles negatios parc el Ag.
Riesgo mormal = 1.0



TABLA 4

SISTENA BLA.

CARACTERISTICAS
GENEPALES

LOCI QUE L0 COMFONEF

ESTRUCTURA

LOCALIZATIZS

SINTESIS

DETECCION

FUSCICS

Ststema protéioo al:crente polimfrfico, oow deterwirantes antigénisce pldlicos
y privados; som cudndo menos 4 ;rupos codificalcs en ¢l brasc ocrio dal cromo-
som 6, su herevcia es por segregccibn Mevdaliora,

A, 5, C/DR (&l mierc jeve perc diferer.
ce ~ftode dv lecessile

2 oaderae poliper:{iisas wnidas vo =0
valenzemente: >adema ;resada PM 4&
glwostlada; cadeva lijeme PN I
7 8y -microglobuliva

& la moinera de :odze los oflulca - ™ o memrora ic
ruolesdzs y plaguetas. xorefigee, cicce

Se sincetiacn y Irexmr imiraceiularvenie, O resSw ic STvaionce, ro Tuelde ev-
comtrar en daley sovisewiracicmes o plase y crive.

Serolégiocmente lefivilles ST zeve- O- iz
ralamte por nic wwrazioviad media ve =TT
da por soplemoviec. o

OP- por miep siorecrisdiad.

Como MMPIONS €7 €. reccmocimienic o imteraccib celular mo imDoriaUiemevce
e la respusetc ivTeck.

Pagula a ~wiules T siccilsisce ("X Veosigw dassoricido, zfeste {me
ller”! en ol rvoomociniemic 2o otz cercocivas do flulce Ty macro-
vo8. Jagce 3 Zezerirc la mziera e --
Neocmiew dessovocide. Tue lca moorolapos presevia al -

otlpenc o lar Siulze T "mudade
r2e” o "msrescras”.




rfdulc bsea, hlgado, plrereas, ctc., alganos en forem rutincria en diverecs -
rospitaies dol modo, su escudic ta profioidiscdo ev. &1 sovocimiento da eubpcdblacic
vas celularee irclucrodes e la respussia irmoe y actalmenie gron parte del -
eofuorso sc dirigo al esclarecimienito de & papel biollg:~ , cuya firalidsd pa--
rece ser ¢l recomooimierito taito de lo proplo como de o exrtrofo, relaciovedo --
oo lcs procescs {ntimos ds la respusstc irmeoe y cuycs cltercciones pucder dar lu
gar desdls lc ro eliminacién de precescs maligros hosta el desevccdercwionto do -
autoivmnidad. (17,18,19)

Anticuerpoes Anti- HLA .

Debido a ia irportarcia qus tiever; este sistema :covtc g vive! clfnicc —
(tresplantas, asociacifn con enfermedad) ocmc en irves:tigecilr (immoogeretics,
papel biolégico) su estndio se hc incrememicio e los Gltimos ohce. Siendo w: -
requietzo indiszensable ¢l comtar com ontisuerce tipificcdores, parc cualquiera de
las aplicaciones de dicho sistenc , ya Gue 68 racesc—io idevtificar los o:t{geros
¥ mo existe hasta el momento otyo mftodo, que la tipificacifn scrologica. (ver
aftodos) .

Arcra bien para qee las tipificaciones tengay: mejores resultedos y por -
erde los estudios relaciomados com ellcs, es wacescrio: Gue los ontisuercs secr: -
avcespectfiocs, que se cusnte ocv: todcs las espec{’icidcdes comccidcs, Gue lcs -
erpectiicidades correspovdon c los 7 b= en Lo podlectsn Gue a¢ vc ¢

estudicr y que o0 temge 1n rkmerc estensc de fetos.

Los susrcs movoespecificcs, som diffciles de enconirer sievdo eeic o<
de los principales prodlemas e la Misqueds de cntisuervs. lc solucibn = caze —
prodlenc depende de les fuamtes de ontisueros y de los mitodos de avblisie Tue ss
weez pare la {demtificaciln de las especificidcces de los crticuerpos presevies
o ellos.



11

Las fuentes de antisueros pusder: ser:

a) Nujeres que han tenido embarasce

b) Perecvas despubs ds varias tresfusiores
o) Pereonas oon injertos ds tejidos

d) Perecnas iramisadas voluntariamsrte
o) Produooibn de L

1) Produccibn de anticuerpos mooclomales

a) Nujeres que han temido embarazce. Porwcoibn de crtiouarpoe oomtra -
antigenos ds histocompatidilidad por immoisacitn fezcmterva.
Se han realisado memeroso estudice en relavis o la foreaciin de anti--

pos oitosbrioos en el emd Estos bad inciden ex que waz baja pro-
poroiln de muj pri=tp Jorman antiousrpos oomtra los antigercs de histocom-
patibilidad del feto, heredados dal padre y e la frecuencia cemmte c partir del
gwido emiy ™ alg cascs los anticuerpos dascparecen al poco tiewpo des

pufs del nacimiento dal nifo, ex otros dau mfs tiempo, hchifndoss reportado ccsos
o los cuales han durado hasta 20 aloe despulis del Glsimo embaresc. (22,38)

ki sugiere qus la pr ic ds estos iouerpos se debe al paso -

de L itos fetales a la oirculcoibn 0 a la Dmorisaciln c través dsl -
trofodlasto. (34)

Se ha do en que la pl avtic como {mmocadecrbente

de los anticusrpoe que produce la modre coxtre los ontfoence HIA del feto. (36)
o obetante, la mayorfa ds los susroe de mltfpcres qus tiever: anticuer-

poe preesntan reacciones didiles, (Bajo tftulo) y en algrows ocece polisspectficos

ol tfeulo varla & y despufe del emd 27 dajos indioar: que el -

tftulo diemirage c pareir del Ser trimestre del ederaso, por Lo e la recolec—
ctfn de susrve dede k Trmmadt despufs del perto. (23)
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Debido a que la incidenoia en la fc ién de anticuerpos ror emd

wuba.fa{wa!onu’ﬁ' lisar una gren tdad de » POT -
ejoplo en alqunos laboratorioe de EUA se prusbon de 2000 c 3000 suercs cl cfo.
Los prog de blequeda de {ousrpos se llevan a cabo en aolaboraciln aom -
Los hospitales de gineccd tota, donde es pusds cbtemsr tal aantidad de eue—

ros, ademds ds oontar, por supussto, oon el material mecesaric y la cooperacibn
ds las parturientas. (38,19,30)

Otra fusnte ds suaro, es la songre d da en el p t -
del parto, la oantidad pusds variar de acerdo a las caracterfetiocs que tenga -
el proceso: tomfo del producto, plasenta, edad de la partaients eto, obteniln-
dose en alg oasce Ldady tderadl Los anticusrpos toudiln se pus-
den extrasr de la plaoenta. (37)

b) Pereomas qus han recidido verize Trasfusi

Aprozizadanente el 35 3 de lcs pereoncs Gus hon recibido nGltiples tras
fusionss, forman articusrpos contra los cntfgencs de tresp ocomo generals
te reciben de diferentes domadores estos susros frecusntemsnte son polisspectfi—
cos. Sin emdargo no hay que descartar esta posidilidad, pc gue em ccacionss s¢
2 tltulos elevados. (37,38)

©) Beceptores de Trasplante.

De los pacientes trasplotados mcs del 50 3 de Giess rechzach el injer
to (geraralmmte de cadfver) tiewn cltos fiulos de axticuerpos ELA despufs dal -
rechaso y cucndo cesa la terapia {rmce@rescra.

A pesar de qus el yechano ds injertcs es algo vo lsseable, se presewta.
n est08 czsoe, el practiocr wox plasmffresis qud: a bejar el titulo de anticuer
Pos y por tanto ¢ controlar wn poco el rechaso. (37,38)
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d) Inmonisactén Voluntaria.

Los voluntarios son tipificados e irmomisados con cflulas de pereonas
oon las que difisren en un afnimo de artfgence, parc csf cbtener susrcs momo o
diespeotfiococs, por ejexplo entre parienzas: padres ¢ hijos donds se eche eflo
exiete un haplotipo ds diferercia.

Existen varice prog ds immmisaoibn ploneads, algunos lo hacen -
por repetidos injertos ds piel, por tryecoibn de wnc suspencibn de itos y
plaquetas o por pequefias trasfusti de 20 ml de sngre. (31)

o) Producoibn ds Yeroontisusrcs.

Aunque los sueros para deterwinar antfgerce NIA es pusder. producir con
altos tftulos por irmorisacidn de arimales de varice evpecies, su produocibn ha
otdo limitada ya que requi ds wna b ibn y a8 ia la purifi-
oaotén quimioa de los cntfgence parc usarlos oomo {mmmogence. Estos suercs tie-
nen adents wnz mayor proporeifn de £ dos. (32,33,34)

1) Anticuerpos de BL yotidilidad producidos por lfneas de
Células Bdridas.

La fusién entre oflulcs de mislomz y oftulcs de domo de domcdores frmu-
nisados, ee ha usado como mftodo para producir crticusrpos homoplnece, orti-eritro
cito ds carmero y onti-THP. Ror cloncciln ee pueden derive> ifnecs de oflulas que
intetisan antiouarp loncles uscndo 0 no purificadk Esto hace
Qus este sistemz sz wz harramients dtil en el sscudio ds ocmplejos antigericos.

Los antiousrpos asf producidos som hamogh Lol , o wx od-

olase definida de trmmogloduilinz y wn sola especificided, ss pusden producir -
grandes cantidadss por lo que resxlia wn smero ideal para la tipificacibn. (35,36)




pL

De los procedimt para ob 1, el mejor, #in lugar a
duda, s el ds "Anticuerpos Noroolonales” a partir de ribridomzs, ya quse son al
taxente espooffiocs, pero tieren la de ja ds lo complicado de su elcbera-
olbn requiriéndoss material y equipo oostoso ast como perecral altamsnte call-
Jiocado, que lo excoluyen, por el de w1 gron nfamsro de laborato-
rios de hietocampatidilidad,

las otras fusntes (politrasfimdidos, embcramadas, etc.) son mas eerci—
llas de cbtener y tienen oomo Ja ques el mftodo de iscoibn de loe anti-

cusrpos ¢s ¢l wismo. Se a todas eilsultén con lo Gue se contra———
resta su pobre rendimiento individaal.

Gdvicuente estos antisusrce ss pueder obtensr comsroialments, temier—
do tnoomenientes, oo eu alto costo, un limitado niimero de sspeoifioidadss, es-
peoificidades cjeras a nusstya poblaciln, par lo que ssprefiere e Misquds y od-
tenotén en los laboraterics de histooompatidilidad compl. do oo el
bio entre ellos. Bristiando para este fin centros mondicles de refevencia dovds
00 renen euerve del mndo pare distrituirlos a los lah ioe ds Wistocompars
bilided.

Por 1o qus nos damos cusnta que exists lc mecesided ds iaplemenzcr @z -
programa de Miaquedz de estos anti principal pare contts ol Prope
m do Trasplante Renal; el cual ee ha mantenido ex ests hospital, hassc el e~
to, oon anti. Froparaionados por BUA, asf como parc otros estudios cox A~
enfarwmedad, estudice en podlaoién adierta, estudios fomilicres, etc., pare 0 78
88 necesita contar com :

@ ot sodzs 1s aspecificidod e
b) ceequrar ol chosteciniento de Sutou,
o) especificidadss propias de poblasisn.

Siendo necesario para ello:
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a) Val 7 Py de ) L eaed el . ;
7 1

oilén por embaraszo, politrasfordidos y trasplantados, por ser los de ws f&cil

aoceso en wn lab io de hi patibilided, para asf poder trabejar com la
fusnte mas aproplada.
b) Blaborar un prog da Misqueds de {ouey adaptedo a muss—

£108 reoUrecs, qus sea eficiente y de bajo oosto, ocon respecto a el cceto de ice
o2, adqeiridos al,

o) Implemgritar un banoo ds antisusroe, pare estcdlecer comtcrto oom -
loa centros mndiales de referencia, y asf oomtar con wn rfewro extevac de anti—
susrcs, y postericrmente distriluirlos a otros hospitales cs! paie ¢ dos -

(4

on ol estudio de este sistem.
Convirtibndose estos Gltimoe en loe objetivoe de este traicio.



TRABAJO EXPERINERTAL



DIAGRAMAS DE PLUJO SEGUIDO EN EL TRABA'C.

[(obarasadss  }—- - 2
| Politrasfindidos ,L i

2"' fioccibn de doradores (perec
4l aderatorio) para constl
enir wx panel de linfooitos.

Cay-ta-.a:c { duwla-lﬂ.c

Recoleocién de resultcdos e ciroe fires como trasplants,
-

* especificidades ABC, sobre ocitos T.
especificidades H.MWW:!.



Material Blolégico.

Mujeres Babarasadas: se utilisaron lce susros ds las sefioras parturien-
tas del servioto ds Gbatetricia del C.B. "20 de koviembre®, tomfndose 30 ml/dfa
de sangre durante su estancia (4 3 dfas)., obtenierdo wn rendimiento total de -
aproximadonsnte 45 ml.

Politrasfiondidos: se obtuviaron a partir de pacientes ds la Unidod de
Bemodidlisis del Bospital "30 ds Boviembre”, pacientes que acudem al servioio ca
da teroer dia, y ds los que cuando se reqiere se pusede practicar plasmaféresia,
obteniendose hasta §00 ml de susro.

Trasplantados: a la feoka viven 60 trawplantados que acuden regularesn-
te a la Unidad de Trasplantes para comtrol, cbtenilindose wuestras de ellos cucndo
“umbm,mmwummmmﬂ-
estudio. De ellce tamdién es posidle haos plasmcféresis.

Los susros ee estudicn por medi> ds la pruedc ds microoitotoricidad -
(ver aftodos), los linfocitos que se uscn en lc prusda estan ya tipificados, con
los cuzles o8 ha integrado wn powl ds referencia.

Fara la Misquedz de axticasrpos oomtra axtfy de lc serie 4, By C
¢ pusden usar linfooitos perifiricos, By 7, o solo linfocitas 7. Para la detes
oidn ds cnticwsrpoe contra citfgencs ELA-DE, es mecescrio realiscr la prusbc so-
bre linfocitos B; ee aplez la téonioa de i £ {icided pero cov: elgunas mo-
dificacicnes.




Beactivos .

1, Mescla de Plcoll-Bypaque.

Bypaque: se usa a wa conoentracibn de 35.5 S.

Plooll (PN 400 000) se usa al 9 § &1 ana destilaia.

Hezcla: se mesola 10 partes de Bypaque al 33.9 S com 24 partes de Pi—
ooll al 9 8. La denstdad deberd ser ¢ 1.07¢ £ 1.278.

3. Soluoibn Salina Amortiguada (SSA).

3. Sol

Preparactén ial de wn awortiguador de fosfatos pH 7.2.

ién de AST (2-amincethylisothi Lim browids ydrobromide) 0.14 N.
Disolver 0.4 g de AET en 10 ml. ds agua des-{l:da, Qiustar c 78 9.0
oon wna eolucién de BalH § N.

4. Soluctén Balanceada de Banks.

NaCl -8.09 e, -c.otg
Xl -04¢g Ba BFC, -0.06¢
wl’ ~-0.l¢g BafC0 - 03¢
w‘ -019 Bojo de Femol -0.02¢g
L -01¢g Agua deiomimada - 1000 =l
§. Dilagyente de Complemento.
Mgcty -0.008 %
Cacl, - 0.008 %

Rojo ds Fenol como indicador
Disolver en SSA.
iSn dal Compl

¢. Prep

uds ef

v

5l diluyentes tiens camo firalided propercioncr iones Ca y Mg para haoer

ioa la toidad del oowpl
A) Pressntaoisn Comsroial.
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A un frasco de complemmto ltofilisado se le cgrega 1 ml de a--
ua destilada y 0.6 al ds diluyents.
B) Obtenoibn de susro de consjo como fuerte de complemento.
So sangra a un conejo oolooando los tubos scbre hislo, eeparar el
ousro, absorder con eritrocitos humaros del tipo A o AB. Kl suerc
absorbido se separa e alisuotas ds 1 ml y se comgela.
Antes de usarse ee le afade 0.5 ul de diluyewte.
7. Asul de Teipano 1 .
Disolver 1 g de axul de tripeno en 100 ml de agsa destilads, filtrar.
6. ED7A 3 3.
2 g de EDTA diebdico se disusloen en SSA y se cjusta el pE a 7.0 - 7.4
oon 808 ooncentrado.
9. Colorante para la Téenica ds Mierooitotazicidad.
Neaolar 3 partes de asul ds tripono al 1 % con 7 partes de EDTA al 3.
10. Iodoacetcwida 0.01S.
Disolver 0.01 g de todoaoetamidc en 100 ul de solucifn de Barks, gruar-
dar en frasco Smdar.
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Mbtodos .

I. Puarifioacion de Uinfooitos . (39,40,41)
la purifioaoién de linfocitos ee reclisa a partir de sangre desfibri-—-
nada donde se han eliminado las plaquetas, la separacién de polimorforucleares y
eritrooitos se logra al centrifugar sobre wa mezola de Ficoll-Sypaque, aprove—-
ohando las difererentes densidadss de las oflulas entre of; tanto los globulos -
rojos oomo los granulocitos se depositan en el fondo del tubo mientras qus los -
linfooitos permxnecen oeroans a la interfass entre sl awero y la mescla de eso--
paracién.
a) Se desfidrinan 10 ml de sangre fresca com perias de vidric, agitondo suave-—-
mente a fin de evitar hemflisis.
b) Se diluye la sangre oon soluciln salima amcrtiguada (SSA) o com solucibn de -
Barks, volisssn a volioesn.
o) Se agregan ¢ ml de sangre dilufdz c wn tudo qus comtenga lc mesola ds Piooll-
Bypaque (apre. 3 ml) outdando de mo aiterer la interfase.
d) Se oentrifiga a 413 g por 30 wirutos.
¢) Se sspara el arillo de linfocitos com pipeta Faster.
1) Ss chade iqual volinm de SSA, mesoler bien y cextrifigar c 183 g par 10 win.
@) Se laxxn los linfocitoe oom SSA, 3 2eces.
h) So penden los linf: @ wn =l de SSK.
) Contar las oflulas y ajuatar a unc & da ¢ X 10° cflulas /el .

II. Separaocibn de Linfooitos By T .

Para poder d 7 o8, lusivos de linfocitos B, es rece—
sario purifoarlos, dado qus eon de 10 a 30 S ds los linfocitos totales; e come
niente partir ds 10-12 willonse de linfocitos periféricos parc aaf obtensr oonti-




dades suficientes.

La separacifn se pusds realisar c partir de linfocitos frescos o con-

gelados.
Mtodo A.

Por formoién ds rosetas oom erityocitos de ommero sensidilisados

oon AT . (42)

Los linfooitos T possen P Qe ol oom globulos rojos -
de carmero, formardo agregados ques se dencminan “roestas®, el AES, agente redwo-
tor, modifioa de alguna formz estos eritrocitos, aom lo qus se logra la forma—--
olbn ds roestas en poco tiempo y oom wna aceptable estodilidad ante cambics meca
niooce.

Una meacla ds linfooitos y eritrooitos de dos con ARY, se
ocentrifuga sodre wn meaola ds Ficoll-Efpagus, quedsndo en la i{nterfase los linfo
ottos B y en el fondo del tudo las , los linfooitos T ss recp por Ui~

sis ds loe eritrocitos oom susro hmono fresco.
1. Britrcoitos ARY (E,p) -
a) lavar tres veces los eritrocitos ds ocrmero com SSA.
b) Inoubar los eritrocitos oon wn solucidn de AEY, 1$ win c 37°C (un volumen de
eritrocitos mis cuatro volfmsnes de ABT).
o) Dejar enfriar, cgregar SSA, centrifigar a €13 g por 15 mimutos.
d) lavar § veces los eritrocitos com SSA.
o) Resuspender el paqusts en medio de cultivo y centrifger.
£) Llevar loe eritrocitos a wa il dal 2 % en mecio de cultivo con -
20 3 ds auaro lamcno inactivado.
3. Separaciln de Linfocitos Ty B .
a) Nescl 1 igucles de wnc suspensiln ds linfoct con ¢ X 10° oftulas

por wililitro y de eritrocitos de dos con AET ol 3 3.
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b) Colooar la mezala sobre Plooll-8Bypoque, cuidordc ds ro alterar la interfuse
trnoubar c §°C por wia hora.

¢) Cantrifugar a 413 g por 30 mirutos.

d) Separcr de la interfase los linfooitos 3 y lovar 2 veces oom 5SA, lievar c -
wia oonoentraaitn de 4 X 10° oftulas / wililitro.

@) Lavar el botén de rosetas con soluctén salina.

1) Agregar 1 ml de susro humpo fresco, inmdar a 37°C S wimutos.

9 Lavar los linfooitos T 3 veces oom SSA, llewar ¢ wn oomoextvactén de 4 X 10°
oflulas por =ililitro.

Nitodo D .

Separacién de Linfooitos T y B por Colwwas de Bylom. (41]

Loe linfooitoe B y los maorofagoe tiensen la propiedcd de adkerires al -
nylon, Los linfocitos se ool on wna ool de wylon y se imouba: a 37°C, -
las oftulas T se slsyen de la ooluwis quedonds adkeridas lcs ofiuics B. Los Un-
fooitos B es desprenden del mylon comprimierdo con loa dedoe la coliawa al wiewo
tiewpo que se adiociona medio ds cultivo.

a) Se uscn tudos de plastico de 13 a U om ds largo, ee clerro: por wn estrem —
o angulo de ¢5° .

b) Se pesc 0.01 g de fidra de wylon, se rexic en eolmcile da Borks y posterior—
mente o¢ pasa al interior del tubo ds plestico com w0 solo rovimiento evitando
Sormer: laadujas y cowprimiendo de 2al forwn que el rellero quede de 6 om de -
longitd.

o) Carter lc punta del extremo eelledo haciendo wn orificio ds 2 mm ds dilmstro.

&) Col ioall la ool y agreger S ol de medio ds cultivo.

o) Inwder a 37°C por 30 wiy (horiscnzzlmente) .

£) Colocar scbre la cohama de 10 a 20 millomes de itnfocizos en 0.5 nl ds medio
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de oultivo, adictonardo 0.3 ml mas de medio para evitar que el rylon se ee—
qus. Inoubar a 37°C por 30 mi: (hort. L ) .

§) Colooar la columna en forea vertical sodre tuboe de 15 ml y eluir las cflulas
T goteando 15 ml de medio a trcves de la columna. Repetir adictonando otros
15 al de medio.

k) Recobrar las oflulas B en otro tubo agregando § ml ds medic y comprimiendo -
oon los dedos la columnc mientras el medio va pasando.

1) lavar las cflulas.

J) Remperder las cflulas B en {odoacetawida al 0.01 $ & soluctbe de Banks y a-
Justar a 3 X 10° oftulesful. Incubar 30 mimutos G tewp bi.

k) Los linfooitos T ev resuspenden en solucifn de Bonke en wa corcentracién de
8 1 10° oftules /al.

Bota.- 5l medio de cultivo ee usa con § $ de emerc Jasxmo incotivado.

Deterwinaciln de la Puresa ds las Fodlaciomss Cslulcres.

Una ves esparades las oflulcs T y B es mecescrio comprodber la puresc de
estas Gltimas, puss oontaminacionss oo oflulcs T pueden ariginar resultados fal-
008 an la tipificacibn del loous DR. En el ccso ds lc tipificcoife de ontigeros
ds los locus A, B y C sobre oflulcs T no ss reqriere estc precawciln yo que lcs
dos oflulas oomparten estos deterwincntes.

Se pusde usar la téonica de forwacifn de rosstas espotfrecs o por medic
de temorogloduling de mperficie de los linfocitos B por fi ic en cdcs -
podlaciones.

itn de B wpots
) Se masolen 0.25 nl de sxspenwitn de linfocitos 4 X 10° cflulas/al, mfs 5.25 =1
ds eritrocitos ds camerv al 2 % .

3) Madar ¢ 37°C por 1S mirutos.
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o) Centrifugar a 150 g por dos mimnutos .

d) Inoubar a 4°C por 34 hores.

@) S¢ resuspenden las oflulas y se o0, do como al linfoel
to qus terga tres omas eritrocitos adheridos.

Inmowoglobulina de uperfiois. (€3)
a) Se lavan 300 eiaroli de la suspersibn de linfocitos con wna eolucibn de -

susro boviro al 3 S en S54 (sb/saa), s resuspenden en 35 ul de sb/ssa.
b) Se meacla oon 26 ul de 1 g Lobuld. Jugada oom {1 i bar a
4°C por 30 mirutos.
o) lavar las oflulas 3 veces oon sd/sec y resuspendarlas en wn winimo de volisesn.
d) Preparar montajes kiamedos y oontar 200 oflulcs al =i, pio de (Ui ol

111, Téonioa de Microot loided . (239,40,41)

Se utilizan placas de wicroprueda ds Terasaki a las Gue se les colooa
o ocda poso un microlitro de antisuero espectfico y ss mantiemen o -20°C. Esto
ouando se requiere tipificas los antip de los linfocitos o bien con susros -
prodlem cuzndo se Quiere & taar la presencic ds onticuerp itotéricoe y -
su posidle especificidad.

Bn este wftodo se usan poblaciomes pcrificadcs ds linfocitos, e inou-
ban oon los antisuerce, y ¢i tienem ¢l ontfgeno oontra el aal el anticuspo es-

t dirigido forman wn oomplejo antfy iousTpo que activa compl Fiion-
dolo, 1o que provaca wua lisis parcicl de las cflulas pudiendo ogptar coloronte
vital. Ia valorocidn se recliac juspando el porei de ofiulcs teRides.

a) Colocar wn microlitro ds suerc en ocda ww ds Los posce ds la placa.

b) Colocar wwz gota de aceite minercl e cade poso pare evitar su deshidratocilen.
Congelar a -30°C hasta ex uso.

o) Sacar las places y dejar que ee de a i

- L 2
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d) afadtr un wiorolitro de 1én de Uinfooitos a cada poso.

o) lar espleando un agitador de tubos Vortes.

1) Inoubar a tesp DL 30 mis

g) Colocar wna gota de soluoién ealina a cada poso, dajar reposar § winutos, eli
winar la solucién salina y el exceso ds suero. ’

h) Atadir ¢ miorolitros de oomplemento de oomsjo con dilupents, mezolar rusvamen
te aplioando la placa al cgitador Vortes, e inoubar a 37°C por 30 mitos.

{) Afadir wna gota de ool posar 15 =i

J) Bliminar el exceso de solorante.

k) Agregar wa gota de eolucién sclina a acoda poso y dejar reposar 10 wimutos -
antes ds leer al wiorosocpio.

La leotura se realisa a 126 ' do el parol de oflu--

las tetidas utilisando la siguiente escala:

Cllulas suartas ($) Interpretacisn Califloacibn
0-19 Negativo 1
20 - 89 Segativo 3
30 - 40 Dudoso L}
50 -2 Fositivo 6
80 - 100 Fositivo 8
Bo legidle Bo Vilido 0
la tipificacitn ds los artip B o la Msqueda de anticusrpos o=l -
HLA-DR, o 124 M":“ !,’h Sl ds =i "'ﬂd!ﬁ—
nes modificccionss.

a) Col wn miorolitro de la emapemeifn de linfocitos B en cade wo ds los po—
208 de la placa qus ya comtiens loe antismerce.
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b) Mesclar empleando el agitador Vortex. Defar rep a andi -
por 60 minutos.

0) Colooar una gota de 8SA dejar rep § =i lininar ¢l erceso de susro.
d) Aadir ¢ sicrolitros de oomplemento ds oomejo con diliy lar empl
do el agitador. Inoubar a tesp andi 120 =i

o) Madir wna gota de oolorante y dejar & mimutos. Elimimar el exceso ds colo—
rante. Agregar wna gota de 554 y lesr al wicroecopio.
1) Se usa la wisma escala de lectaaw qus para los antfgence de lc eerie A, By C.

Iv. Camh?no de Linfooitos. (44,45)

Rdra la deterwinaoién de la especificidad de los cntisusrce es recesario
oontar oon un panel de linfooitos perf tipificados, y con el fin de mvr
tenerlos por largo tiewpo es a ou congelami. wtiliscndo oomo agente —
arioproteotor el Dimstileulforido (DRSD) . (48)

a) Ajustar los linfooitos a ww concentrasitn de 10 X 16° oftulas/ ul en medio -
de oultivo oon 30 § de ewero o inaotivads, colooar en hielo.

b) Colocar en tubos de polietilenc 0.5 nl de la empensifn de ofiulas.

o) Prep la mexcla oongel o hislo: 30 3 de smero leowmo inactivado, 20 S
ds DNSO, 60 % de medio de oultivo.

d) Agregar oon cgitacida y ein retirar del hislo, 0.5 ml ds la mescia onterior a
loe linfocitoe.

¢) Fasar los tuboe a oz ofmara ds kislo eeco, dejcrlce hcstu que esten congslados

) Colocar los tudos en el tonque de mitrfpeno lfqudo.

Descongelawiento .
las oftulas congeladas se descongelan rSpidk ya que el DNSD es le-

W

tal a los linfocitos a tewyp . Un vial ds oflulas ee descomgela -
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paroialmente a 37°C en bafio de agua, ¢ irmedictamente a la eolucibn descongola-
da se lo agrega medio ds cultivo parc diluir ¢l DNSO, lcs primsrcs gotae 8¢ a--
gregan lentammte para evitar ¢l camdio bruscc a las oflulas.

a) Sacar los tubos del tanque de mitrégero lfquido y pesar a hislo eeco.

b) Immediatamente llevarlos a bato de agua a 37°C, agiiando comstantemsnte.

o) Cuando queds un pequefio troso ds kielo, agregar pooo a poco msdio de cultivo
frio y mesclar (medic de cultivo § % de euarc 10 S de glucosa).

d) Centrifugar a 183 g por 10 wirutos.

o) Resusperder los linfooitos y lavarlos racammnie oo medis de cultivo.

1) Resusperdsr las oflulas en 0.5 ml de medio de cultivc, comtar y qiustar a la
ooncentractén deseada.

Viadilidad.
Dedido a que la mieroritotozicidad tieren como covdicibn ¢! empleo de
oflulas vivcs ep_nesseario cheser Sstes oon clgwc pruedc simpis. Para diferen—
oilar oflulas vivas de musrtas se usc ux colorents vitel, el cxul s tripano.
a) Nesolar wn gota ds aaxl de tripow al 10 3 com wx gotc de la euspensibtn de
linfocitos.

d) Colocar wn gota de la mesclc solre :» parta abjetos, coloocr w: cubre obje—
tos. Lesr usandd el objetivo seco fusr:s. Las cflulcs wertcs se tifien de -
axul.

¢) Conter 100 cflulas, caleular el parciexso de vicdiliad.

V. Feowl ds Linfocitos .

Bl conjunto de cflulce (pcnel), ue se va a usc pore I identificacibn
de anticusrpos cnti-HIA dede comstar cucndo msmoe de 30 cblulcs dferentss, para
tener por lo menos wna representccise: ds cods wwa de las especificidades antigh—
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nioas conooidas . (45)

Mentras mas antigerce repetidos existar (w0 rimerc mxyor de cflulas),
88 podra realisar wc msjor identificaciln de los cnticusrpos encontrados.

Las oflulas que formatn el panel deben pertenecer al miewo grupo ra--
otal al que pertensce lc poblacifn de susros Gue ee von a sstudiar, para evitar
la p! ia ds antly dife a los anticusrpos que puedan existir e —
los susroe.

Se pusden inolutr oflulas de otros grupos §tniccs para busoar especi-
Jicidades pooo frecusntes o raras en asa poblacifn.

Tamdibn es posidble formzr dos tipos de pareles, ww en el qus los an-
7 estén perfs dentificadcs, o eea aon haplotipos oompletcs, para
podar los antiouerpos pr en los muerce. lcs oflulcs de las -
que no se comocen todos sus art{gence ¢ sec que tiemen algwn blanco forwn el -
otro comunto de oflulas, y cof se & mmencs especificidads

Les oflulas e pusder comgelar o preparer ol da que se requieran.

VI. Abecroién ds Mntismerce . (€7)

Para hacer wz busna tipifSocolin es wecescrio oontar oon SUSTCS mONOSS
pecifioce. B9 comn que los smeros qus ss kxm prodado mo estén dirigidos contra
w solo antfgeno, por Lo ¢xs 68 i lnar wz oy tén de los antfge—
noe qus no ee desean (o qus wo se hox paxdido por Hiwmeibn).

la proporoidn ds euero y oflulcs pare le checyoibn difiere de cousrdo

al sistamz qus se esta prodando, por lo Gue ee ita de inar la tdad -
por wn estudio preliminar.
51 antl 20 adecrds con difer idades de critl; no desea-

by

do (plaquetas en el cceo de que se Ceses abecrder cxtlgence de la seris AKC, y -
dajar eblo iousrpos contre ontly IR o biex linfocitoe cdecacios si el on-
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tiousrpo que se va a cbeorber es de la serie ABC pero dejondo otro de la miema -
sorie), despuls se mide el tftulo de anticuerpos qus quedon @o en el susvo. -
los resultados se grafioan de aouerdo a la ecuccifn de Von Krogh, modificacisn
de Retf.

Ast la oontidad exacta de anticusrpo mo deseado ee pusds abecrber en
oantidad suficiente para no ser detectado por el mftodo que ss estd usando.
Al susro que no estd alx “‘,nk" iona wa p ta relative -

(P), {gual al 100 8. La potencia relativa dsl susro abecrdido, e caloula des-
pulls de la abeoroisn por:

pa Ttulo dil suero no ahearbido 4 4o,
tulo del susro abecwbido
Se grafica la tdad ds antigeno (plag o linfocitos) usada por
wililitro de enerc para la abeorcifn, oomtre la relacifn onticusrpo wnido  —
(100 - P)/ tousrpo lidre (P) d la abecroiln o sea (100 - P)/P en papel

logarftaico, cbteriends wma limea recta.
Pare caloslar la cantidad de antfomo requerido parc cbtemer el grado
ds adeoroifn deseado, se pusds cpolar de Iz grifNoca.(47)
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RESULTADOS .

Cada wno de los susrce obtenidos se prodS oomtra un porsl cprozimada-
mente ds 60 oflulas (por medio de la prusba de microcitotceticidad oom linfoci--
tos T y con linfooitos B por separado), pris para d aqusllos que
tienen anti ot ; dose Los sigul. 7 ernd

L4 )

Tabla I

Fuente ds Susrce Susroe con
etzotariocs
}  §
frasplantados 1 1 11.1
Politrasfiondidos L U 30.43
Sebarasadas ” ] 12.0
fodla IT

Susros citotarioos contra oflulce Ty B (posidles articusrpoe orti
HZA-A,8,C) y susros citotaziooe solo comcra oflulas B (posidie anti-DR)

Pugnte ds susros Susros citosaxicos Susros cttotazicos
contra cflulcs Ty B solo comtre oflulas B
) s 1 4 3
frasplantados 2 100 - -
Politraafindidos 14 100 - -

Babarasadas ? 82.5 1 13.8
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Para la deterwinacibn de la especificidad de loe susrcs citozbxiooe
se recare a la ocmp ién de {oided entre los suerce prodlemc y suerce
oonocidos (de referercia proverientes del Irst:zuic Eaoiomal de la Salud ds -
EUA y del Centro Regianal de la Crus Ecja del Boreste, Boston EUA).

Se requiere de tablas de comtingencic de 2 X 3, y del ofilculo ds los
pardnetroe estadfetioos ji cuadrads (1') y cceficiente da correlasitn (r), de--
pendiendo de los valores de dstos, oonf @) aspecificidad del antisuerc,
b) preseroia de otros anticuerpos y o) grado de reacoiomee crusadas.

Prueba de X y Clloulo da r .

Tablas de Contingencic de 3 X 3 .

Eotas tadlas se hacen parc cade ww de los antigence de los que ee sos
peoka hay antiousrpos en el susro, comparendo los resultados cbtewidoe en el pa-
nel de linfooitos, tanto del suaro prodlema como ds w: antisuero de referencia, -
ol cual gensralmente proviens ds wn oentro de referencic, oo el FIE, y la crus
roja de Boston. '

las tadlas de 2 X 2 comsisten o>
Sorse ¢o Raferomin
- A . estoo) bapp =) eof-d) du)

- ¢ o ar eebecd

donde (a) es el rlmsro de reaccionss positiocs en cubos susrce, lo qus nos indi-
oz que los dos susros al =ieo {gen0, (D) es el rfmaro de recociomes
pooitivas e el susro prodlemz pero negctives e el susro de referencic, o sea -
Que ol suero prodlema esta iendo wn ortigeno que mo ol eusro ds
.fe ia o wn posidle recocibn da, (c) es el rlasro de prusbas positivas
en ol sxero de referencic y negatives en el susro prodlems, 0 sea que el susro -
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51, ro

P L al antfgeo qus § y (D nos indica el -
niasro de reacciones negativas en ambos eusrce.
kumamoakulmclwkrdortyddo,r,pamaciwcl

grado de ascolacién entre los dos antisuerce.
2
d - be)'B
S

umar’umuamwmaw.cul;oaw
Mlﬂymnmaumw&lulwwww
nos al oaloularla, en base a wt valor ya estadlexido que vrfa de acuerdo a los
grados ds libertad (gl) y niveles ds significoncia k) que se reqisren.

™ este aaso se oomp dos ot ( 1 de dos sue—
108) en los que se quiere prodar wx %ipStesis de deperdercia (8y), ¢! valos -
mite do I* s do 3.83 (parae= 0.28 y gi @ 1), valores speriores a fste se -
mpn!,wlmshfcﬁmkw.ynmﬂo.

51 oceficiente do correlccifn se ha uscdo para colooar a los ontisus-
o8 en gngos de alte oorrelacién positive caf como parc detectar las posidles -
relacionss genfticas de los antfgence.

e

Los val de *'ee ortre 0 y 1, w: velor de caro ros indi-
oa ocaracteres indspendientes y 1 com cdeolutn idertided.

Los valores crfticce ds "r", pre seleccionze los suercs estcn swjeios
a moha divereidad, en los primeroe tradejos 1w velor de r=0.32 se conziders sig-
nificativo angus mohos de loe susros mo fusron momocespecificos. Ahore se tamn
valores para "r" de 0.8 o afs alto moxe loe valores de 0.5 se pusden considercr
significativoe. (38)
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TABLA 11X
ESPECIVICIDADES ELA ENCONTRADAS.

. _ﬂ_ﬂf _m_ﬂ il _T_,_ il _”_HT_ e |
| S5 o AR e [ o e [ e e
Lk %ﬁ il RIS
mmm_. : | _w_m_._”_,_ B o
Mhm_ R 1 FREr PR e | M R | Ree | e
£ PR ERFE] FRFE R R R R
W b w_ o mmmm el e m.. _v_
A

(Continta)



36

1

17

1.0

17.0

2X2 Suero,

Especifiotdad |.

e

Bo. 88 (rer)




37

Bepresentactén por Medio de Serogramas .

Las tablas de oontingsmoia de 3 X 2 lcs podemos representar grafica-
mnte (serogramas) donds ss pueds cprecicr mfs olaramente las diferercice que -

pusdan existir en las L individales de los susrce.

Asf podemos obsarvar en que proporeibn los ltados som dk
tes: (a + d)/B, en que proporoién eon discord +o)u, de los -
resultados d son postti v gati ayd, resu}
tados di. de jponden a cada emero b y o .

So pueds tamdifn caloular los coeficientes, Sem, que axpresa el valor
proporeional de las 7 tgnales /B + d/B, Sn, es el cveficients qus ex-
presa la proporotién de las 7 {gual g am .

la relacién ds frecusncia (RF) forem parte ds lo evalucciln cualitati-
v, en térwinoe de la proporeiln de la fueraz de la reacciln sobre el total de -
reaccionss positivas.

RPy =a/f +o/8=(a+o)fl Susro oomocido
R,-q/lv-bll- (c+ B)/m Sugro problem
Por medio del ofiloulo de los valcres de Sem y RP parwite la represen—
taotén gréfica de los suerce y se pwede ayudar c olasificarice oowo:
1. Musstras de Idewtidad .
Estas no g prodl de Lari On valor de 1 pe-
ra Sem indica que hay wna reaccibn idéntica de lc mmsstra.

2. Musstra de Dnclusibn .
Cuando todes las recociones positioes de un suero caen dentro del -
alocnce ds wn senardo exero, el primero mowa es positizo cucndo el seundo e3 -
patl Rare wnz inclusibn los val a/R y BEP= son iguales, = indica el -




ausro inoluido.

3. Musstra de Exolusibn .
2o una musstra donds no hay mrtua

1, , )
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breposicitn da las reacci.

positivas, pero alg son 1g

209 , Sn = Sem .



TABLA IV

Clastfioacién de los susrce como tnolusitn, 6 de identidad dependiendo de los valores de:
Sem, Sn, RFp, y RPr.
Probiam ot brot. T
a_ b o d N o )./ Musstra
No. 6 (8VM) HLA-B? e 13 0 48 67 o0.71 0.88 0.000 0,080 Inolusibn
BLA-B40 ? 18 6 43 67 o.64 0,88 0,179 0.10 Inoluetén
HALA-B13 L] 18 0 48 67 o7 0,28 0.050 0,060 Inolueién
HLA-(D?,13,40) 17 2 6 4 67 0.84 0.20 0.320 0,36 “ldentidad"
No. 41 (BLCR) RLA-A9 16 0o 8 3 67 0.6 0.8 0.31 0.38 Inolusibn
No. 36 (GGL) ALA-B38 19 14 0 8 60 0,45 0.66 0.30 0.31 Inolusibn
BLA-B18 1 186 3 84 60 0.0 0.686 0.30 0.2 Inolusién
BLA-BS (] 28 0 87 60 0.46 0,66 0.08 0,00 Inolusién
BLA-(D35,18,8) 31 32 8 24 60 0.4 0,66 0.66 0.81 Identidad
No. 35 (RRB) HLA-D18 3 7 1 8 7 0.84 0.14 0,067 0,048 Inolusién
HLA-B30 3 ? 2 88 70 0,08 0.14 0.071 0.048 Inolusién
HIA-D31 ] 8 0 60 70 0.85 0.14 0.088 0.088 Inolusibn
BLA-(B12,038,081) &8 2 3 67 72 o8 0.14 0,167 0,110 Identidad
No. 24 (ENP) HLA-AD 18 19 o0 20 67 0.36 0.64 0.316 0,316 Inolusién
HLA-A3 4 38 0 20 67 035 0.64 0,070 0,070 Inolusibn
HLA-(A9,3) n 16 0 20 67 0.36 0.64 0,368 0.368 Inolusibn
Blanco
No. 87 (NLF) BLA-BS 3 4 2 81 60 0.86 0.9 0.11 0.088 0.06 "Inolueién”
Blanco
No. 61 (NGS) HLA-AZ8 ? 18 2 33 60 0.66 0.66 0.41 0,16 0.108 Inolustbn
Blanco
No. 30(FRV) HLA-AP 18 19 0 20 67 0.36 0.68 0.64 0.316 0.316 Inolusitn
HLA-E27 L4 31 0 20 67 0,36 0.46 0.64 0,106 0.106 Inolusibn
HLA-(AS, D27) 23 15 0 20 67 0.3 0.?8 0.64 0.366 0.386 Inolusibn
Blanco

(continua)



Susro Poeible Asooiaciln 8X8 de Suero/Bep. HLA
Problema Eepeotfioidad a b o d N & 5m RPr o/ Musstra
No. 31 (VPV) BLA-AS 2 18 6 16 60 0.88 o0.61 o0.65 0.43 0,36 Inolusibn
ALA-B13 e 33 0 81 680 0,38 0.46 0.65 0.10 0.10 Inolusibn
HLA-(A2,B18) 0 13 8 16 6 0,88 o0.77 0.6 0.61 0.43 Inolustén
Blanco
No. 48 (RNJ) HLA-ANS 6 an 0 81 60 0.38 0.40 0.06 0,18 0,18 Inoluetén
HLA-ARS 8 8 1 80 60 0,38 o0.46 0.05 0,16 0,18 Imolusibn
HLA=(AN33, 80) 15 88 1 80 € 038 o0.868 0.65 0,88 0,86 Inolustbn
Blanco .
No. 6e(rer) SLA-AD % 19 3 83 60 0,38 0.63 0.56 0,30 0,86 Inoluotén
No. 38 (TV)' Blanco
No, 33 (RON) Blanco
o, 81 (AVD) Blanco
No. 100 (VY) Blawo
o, 8 (CSE) ALA-DRS 4 2 0 16 44 0,39 0,43 0.66 0,00 0.00 Inolusién
BHLA-DRY m 10 4 11 44 0.86 0.68 0.66 0.62 0,48 Inclusibn
BLA-(DRS,0R¢) 2 e 4 11 44 0.35 0.77 0.66 0.61 0.58 "Identidad”
No. 18 (NGM) BLA-A2 9 0 8 17 0.88 1.0 0,68 0,68 0,68 Identidad
No. 28 (LMN) HLA-A3 9 3 o 8 17 0,29 0.88 0.76 0.58 0.62 Inolusibn
HLA-B40 ¢ 8 0o & 17 0.9 0.58 0.7¢ 0.28 0.28 Inolusibn
HIA-(A3,D40) 11 1 0 8§ 17 089 0.4 0.76 0.64 0.64 Identidad
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Camo 88 ha tonado los eeroy son la rep ién grafioa -
ds las reaccionss de los suerce ecbre ur parsl de oflulas, ocsparcrdo la reac—
tividad del susro problem oo la dsl suerc oovooido sobre las mwieas oflulas.

El nimero de recocicrses positicas se representc por wedio de wn reo—

téngulo y las negativas estan indiaadas por el espaci .13 dngul.
de la isquierda rep las i poaitives del susro problema, evsegui-
da ee los dngulos qus repr las i ds los suerce -

oomocidos. El Gltimo rectérgule trdioa las recocioves ds los eeercs ~ovocidos
o Jomjinto, o sea nos indioa que ¢l searo prodiemc es pollespecificc, resocio-
va con todas estas especificidedes.

D aigows xasos cparece wwa pcrte el reotinguio en lirec pw:teada, -
lo que indica que esta parts de reaociones s Cascovoce O e8a qus no preevMis -
wa reaotivided similar oom mingwow ds loe snerce comooidos oo Gue se cusmia.

& el caso de susrcs ppeci{ficcs (serog 2489 se
0lo dos recténgulos, el del susro prodlema y el del swaro la referevcia, indicon
do la reastividad igual o casi igual.

Despubs dol flisis estcifetico y la representooiln gréfica de las -
reccionss de los suerve obearvcwe ue en concreto encontyowre tyes tipce ds -

susroe.
5l primsr grupo esta representacd por los susroe momoespecfficce, mues-
tras de {dentidad (susrce Bo. 41 y 18) caxyos dctos som faciles de ocliscr, asf -
ocomo focilmente se visuclisa el tipo ds recccifin. Estos susros son fitiles para -
la tipificeoitn, y en of para amclquier estudio relaciomado con el si HLA.
Se encontraron, anticusspos contra mas de wn especificidad en el miemo
auTo, que pusden olesifiocres ds lc siguients mowera:
a) Que ol antismaro sea wx menola ds orticusrpos oomtra nfs ds wic es-




46

peotficidad, oon tftulos semsjantes ( entendiendoss por titulo la corsentracibn
del antiouerpo).

b) Que ol antisuero sec wa mescla como c antericr pero oon f2ulos -
diferentas.

0) Que los antfgencs al posesr dentyo de ss estrwotwra porciones se—
msjantes son reconcoidos por el wiemo antisuero aonge la reacciln se lleve a os
bo oon diferents intensidad (reacciones crusadas) .

la reaotivided crusads ¢s wa ds las caracteriticas qus presenton fre-

Los antty BLA, fc do grupos de antige ik

P

ralmente llamados Greo. (38) 2n la Tabla_V ee represenan las reaciomes serols

gloas orusadas de los antfgencs HLA. Eristen especificidades subtfpicas y ewper-
tlpiocas, las especificidades aupertiploas oamprenden dos o mfs especifisidades -
aubtfpicas, por ejemplo el HIA-AD ¢s la especifioidad spertlpioc qus comprerds
al AueS y al Av2d, en esta tadla las especifioidades sdtfpioas estcn indicadcs
entre parentesis.

La coexi. ta de iousrpos contre mis de wz especificidad puede no
interferir en ¢l empleo del antismsro con finee de tipificacifn, eolamsnte serfa
necesario el empleo de otroe antisuerce para definir el fenctipo de la oflula a
tipificar, en otras L ol la incex! ta inpoeidilita el expleo del -
suero tal cual, sera io diluir ol 7 ( do los tfulos eecn di-
farentes) o dien abecrder c ste com linfooizos cpropiadoe.

M ol caso e que se tegc wn Cxticumrpo contye wx especificidsl w—
pertfpica, se pusde adeorder con linfocitos que tengan wc de low especificide—
des sudtfpiocas, pare qus asf quede la otra.

51 tercer tipo lo comprenden los susros "Blonco®, cxya recctividad mo
cotnolds oom alguow de los smarce ds referencia o @w solo parte de esta rooti-
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vidad ooinoide; esto pusds deberee a :
a) Ho se dstecta la especifictdad por la gren oawtidad de blancce —-

P i Irndag )

9 no P on las oflulas qus ocomponsn el pansl, de-
bdo a que no se cusntan oom todas las especificidadss comocidas.

b) o exi. ta ds estoe anei , wna musva especificidad, lo qus
70 e8 poco probable ya qus la fusnte de antisusrce_de referencia es EUA, podla—
otlén genbti dife cla

Eatos suercs deden probares, aontrc wm panel de oflulas, perfectcmente
tiptficado, y oon todas las especificidades oomocidas, y contra wo que tega -
blancos (qus no exista el anti para d lo), pare poder ast detererinar
ot se trata de wua rusva especificidad o mo.

Sxisten otros euerce a los qus ee les ka clawificado como dudoscs, ya
que reaccionarom con muy pocas oflulas, no pudiendo comoluir ei existe o mo algm
anticusrpo presents, pa que lc reacciln pudierc ser aomtra algwnc especificidad -
"rara” que e presentc en my poocs ocacionss o puede ser wwa mala tipificacién -
( error ds téomice).

Eatos susroe deden seguir prodondoes para confirmar o desoartar, la -
; ta do anti P




COMNENTARTIOS v CONCLUSTIONES
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Comentarios.

la iscolén ds L , a8 algo, que ha ocupado a muchos es
tudiosce dsl sistemz BLA. Despufe de eu descripoitn, el siguiente paso era po-
der {dentificarlos, y dedido a que es un sistem altamente polimorfico, la caras
terisacién ds estoe antfy 88 fus complicando conforms ap ion afs especi-
floidades, stiendo io {dear witodos adecuados para la & imacién preci
oa de los antisusros enoomtrados.

Se han dssarrollado masrosce mftodos acmo el ds anflists por Matri—
088 de Mickey en 1987, el de Anflisis de Refarencia Boolecna ds Nickey y Tercss
ki en 1971, ol de Anflisis Discrimimawte ds Piazsc en 1973, y el de Andlisis -
de Inolusifn Betadetica (INCLAN) ds Piazsa en 1073, BEstos mftodos son bastante
Jince y ss pusde sacar gran informacibn de elloe, tenilendo iromvenientss de —
trabajo, ya qus eon gran cantidad de datoe los qus se mmejan, requiriendoss ds
ocomputadaras.

mdw&&i"yv.mmmﬂu.mmmﬂm
mqmimanmwbw-m“—upm:.u

to ss omplioaria y tal ves necssitariamos de otvoe mftados, &i quisieramce =o>-
raoterisar una rauva depecificidad o waa enbdivieitn o wnc varisdad de alypcs -
especificidad conocida. Ademfe ests tipo ds aaflisie (X, r) es el que & riis
on la mayoria de los centros de referencia, oon cad: susro que se e>is.

De los susros emoomtrados de los que se concoe todes los crpe=iXisi-
dades (ewerve que mo tiemen algoe dlanco), se pusden prodar por lusi% pove
saber cual especificidad tiems mcycr tftulo, esto ss kace por = ~lg=: 6=
ds wicrocitotaricidad y solo se duscc lc mirdmn HCI&: o 1o Ju 8 Sanire
wna mortandad del 80-100 % de los oftulcs prodades. los Nulce uscice eflc &



ben presentar wo de los antfgence oontra los cuales hay anticusrpos en el sus
ro. Por ejeplo en el aaso dsl susro Ko. 26 (A3, B40) se prusba a varias dilu
otones, 1:3, 1:4, 1:6, 1:8, 1:12, 1:1€, oon oflulas que solo tengan el antfge-
no A3, y oon otras que solo tengan el BéC, y ss cbeerva cual es el anticusrpo
que tenga mayor tftulo y el suero 88 usa a esc dilucibn, ocomo momcespectfico.

Ds los susroe obtenidos solo al, ss prob pa-duudb.:,obu_::

vando qus el susro no. 41 (A9) tiens wn tftulo de 1:8, el suero No. 35 (B3S,
15,5) aparentemsnte a wia dilucién 1:4 solo reconcos cl BulS leste wusro es my
{nteresdite ya qus parece ser wna variedad del Bu3s de los oacucfeioos) el anti
susro Bo. 16 (312,u38,u31) apar P pectfioo parc ¢l A2l a wa
diluoién de 1:13,

De hacho estos susrce deben seguir probindoes para confirmar estos -
resultados.

la abeoroibn de swerce ss reclisz tncubando a 37°C 1 ml de susro com

la {dad adecuada del ant{gend qus se desec eliminar (deterwinade por el mf
todo de Reif). Pussto que se *xata de o lulares, oe p ol pro
blema de la adpeisicién de Sstos ya que ss requisre gron contidad de oflulas y
adents oon detexwinados antfgemos 1o que complica mis su cbtenciln. (por ejem-
plo de plag o8 requiiere oz & 3 ul por nl de susro a abeorber;
1 nl de pag plag io se obtiene de 7 wridades de )

acngr

Los susros polisspectiioos o sec cqasllos que reaccionan com tod o
con cast todo, y que o sa pueds definir wac especificidad, ro se desccricn del
todo, puss dado qus los linfocitos presentcn wic veriedod de antfgencs en su -
aperficte, bien se pusds tersr clean onticusrpo, ro comtra antfgence del eis-
temz BIA, sino comtre algh otro 7 de los lixfocitos, estos susroe som
por spussto candidatos c otro tipo de estudice.

los susros anti-DR, deben abeord com pl ( Que fstas

PLag P
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oolo tieran antlgencs HLA-ABC) parc que el suero queds mis puro,pero ya qus -
o diféil relr tal tdad de plag #¢ han ideado otros mftodos pa
mntmuum,wathlmtwl&um.hmdw-
u%mlbwatmatﬁjwmmm&mquawlg
‘hum,mblqwclumm,pquclntam&mm
Jta complemento ds oonsjo (es el ocuplemento wsado en la téonioc de wioroci—

toidad) despuls se realiss la tipificnoil de los antfgencs DB oomo normal
mente se haoe.

Como ss pusde notar, el campo de los anticusrpos anti EIA, es bastan
te awplio y deja an mwho que estudiar y que comoosr ds ellos, en of los pin-
tos anteriores son solo algaoe qus ayudarian a compl este trabajo, qus
dando @or otros aspectos que cubrir relacionados aom este si. frnioo, -
del oual realments aun se eabe poco.




Conolusionss .

De las diferentes fus:tes araliziics tenamos:

Pusnte ds Susros 1 4 S so % Ao Gtiles®
Bebarasadas ” 17.0 4.28
Politrasfloxdidos * 30.43 6.53
Trasplantados 8 1.2 1.1

‘refiriendoss c susrcs :otalmente identificados Gtiles pcra
ol intercamdio o pare la tipificacién.

Tecricamente la mejor fusnte debera ser la de wujeres embarasadas, -
¥a qus ool ¢ enfy G wn haplotipo dife (el del padre), siendo -
mis probable encontrar susros momosspecificos, pero woe encortyomos con lo fal-
ta de oooperacidn tanto de las partur-ientas como de los cbetetres, por lo que -
la oantidad de susro que se pwede cdtener es redwoilds, y vo suficierte parc ol -
& to ( para i 1o con el NIE se requiere de 150 nl ds susro) slendo
estos solo pasa uso local.

Dedido c qus en lcs p qus recth 2eipl i oSlo
¢ toma en cusnta el grupo scnguingo y Rh, se espercdc que ewtos eusros fusran -
poliespactficos, no ob o0 obtami 2 Lsaios, 1o explicccibn es

la prodadilidad ds que la pereoma recida varics veces ¢l misw o:tfgew cl cxcr,
eaco depende de las fie ics de los antly &2 1a pablecitn y dal gemotipo
de la pereona. FPor lo towto es wna usma fuente, porqus ds ellos y en especicl
de loe pacientes de la Unided ds Eemodiflisis existe cooperaciba para lieser a
oado plasmafiresis, odteniendo csf wnx buena cantidad de susro, pawitiendo el
interoandio, adenfs se cbtiensn datos que pudiercn ser fitiles, ya que la mcyor
parte de ellos ests en espara & tresplante.




Se antioipaba que los swercs obtenidos de las pereonas trasplantadcs
Jusran buenos, ya qus estos son irmmisados por wn winimo de artfgercs (lce on-
sfgencs del trasplanite) no slendo asf ya Gus cs nticusrpos fuercn poco frecuen
tes y polisspecfficcs. Sin embargo esta fante ro ss desocarta ya que ss obtie-
ran busrcs rendimientos.

En vista de que todas las fA stenen jas y de jas, y no

aon del todo efiot , Prop » Iisar todas c la ves, poc asmentar la
oficlencia del programa de Yisqueda de anticuerpos.

Con los susroe:

Susro Bepecifioidad r Cantidad
¥o. 1 HIA - A9 2.8 €0 ml
¥o. 18 HLA - A3 1.0 35 ul
¥o. 35 HIA - (Bu86,15,5) 0.83 500 ml
Bo. 26 HLA - (A3,540) 2.87 50 =1

8¢ astadlece el danov de criisusrce, qus ee incremsncad oom los susros recibi-
dos del BIR, y sarvirdn para dovacifa c otroe cersros meciomales i{nteresados en
ol estudio del sistemz BIA, oo el Imstituzo Baviomcl de Butricién.

Pussto qus ee momes la dologla, se expl posidilidades (fuen
tes) y oo realiss el tredajo, se dlecis wn programa de bequeds de antisue-
700 anti BIA, de aouerdo a los recrecs ds ests laboretario.

Somando en cusnta sblo los anti Geiles obtenidos en este progre-
ma, y el costo ds Sste (aprox. § ¢ 000.00) y oceperond oom el precio ds 0.5 ml
de wn antisusre (4 1 368.00), el costo de los crtismerce obtanidos es de $8.20.

Por lo qus que real s wn progr efiol y ds bajo -
oosto, que queda Tmpl do en este lad io, i dose as{ el bomoo
de antisusroe y obviamente las posidilidades de cmalqeier estudio relovioncdo -
oon el sistema HIA.
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