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RESUMEN.

Para la obtencidén de sueros tipificadores del Sistema HLA -
en una poblacifn de mujeres mexicanas, se colectaron 250 -
sueros de mujeres multiparas derechohabientes del I.M.S.S.,
durante su estancia postparto en el hospital, y se probaron
contra un panel de 40 donadores sanos de linfocitos T y 30

de linfocitos B tomados al azar.

La presencia de anticuerpos en contra de antigenos de histo
compatibilidad fue 88 % para linfocitos T y 82 % para linfo
citos B. El 4 % de los sueros fueron monocespecificos. En -
contra de especificidades HLA. Y de éste resultaron 4 sue-
ros, 3 con especificidad anti HLA-B5, Bw35 y 1 anti HLA-AZ,
con titulos suficientes para ser enviados por el Instituto

Mexicano del Seguro Social como contribucidn a los progra -
mas oficiales de intercambio de sueros coordinados por la -
Organizacién Mundial de la Salud y el Instituto Nacional -
de Salud de los Estados Unidos de Norte América.



INTRODUCCION.

El estudio de los sistemas de histocompatibilidad en el -
hombre, ha logrado aplicacibn pré&ctica de gran importancia
en la medicina moderna. La presencia de antigenos leucoci-
tarios humanos (HLA) correlaciona con algunos padecimientos

y su concordancia permite la transplantacibén de 6rganos.1

El reconocimiento de nuevos determinantes antig&nicos HLA -
ha corrido paralelo al descubrimiento de mé&todos que discri
minan antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad -
(MHC) del hombre y de otras especies. Los métodos seroldgi
cos detectan antigenos por medio de antisueros, estos anti-
genos son llamados genéricamente SD (definidos serolbgica -
mente), en tanto que los mé&todos que emplean linfocitos -
reactivos tales como el cultivo mixto de linfocitos (MLC) -
detectan diferencias antigénicas en base a la respuesta pro
liferativa de las cé&lulas antig&nicamente discrepantes, es-
tos antigenos se denominan genéricamente LD ( definidos por

linfocitos}.l'2

La existencia de complejos mayores de histocompatibilidad -
se ha demostrado en el hombre y varias especies y es proba-
ble que esté&n presentes afin en los vertebrados mis primiti-
vos. Los MHC mds conocidos y estudiados son: B del pollo,
SL-A del cerdo, DL-A del perro, BolL-A de bovinos, GPL-A -
del cobayo, RhL-A del mono Rhesus, RL-A del conejo, ChL-A -
del chimpancé&, Ag B de la rata, H-2 del ratén y HLA del -
hombre. La secuencia de las regiones SD y LD parece ser si
milar en las especies estudiadas y pudieran presentar simi-
litud funcional.3



El MHC que mds se ha estudiado, es el sistema H-2 del ra -
tén, primeramente investigado por Peter Gorer ( 1937 ) y -
posteriormente por este autor y George Snell, describiendo
al sistema y demostrando su participacién en el rechazo de
aloinjertos.4

En el ratdn, la regibén que codifica la informacibn para los
antigenos del sistema H-2 se encuentra localizada en el cro
mosoma nfimero 17 (Fig.l ). Los productos de los genes de -
las regiones H-2K y H-2D son detectados serolbgicamente en
algunos tipos celulares, incluyendo linfocitos, por el uso
de aloantisueros gque aglutinan leucocitos y causan la lisis
del linfocito en una reaccidn mediada por complemento. Se
han descrito al menos diez variantes de genes H-2K y H-2D -
en ratones de cepas isogénicas, ademds la regibén I ha sido
dividida en cinco subregiones: Ia, Ib, Ic, Ij e Ie cada -
una de ellas asociada con determinantes antigénicos presen-
tes sobre linfocitos Y & B.2:4,5

La capacidad de sintetizar anticuerpos est& controlada por

genes presentes en la regién I, denominados Ir o genes de -
respuesta inmune, implicados en el reconocimiento de antigg
nos extrafios. Fl producto de los genes Ir no se ha identi-
ficado, pero se asocia a determinantes prot&icos designados
antigenos Ia (antigenos asociados a la regifn I). La re -
gién S controla determinantes alotipicos sobre Beta globuli

nas y el componente C4 del Sistema del Complemento.s

Se han descrito alrededor de 28 loci de histocompatibilidad

No-H2 (H-1, H-3, H-4, H-5) los cudles pueden ser importan -

tes en el rechazo de &rganos injertados.6



Robert G. Tissot y Carl Cohen (1974) estudiaron el MHC del
conejo donde se ve que el control genético del sistema de -
antigenos celulares estd incluido en el sistema 6 de grupos
sanguineos con el locus RL-A (alelos a,b,c ) y el locus He,
supuestamente responsable de la reaccifn en cultivo mixto -
de linfocitos.’ En la rata, el MHC se encuentra dividido -
en 2 regiones: la regibn A y la regibén B, la primera lle-
va el control de antigenos definidos serolbgicamente como -
los antigenos de histocompatibilidad Ag-B y H-1, y la segun
da controla la respuesta en MLC y CML (linf6lisis mediada -
por cé&lulas), la respuesta inmune contra algunos polipépti-
dos y proteinas, la susceptibilidad a enfermedades tales co
mo encefalomielitis alérgica y nefritis autbloga por comple
jos inmunes.> Caldwell, J. (1979) investigd el sistema de
antigenos linfocitarios del bovino y detectd por métodos se
roldgicos la existencia de un lécus con 6 alelos codominan-
tes.8

Vaiman, M. y Garnier, H. (1972) estudiaron el SL-A del cer-
do, por pruebas de adsorcibn detectaron 4 antigenos, el s
SL-Al1, 2, 4 y 3 y establecieron el efecto de compatibilidad
de &stos en injertos de rifdén e intestino.? Uriesindop, H.
M. et. al (1972) estudiaron el MHC del perro (DL-A) por mé&-
todos inmunogen&ticos y propusieron la existencia de 2 loci
con 3 alelos cada uno, DL-1, 2, 3 y DL-4-5, respectivamen -
te.10 Geczy, A.F. et. al (1975) estudiaron el MHC del coba
yo, GPL-A, encontrando 2 loci GPL-AB con 4 antigenos y =
GPL-AS con un antigeno,todos ellos detectados seroldgicamen
tell E1 MHC del chimpancé&, ChL-A, presenta 2 loci el A y -
el B.2 Ziegler, A. et. al (1975) estudiaron el sistema B -
del pollo, encontréndolo asociado a los antigenos del grupo

sanguineo B, sus antigenos fueron caracterizados por preci-



pitacién con detergentes y electroforésis en geles de polia-
crilamida, demostr&ndose dos cadenas polipeptidicas con pe -
sos moleculares de 45,000 y 12,000 daltons. Este sistema -
tiene funciones similares a los de mamiferos, sin embargo, -
interviene tambi&n en procesos de fertilidad y viabilidad.l2

La existencia de los determinantes antigénicos HLA sobre leu
cocitos humanos fue reconocida en base a las observaciones -
de Dausset y Nenna (1952) de la presencia de anticuerpos leu
coaglutinantes y la destruccién de cé&lulas blanco encontra -
dos en pacientes con leucopenia severa y en aquellos con his
toria de transfusiones frecuentes. En 1958 Dausset demostrd
la existencia del primer aloantigeno especifico de leucoci -
tos, el cual denomind MAC y que actualmente corresponde al -
antigeno HLA-A2.13

En 1965 se efectud la primera reunibén internacional de histo
compatibilidad para estandarizar la nomenclatura y reconocer
los antigenos descritos, desde entonces se han efectuado 7 -
reuniones de trabajo. En la segunda reunidn (1967) se deter
minaron 6 antigenos agrupados en 2 loci, el locus LA con los
antigenos HL-Al, HL-A2, HL-A3 y el locus cuatro con los anti
genos HL-A5, HL-A7 y HL-A8. En la tercera reunifn (1970) se
incrementd el nfimeroc de antigenos conocidos a 20, se introdu
jo la letra "w" para aquellos que son provisionalmente acep-
tados y se reconocieron 7 antigenos del locus LA y 13 del -
locus 4. En la cuarta reunifn (1972) el nGmero de antigenos
ascendid a 31: 16 antigenos para el locus LA y 15 para el -
locus 4. En la quinta reunién (1975) se reconocieron 51 an-
tigenos y se cambiaron los nombres de los loci, al locus LA

se denomind locus HLA-A con 20 antigenos y al locus 4 se le

llamdé locus HLA-B, también con 20 antigenos y se propusie -



ron 2 nuevos loci, el locus HLA-C con 5 antigenos y el locus
HLA-D con 6. En la sexta reunibn (1977) se describieron 77
antigenos de los cuales 70 se agruparon en 4 loci, 20 del lo
cus HLA-A, 33 del locus HLA-B, 6 del locus HLA-C, 11 del lo-
cus HLA-D y se propuso la existencia del locus HLA-DR con 7
antigenos.l3 En la Giltima reunibn de trabajo (1979) se re-
conocieron 90 especificidades, 20 del locus HLA-A, 40 del lo
cus HLA-B, 8 del locus HLA-C, 12 del locus HLA-D y 10 del lo
cus HLA-DR. Los loci HLA-A, -B, -C y -DR detectados serolb-
gicamente (SD) y el locus HLA-D detectado por linfocitos -
(LD) . Tabla I.

El sistema HLA comprende uno de los mis interesantes y com -
plejos sistemas genéticos, contiene una variedad de genes -
que intervienen en diversas funciones inmunol&gicas como el

rechazo de injertos, control de genes de respuesta inmune,-
interacciones cé&lula-célula, resistencia a agentes infeccio-

sos y a tumores. 2

El sistema HLA se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosoma nGmero 6, junto con los genes que controlan el fac
tor B de la properdina, el segundo y cuarto componente del -
sistema del complemento, la fosfoglucomutasa (PGM3) la glio-
xidasa, el pepsinbgeno urinario (PG5) y los grupos sangui -
neos de Chido y Rogers.2r17:29 (Pig. 2}.
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mana sobre el cromosoma nfimero 6.



TABLA 1.- ANTIGENOS DEL SISTEMA HLA DESCRITOS HASTA 1980

0

Pw32
w33
w34

Pwd3

HLA-B5
B7
BB
B12
B13
B14
B15
B17
B18
B27
B37
B40
Bwl6
Bw2l
Bw22
Bw35
Bw38
Bw39
Bwdl
Bwd2

B

Bwd4
Bw45
Bwi6
Bwd7
Bw48
Bw49
Bw50
Bw51
Bw52
Bw53
Bw54
Bw55
Bw56

Bw58
Bw59
Bw60
Bw61
Bw62
Bwé63

Locus C

HLA-Cw1l

Bwid

Qw2
Qw3
Cwid
Qw5
Cwé
Qw7
Cw8

Locus D

HLA-Dwl
Dw2
Dw3
Dwé

Dwé
Dw7
Dw8

Dw10
Dwll
Dwl2

EEEd

Total

%U 0o W x>
| won un n

Locus DR

HLA-DR 1
DR 2
DR 3
DR 4
IR 5

DR 7
DRw8

DRw10

20 alelos
40 alelos
8 alelos
12 alelos
10 alelos

90 alelos



El locus de la PGM3 estd aproximadamente a 17 centimorgans
(cM) de distancia del centrfmero, el locus de la glioxidasa
a 5 cM del PGM3 y 10 cM después se encuentra la regibn HLA
con los loci A, B, C y D. El factor B de la properdina y -
los factores C2 y C4 del sistema del complemento estén cer-
ca de la regibn HLA, al igual que los grupos sanguineos de
Chido y Rogers, el locus del pepsinégeno urinario 5 se loca
liza aproximadamente a 20 cM de la regién HLA.2

Los antigenos HLA se desarrollan durante la vida fetal y -
son detectados desde la sexta semana de gestacibn. Se les
ha identificado en todas las cé&lulas nucleadas del organis-
mo, por ejemplo en placenta, bazo, higado, pulmbén, intesti-
no y rinén, demostré@ndose la m&s alta concentracién en teji
do linfoide.2,16

Han sido aislados de la superficie celular de linfocitos -
por digestién enzimdtica y solubilizacién con detergentes,-
comprenden del 1 - 2 ¢ de la membrana celular y estfn cons-
tituidos de dos cadenas polipeptidicas, una cadena pesada -
con glicoproteina de peso molecular de aproximadamente i
45,000 daltons y una cadena ligera la £ -2 microglobulina

de aproximadamente 12,000 daltons. La cadena pesada es va-
riable y parece dominar la especificidad antigénica, en tan
to que la cadena ligera es constante en todos los antigenos

estudiados.2:4,16

Bridgen, J. et al (1976) purificaron el antigeno HLA-A2 a -
partir de linfocitos B en geles de poliacrilamida, encon -
trando 5 bandas de diferentes pesos moleculares: la prime-
ra de 43,000 daltons, la segunda de 39,000 daltons, la ter-
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cera de 33,000 daltons, la cuarta de 28,000 daltons y la -
iltima de 12,000 daltons, las bandas de 43,000 D y 12,000 D

correspondieron a los anticenos HLA.18

Springer, T.A. et. al (1977) encontraron que los antigenos
HLA-DR estdn constituidos de 2 cadenas glicoprotéicas de -
28,000 y 33,000 D respectivamente, asociados en forma no co

valente.l9

Alhison, J.P. et.al (1977) realizaron un estudio de caracte

rizacién quimica del antigeno HLA-A9 por los métodos de -
inmunoprecipitacidén y electroforé&sis en geles de poliacrila
mida, encontraron a los antigenos asociados con los que -
ellos denominaron HDL (lipoproteinas de alta densidad), -
embebidas en la parte hidrofébica de la membrana celular, -
también determinaron que las mol&culas HLA contienen entre
6 - 12 % de carbohidratos.20

Fl sistema HLA es altamente polimbrfico, la mayoria de sus
componentes presentan baja frecuencia de gene. Dos antige-
nos pueden aparecer asociados con una frecuencia mayor de
la esperada por el azar al encontrarse en desequilibrio de
enlace. Las poblaciones humanas parecen estar en equili -
brio genético para los genes HLA y a semejanza de otros mar
cadores genéticos la frecuencia de genes HLA varia grande -

mente entre los diferentes grupos raciales.?2:24

Reen, D.J. et.al (1980), describieron que en la poblacibén -

irlandesa el antigeno B8 se presenta con mayor frecuencia -
que en la poblacién caucdsica, a pesar de que los antigenos
A3, B7 y B8 son muy frecuentes en esta Gltima.21 wWoimant,F
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et. al (1980) en una poblacién de Africa occidental encon -

“icvrn ausencia de B15, baja frecuencia de Al0, Bl12 y Bl7 y
alta de A2 y B5.22

Existen pocos estudios de la frecuencia de antigenos HLA en
la poblacifn mexicana. Las observaciones de Gorodezky et.-
al (1979) y Arellano, B.J. et. al muestran la aparente =
ausencia del antigeno A25 y una alta frecuencia de los anti
genos A2, B5 y Bw35.23

La funcidn biolb6gica del sistema HLA no estd bien definida,
su postula confiere al individuo su propia identidad quimi-
ca y con ello la individualidad biolégica que permite el re
conocimiento y eliminacién de c&lulas extranas y cé&lulas -
propias que se han modificado por envejecimiento o transfor
macidn neoplisica.2,16,17

Bodmer, W.F. (1972), considera que el polimorfismo balancea
do presentado en el sistema HLA pudo haberse originado por

presiones de seleccibfn que actuaron en el pasado y dieron -
al individuo ventajas adaptativas. El estudio del sistema

HLA se ha basado en la importancia que tiene al correlacio-
narse con enfermedades y principalmente el rechazo de injer
tos, aunque con la posible excepcibén del embarazo la trans-

plantacidén no ocurre en forma espontéinea en la naturaleza.?4

El sistema HLA se ha asociado con la mayor resistencia o -
susceptibilidad a enfermedades, sin embargo, se ha demostra
do correlacibn significativa con pocos padecimientos. Los -
datos de asociacibfn se obtienen al comparar el fenotipo HLA
caracteristico de un grupo de pacientes, contra la frecuen-
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cia con que aparece en el grupo control de individuos sa -

nos.

Los estudios familiares muestran en forma clara la correla-
cidn entre la presencia del antigeno y la enfermedad, al -
analizar los patrones de segregacifén de al menos 3 genera -
ciones. La magnitud de la asociacibn se determina por el -
riesgo relativo, definido como la relacién del riesgo de -
desarrollo de la enfermedad en aquellos individuos que pre-
sentan el antigeno, dividido entre el riesgo en aquellos -

que no lo presentan, de acuerdo a la férmula siguiente:3

Riesgo relativo =

c
Donde:
a = nfimero de pacientes positivos al antigeno.
b = nfmero de pacientes negativos al antigeno.
¢ = nlmero de controles positivos al antigeno.
d = nfimero de controles negativos al antigeno.

Existen varias interpretaciones para estas asociaciones:

Primero: Que la asociacifn sea un artefacto del muestreo,
al analizar una poblacibn heterogénea que contiene un
subgrupo en el cual la frecuencia del antigeno y la -
enfermedad es mayor gue en el resto de la poblacién.
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Segundo: Que la susceptibilidad a la enfermedad sea el re-
sultado directo de la presencia de un antigeno HLA en -

particular.

Tercero: Que exista desequilibrio de enlace entre los ale-
los para el antigeno estudiado y los alelos de un loci
cercano que realmente confieran susceptibilidad a la en
fermedad.26

Las enfermedades con que se asocia el sistema HLA se han -
agrupado en 3 categorias, de acuerdo al grado de asociacidn
con un locus y genes del complejo:

Primera categoria: Fnfermedades asociadas con los antigenos

del locus B, como la espondilitis anquilosante.

Segunda categoria: Enfermedades asociadas con los antige -
nos HLA-D y este asociado con el locus B, por ejemplo -
las enfermedades autoinmunes.

Tercera categoria: Enfermedades relacionadas con defectos
genéticos, cercanos al complejo HLA, pero no pertene -
cientes a los loci del mismo, por ejemplo genes contro-
lados por factores como C2 y C4.

Una relacibén de antigenos HLA y su asociacibn con enfermeda
des se muestra a continuacién:2:25



Antigeno HLA

B-27
B-27
B-27

B-27

B-27

B-27

B-15

g
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Enfermedad.

Espondilitis angquilosante.
Sindrome de Reiter.
Uveitis anterior.

Artritis por asociacidn con yer
senia.

Artritis por asociacibn con sal
monella.

Artritis reumatoide juvenil.
Lupus eritematoso sistémico.
Diabetes juvenil.

Sindrome de Behcet.

Hemocromatosis idiopédtica.

Diabetes dependiente de insuli-
na.

Enfermedad celfaca.
Dermatitis herpertiforme.
Diabetes juvenil.
Enfermedad de Adison.
Enfermedad de Sjogren.

Miastenia gravis.
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La importancia del sistema HLA en el rechazo de 6rganos in-
jertados, se demostré varios anos después de iniciada la -
préctica de transplantacibén en el hombre. Los primeros in-
jertos renales se efectuaron incluso entre individuos de es
pecies diferentes, o como en el caso del primer injerto en-
tre humanos (aloinjerto), efectuado por Voronoy (1936), pa-
sando por alto la compatibilidad del sistema ABO.

A mediados de la década de los "50s" se habifan efectuado 30
aloinjertos renales y estandarizado las técnicas quirfirgi -
cas. En 1958 se inicid el empleo de métodos inmunosupreso-
res, como la irradiacifn corporal total gque tuvo resultados
negativos. Para 1962 se emplearon drogas inmunosupresoras
de tipo esteroide como la prednisona y anilogos sintéticos
de las purinas como la azatioprina. A partir de 1963 el -
uso combinado de azatioprina y prednisona demostr§ ser de -
importancia significativa para incrementar la sobrevida del
aloinjerto, a tal grado que en la actualidad se sigue em -
pleando como el método inmunosupresor estandar.27

Durante la prictica de la transplantacién renal se observb
que independientemente de la terapia inmunosupresora, cuan-
do el transplante se efectuaba entre gemelos univitelinos,-—
la sobrevida se incrementaba considerablemente, implicando
la participacidn de factores genéticos en el rechazo del -~

aloinjerto posiblemente relacionados con el sistema HLA.27

Actualmente se considera gue la compatibilidad en el siste-
ma HLA entre donador y receptor es muy importante para la -
sobrevida del aloinjerto. El locus HLA-D tiene la responsa

bilidad en la fase de sensibilizacibén y los loci HLA-A y -
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HLA-B la actuacidn como blanco para el rechazo de injerto -
2,16

El transplante entre hermanos HLA idénticos tiene una sobre
vida a un afio del 90 % comparado con el 70% entre indivi -
duos relacionados que comparten un haplotipo, el 50 % con -
donador no relacionado compatible y el 30 % con donador no

relacionado incompatible. Similarmente aquellos individuos
que son compatibles en el locus HLA-D tienen sobrevida sig-
nificativamente mayor que la de individuos en los que exis-

ten discrepancias en este locus.29

En el transplante renal de donador cadavérico se ha visto -
que la compatibilidad en el locus HLA-DR ademds de la compa
tibilidad para HLA-A o HLA-B tiene efecto en la sobrevida -
del aloinjerto, como lo demostr6é el estudio de Albrechtsen,
D. et.al (1979).30 Estos hallazgos son particularmente im-
portantes ya que a nivel mundial, el transplante de rifndn -
de donador cadavérico es el que se efectfia con mayor fre -

cuencia en la actualidad.

Existen otros sistemas de histocompatibilidad No-HLA denomi
nados genéricamente Sistemas Menores de Histocompatibilidad
gue aparentemente tienen importancia en el rechazo de injer
tos. Uno de estos, el Sistema MB ha mostrado ser importan-
te en la sobrevida de aloinjertos renales de donador rela -
cionado.3l
endoteliales estudiados por Van Rood, J. et.al (1979) pu -

Los Sistemas antig&nicos de monocitos y células

dieran tener importancia en el establecimiento del recha -
z0.32
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Otros factores en la sobrevida de injertos renales, ademis
de la similitud en antfgenos de histocompatibilidad son: la
edad del receptor33 y como fue demostrado por Terasaki, P.y
Opelz, G. (1980) en un estudio retrospectivo de 68 centros
de transplante en E.E.U.U. y Canad& de los anos 1971 - 1978
que la terapia de transfusiones previas al transplante in -

crementa también significativamente la sobrevida.34

El rechazo del injerto renal puede ser de 3 tipos, de acuer
do con el tiempo postransplante en el que se presenta, y al
tipo de respuesta inmunolégica. El rechazo hiperagudo =
ocurre desde unas horas postransplante hasta aproximadamen-
te 10 dfas y la respuesta inmunolégica es de tipo humoral.-
El rechazo agudo puede ocurrir durante el primer ano post -
transplante en el caso de donador relacionado y a dos anos

para donador cadavérico, la respuesta inmunolbgica es de -
tipo celular. El rechazo crénico puede presentarse de un -
afno postransplante en adelante, la respuesta es de tipo hu-

moral.l

En la actualidad el transplante de médula 6sea, es una =
prictica frecuente para ciertos padecimientos hematolégi -
cos, tales como aplasia medular y leucemia. Los transplan-
tes de otros 6rganos, hfgado, pulmén, péncreas y corazén -
han tenido resultados negativos, s6lo el transplante de co-
razén no presenta problemas gquirfirgicos y se realiza comfin-

mente desde hace varios afios.

Podemos considerar gue los pacientes mis favorecidos con la
transplantacibén de 6rganos son los nefrépatas, ya gue pue -

den retornar a la terapia de didlisis en caso de rechazo -
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del injerto. En estos pacientes y en modelos experimenta -
les con animales, se han realizado los estudios sobre facto
res que incrementen la sobrevida del aloinjerto. Con fines
de transplante se realizan pruebas de histocompatibilidad -
para seleccionar un posible donador genéticamente compati -
ble, por lo que el desarrollo de estas pruebas ha corrido -
paralelo a la transplantacién.

Después que Dausset caracterizé el isoantfgeno de leucoci -
tos MAC, hubo hallazgos importantes en el estudio del siste
ma HLA, como los de Van Rood J. et al (1958) que demostr6
la presencia de anticuerpos antileucocitarios en el suero -
de mujeres multiparas embarazadas35 y la descripcién de -
los grupos 4a y 4b, mediante la técnica de fijacién de com-
plemento en plaquetas; los estudios de Rose Payne et al =
(1958) sobre incompatibilidad fetomaterna y produccién de -
leucoaglutininas en algunas mujeres como respuesta a la es-
timulacién fetal dada por la diferencia antigénica36, “
Walford (1964) introdujo el método de citotoxicidad depen -
diente de complemento usando suspensiones de leucocitos.
Terasaki y Mc Cleland (1964) desarrollaron la técnica de -
microlinfocitotoxicidad, la cual detecta, con el uso de an-
tisueros especfficos, la presencia de antfigenos sobre la -
membrana en una reaccifn mediada por complemento y medida -
por la incorporacién de un colorante supravital, la prueba

tiene aceptacibdn mundial por ser sensible y reproducible.37

El Dr. Bach introdujo en ese mismo ano el MLC, como una =
prueba de compatibilidad tisular que mide la respuesta pro-
liferativa de linfocitos de un receptor al ponerse en con -

tacto con los linfocitos de un donador inhibidos en su pro-
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liferacifn por el uso de radiacién o mitomicina c.3% En un
principio se creyS§ que la respuesta en MLC estaba mediada -
por los determinantes antigénicos SD, pero al mezclar linfo
citos de individuos relacionados con antigenos SD idénticos
en ocasiones habfa respuesta proliferativa, lo cual sugirid
que esta era inducida por un locus diferente, el locus =
HLA-D.2

Walford y Troup (1967) en un estudio sobre produccifén de =
anticuerpos leucocitarios, por inmunizacibén selectiva de vo
luntarios humanos obtuvieron 3 antisueros linfocitotbxicos,
el primero llamado anti 7 mencespecffico, el segundo anti -
LC-IB y el tercero anti LC-IC sin embargo, esta prédctica de
inmunizacidén se ha abandonado por sus aspectos &ticos. 39

En transplante de 6rganos, se ha visto que despufs del re -
chazo del injerto hay produccién de anticuerpos. Pueden -
obtenerse pocos antisueros buenos por este método de inmuni
zacibn, ademds por las condiciones de los pacientes es muy
dificil obtener donaciones de sueros para que &stos sean -
usados como reactivos de tipificacién. Dos o tres semanas
después de una transfusién pueden detectarse anticuerpos -
linfocitotéxicos, pero &stos se producen a tftulos bajos y
generalmente son de amplia especificidad.43

Se pueden producir también heteroantisueros en conejos por
la inyeccién de antfgenos HLA purificados, sflo que a la -
fecha existen pocos antfgenos con estas caracteristicas, -

por lo que estos estudios no tienen aplicacién practica.‘lU

De todas las formas de inmunizacién en contra de antigenos
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leucocitarios, la isoinmunizacién fetomaterna natural es la
fuente principal de sueros tipificadores empleados como -
reactivos en las pruebas de histocompatibilidad con fines -

de transplante.42

Después del parto se puede demostrar la presencia de anti -
cuerpos efectuando la prueba cruzada del suero materno con-
tra linfocitos obtenidos de sangre de cord6n umbilical, de-
biendo estar dirigida la especificidad hacia antfgenos pa -
ternos presentes en el feto. Se considera que los sueros -
de mujeres multfparas son la mejor fuente de isoanticuerpos
sin embargo, Ahrons, S. (1971) demostré la presencia de an-
ticuerpos en el suero de mujeres primigestas entre las sema
nas 24 y 34, con un porcentaje de positividad del 20% por -
leucoaglutinacién y 10 % por citotoxicidad, estos valores -
se incrementaron después del parto.4l

Distintos centros de investigacién mundial, han tenido &xi-
to en programas para obtener antisueros de alta calidad em-
pleados en la tipificacibn del sistema HLA. Sus protocolos
contemplan la obtencién de sueros de mujeres multiparas sa-
nas durante su estancia postparto en el hospital y la capta
cidn de datos que permitan su identificacién y posterior -
localizacién como: nombre, edad, direccién, nfimero de emba

razos, nfimero de partos, sistema ABO y Rh.

El panel de linfocitos para evaluar la calidad de los sue -
ros, se puede formar por células frescas seleccionadas al -
azar, o células seleccionadas por sus antfgenos de histo -
compatibilidad y almacenadas en congelacién, obtenidas de -

individuos de diferentes razas con el fin de abarcar todas



.22

las especificidades HLA. El nfimero de células que consti -
tuyen el panel pueden ser obtenidas de 20 - 30 donadores sa
nos si se encuentran bien caracterizados en antfgenos HLA,-
debiendo tener al menos 2 o 3 representaciones de todas las
especificidades. Si la selecci6n del panel es al azar y no
se encuentra bien caracterizado, debe aumentarse el nfimero
hasta 40 - 50 donadores.42,43

Existen pocos estudios sobre la frecuencia de antigenos HLA
en poblaciones mexicanas, ademds, ninguno de éstos se ha -
efectuado tendiente a demostrar la frecuencia de anticuer -
pos especfficos HLA en el suero de mujeres multfparas.

Los centros de salud donde se realizan pruebas de histocom-
patibilidad con fines de transplante, obtienen antisueros -
de casas comerciales a precios elevados de aproximadamente

$2,000 por un volumen de 0.5 ml de antisuero o un precio si
milar por cada placa de tipificacidn. Si a esto anadimos -
gastos de reactivos, material de laboratorio, personal espe
cializado, etc., el costo neto de una tipificacibén para an-
tigenos HLA por individuo se incrementa entre $ 3,000 y -
$5,000.

La reactividad de los sueros puede variar entre individuos
de diferentes razas, el antisuero obtenido de una mujer =
asidtica puede no dar reactividad al probarse en células de
un individuo caucdsico, a este fenfmeno se atribuye en par-
te la falta de reactividad que ocasionalmente presentan los

: . : 2
antisueros de procedencia comerc:.al.4

No todos los centros de tipificacifn se encuentran inscri =
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tos en programas oficiales de intercambio de sueros, coordi
nados por la Organizacién Mundial de la Salud y el Institu-
to Nacional de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica

(NIH). El Instituto Mexicano del Seguro Social se encuen -
tra inscrito en dichos programas desde 1978, recibiendo sue
ros tipificadores que cubren 31 especificidades distintas,a
la fecha el IMSS no ha contribufido con donacifén de antisue-

ros.

En base a lo expuesto anteriormente el objetivo de este es-
tudio fue: Realizar una encuesta sobre la frecuencia de -
produccién de anticuerposanti-antigenos de histocompatibili
dad en una poblaci6én de mujeres multiparas mexicanas, con -
la finalidad de determinar la presencia de sueros con reac-
tividad monoespecifica de alta calidad, que puedan emplear-
se en los programas internacionales de intercambio de anti-

sueros.

El contribuir con antisueros propios aumenta la posibilidad
de que el IMSS reciba del NIH donaciones de un nfimero mayor
de sueros que cubran no s6lo las especificidades comunes, -
sino también especificidades nuevas, que por sus caracterfs
ticas no estdn disponibles aun en forma comercial.

El contar con un lote de sueros que tipifique un mayor nfime
ro de especificidades HLA permitird efectuar una mejor se -
leccién de las parejas donador - receptor para la préictica
de la transplantacifén a nivel nacional.
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METODO.

Este trabajo se dividid en 3 fases. La primera tendiente a
la obtencidn de un panel de sueros, se realizb en colabora-
cidén con el Hospital de Gineco-Obstetricia No. 2 del Centro
Médico Nacional y consistid en la colecci6n de 250 muestras
de sangre obtenidas de mujeres multiparas sanas con 3 - 5 -
gestaciones, anotando en cada caso los datos de: Nombre, -
nfimero de afiliacibén al IMSS, direccibn, telé&fono, edad, -

grupo sanguineo, nlmero de gestaciones y partos.

Para la obtencibn de las muestras se procedib de la siguien
te manera:

1.- Se tomaron 15 ml de sangre venosa periférica con jerin
ga desechable, sin anticoagulante y se depositaron en
tubos de vidrio.

2.- Las muestras se dejaron reposar por 60 minutos a tempe
ratura ambiente y después durante 120 minutos a 4°C.

3.—- Los tubos se centrifugaron a 1500 RPM durante 15 minu-
tos a 4°C en centrifuga Sorvall-RC3.

4.- De los sueros obtenidos se hicieron alicuotas de 1 ml.
en tubos de plastico Falcon No. 2038.

5.- Las muestras se identificaron y almacenaron a -70°C -
hasta su uso.

La sequnda fase consistif en la preparacibn de placas para
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pruebas de microlinfocitotoxicidad, formindose lotes que -
contenian los sueros del ntmero 1-250. Como el panel de cé
lulas fue formado al azar, se plane6 probarlos contra un to
tal de 40 donadores de linfocitos T y 30 de linfocitos B.

La preparacidn de las placas se realizbd en la forma siguien
te:

1.- Los 60 pozos de cada placa de micro cultivo Falcon -
(3034) se llenaron hasta el borde con aceite mineral -
petrolatum (Sigma) para evitar la desecacifn de los -

sueros, utilizando una jeringa mGltiple.

2.— Se descongelaron alfcuotas de un mililitro de los sue-
ros por grupos de 29 y se tomd de cada suero 0.25 ml -
para hacer una dilucién 1 : 2 en solucidn salina.

3.- En cada pozo se coloctd un microlitro (pl) de suero to-
tal o dilufdo 1 : 2, utilizando una micropipeta mGlti-
ple (Hamilton) No. 705 de 50 ul, de capacidad, cada -
placa llevd un suero control positive y un control ne-
gativo, en las placas con linfocitos B, se pusieron 2
sueros anti-HLA-DR, ya que como se sabe, los antigenos

de este locus son detectados sobre todo en linfocitos
3.2,48

Para formar un lote completc con los 250 sueros se ne-
cesitaron 9 placas preparadas y marcadas con los datos

presentados en la Tabla No. 2

Se hicieron un total de 45 juegos de placas para célu-
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DISTRIBUCION DE LOS SUEROS EN LAS PLACAS DE -

MICROCITOTOXICIDAD.

Linfocitos T

Linfocitos B

Placas
Placas
Placas
Placas
Placas
Placas
Placas
Placas

Placas

1T
2T
3T
4T
5T
6T
T
8T
9T

Sueros
Sueros
Sueros
Sueros
Sueros
Sueros
Sueros
Sueros

Sueros

1l = 29
30 - 58
§9= 87
88 -116
117-145
146-174
175-203
204-232
233-250

Placas
Placas
Placas
Placas
Placas
Placas
Placas
Placas

Placas

1B Sueros 1 - 28
2B Sueros 29 - 57
3B Sueros 58 - 86
4B Sueros 87 -115
5B Sueros 116-144
6B Sueros 145-173
7B Sueros 174-202
8B Sueros 203-231
9B Sueros 232-250

La tercera fase incluy6 la obtencibén de poblaciones T y B -

enriquecidas,y su reaccidn con los sueros problema.

La separacibn de linfocitos se realizd de acuerdo a la té&c-



27

nica de Boyum (1968) por flotacifn en gradiente de densidad
de Ficoll-Hypaque (24 partes de Ficoll al 9 % y 10 de Hypa-
que al 34 % a una densidad de 1.076 y un fndice de refrac -
cién de 1.3570 ).%4

1.~ Veinte mililitros de sangre venosa periférica sin anti
coagulante del donador, se desfibrinaron por agitacién

suave en tubos estériles con perlas de vidrio.

2.—- Tres mililitros de la sangre desfibrinada dilufda 1:2
con solucidén de Hanks, pH 7.4, se pasaron a tubos de -
pldstico estériles Falcon (2027) que contenfan 1.5 ml

de Ficoll-Hvpaque, procurando no destruir la interfase.

3.— Los tubos se centrifugaron por 30 minutos a 650 x g a
temperatura ambiente.

4.- Después de la centrifugacidn se separaron las interfa-
ses con pipeta Pasteur y las células fueron lavadas 2
veces con MaCoy 5A (GIBCO ) y se centrifugaron por 10
minutos a 400 x g, y estandarizaron a una concentra -
cidn de 2 x 10° cel/ml.

Con el fin de determinar si los sueros presentaban especifi
cidad anti HLA dirigida contra células T o células B, se -
obtuvieron poblaciones de linfocitos T y B enriquecidos. De
bido a la capacidad que tienen las células T para formar -
rosetas espontfneas con los eritrocitos de carnero (EC), al
ser sometidas nuevamente a un gradiente de densidad,se depo
sitan en el fondo del tubo mientras que las células B y una

pequefia proporcidn de cé&lulas T que no forman rosetas perma
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45

El procedimiento de separacifén de subpoblaciones de linfoci

tos se detalla a continuacibn:45

Las c€lulas ya estandarizadas se mezclaron con EC en -
una proporcidén de 20 eritrocitos por 1 linfocito y a -
la suspensibén obtenida se adiciond 20 % de suero fetal
de ternera absorbido contra EC, antes de depositarse -

sobre Ficoll-Hypaque e incubarse por 30 minutos a 4°C.

Después de la incubacidn las muestras se centrifugaron
por 30 minutos a 400 x g y 4°C.

Se colectaron las interfases que contenian entre 60 -
70 % de células B, se lavaron 2 veces con medio MaCoy
5A y centrifugaron a 400 x g, 10 minutos.

Los botones que contenfan las células T formando rose-
tas E, fueron sometidos a choque hipotdénico con buffer
hemolitico para remover los EC y se lavaron 2 veces en

medio de cultivo.

Las células T y B enriquecidas, se estandarizaron a -

una concentraciftn de 2 x 10ﬁ

cel/ml, y se probaron pa-
ra obtener la especificidad de los 250 sueros y tipifi
car los antigenos HLA en las células del panel, proce-

diendo de la siguiente forma:

® Con micropipeta Hamilton No. 705, se colocé un mi-
crolitro de la suspensibén celular en cada pozo del
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lote completo de placas preparadas 1T-9T y 1B-9B -
asf como en la placa de tipificacibn y se incuba -

ron por 60 minutos a temperatura ambiente.

e Después de la incubacién se afiadieron 5 ul con mi-
cropipeta miltiple Hamilton No. 725 con capacidad
de 250 pl. de complemento de conejo en cada pozo
y se incubaron durante 120 minutos a temperatura -
ambiente.

° Al final de la incubacibn, las placas se tiferon -
agregando 2 pl de eosina Y al 5% en agua a cada po
zo usando una micropipeta mfiltiple Hamilton No.710
con 100 pl de capacidad. Las placas se dejaron -
reposar por 5 minutos y se fijaron agregando 5 ul

por pozo de formol buffer pH 7.

La lectura de las placas se efectub en microscopio inverti-
do cde contraste de fases (Carl Zeiss) a 125 aumentos. La -
positividad de la reaccibn en la deteccién de anticuerpos -
linfocitotbxicos presentes en los sueros se midi6 de acuer-
do al porcentaje de células muertas gque incorporaron la -
eosina Y como se muestra en la Tabla No. 3.45
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TABLA 3.- ESCALA DE TERASAKI PARA REACCIONES DE LINFO-
CITOTOXICIDAD.45
Grado de Positividad Reacciones linfocitotfxicas
1 Negativa -10% de células muer-
tas.
2 Negativa 10-30% de células =
muertas.
4 Intermedia 30-50 % de células
nuertas.
6 Positiva 50-80 % de c&lulas -
muertas.
8 Positiva 80-100 % de cé&lulas -

muertas.
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RESULTADOS.

El lote de 250 sueros fue probado contra 39 donadores de -
células T y 28 de células B. EI panel celular estuvo cons-
titufdo por donadores sanocs no relacionados con distintas -
combinaciones de antfgenos HLA abarcando las especificida -
des presentadas en la Tabla No. 4

TABLA 4.- ESPECIFICIDADES HLA EN EL PANEL CELULAR DE
REFERENCIA.

Locus HLA-A Locus HLA-B Locus HLA-C Locus HLA-DR
Al,A2,A3,R9 B5,B7,B8,B12 Ow2,0w3,Cwd DRw1,DRw3,DRa7
Al10,A11,A25 B13,B14,B15
A26,A28,A29 B17,Bw21,B27
Aw30, Aw3l Bw35, B37,B40

Los resultados de actividad anti HLA, medidos por microcito
toxicidad en el grupo de sueros problema, se anotaron en ho
jas de coleccibn de datos en las cuales se hizo correlacibn



.32

del nfimero de suero contra las especificidades HLA positi -
vas en linfocitos T y B purificados.

Los 250 sueros se agruparon por categorfas en base a su fre
cuencia de positividad en contra de los linfocitos del pa -
nel de referencia:

Categorfa I sueros que nunca reaccionaron positivamen
te.

Categorfa II sueros que reaccionaron de 1 - 4 veces.
Categorfa III sueros que reaccionaron de 5 - 10 veces.
Categorfa IV sueros que reaccionaron de 11 - 20 veces
Categorfa V sueros que reaccionaron 21 - 30 veces.
Categorfa VI sueros que reaccionaron 31 - 39 veces.
La distribucién de la reactividad de los sueros en estas -
categorias para células T y B se muestra en la Tabla No. 5.

En las filtimas no hubo categorfa VI debido al nfimero de do-

nadores con que los sueros fueron probados.

El porcentaje de positividad de los sueros fue elevado con
ambos tipos de células encontrindose un 88 % para linfoci -

tos T y 82 & para linfocitos B.

Se hizo un anilisis de los patrones de concordancia de las
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reacciones para agrupar aquellos sueros que reaccionaron: -
a) con ambos tipos de células (T+ B+), b) finicamente con -
linfocitos T, (T+ B-), c¢) finicamente con linfocitos B, ™
(T- B+) y d) sueros que no reaccionaron ( T- B-). El por-
centaje de estas reacciones concordantes y discordantes se

muestran en la Tabla No.é6

TABLA 6.- ACTIVIDAD ANTI-HLA PRESENTADA POR EL PANEL DE
SUEROS DE MUJERES MULTIPARAS.

Reacciones Nfimero de sueros %
T+ B+ 186 74.4
T+ B- 34 13.6
= B+ 19 7.6




TABLA 5.- AGRUPACION DE LOS 250 SUEROS POR CATEGORIAS PARA CELULAS T ENRI-

QUECIDAS Y CELULAS B ENRIQUECIDAS,

DEPENDIENDO DE SU REACTIVIDAD

Linfocitos T enriquecidos

Linfocitos B enriquecidos

Categoria Sueros Porcentaje Categoria Sueros Porcentaje
I 30 12.0% 45 18.0%
II 130 52.0% 138 55.2%
TIT 52 20.8% 47 18.8%
v 24 9.6% 17 6.8%
v 13 5.2% 3 1.2%
VI 3 0.4%
Sueros Positivos: 220 = 88% Sueros Positivos: = 82%
Sueros Negativos: 30 = 12% Sueros Negativos: 18%
N = 250

ves
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Al comparar los sueros con el panel de cé&lulas se delimita-
ron aquellos que pudieran tener reactividad monoespecffica
y se hizo en andlisis estadistico de los mismos por X2 en -
tablas de contingencia de 2 x 2 de acuerdo a la siguiente -
férmula:42

Y
(/ ad-bc / - 2)° x N

x2 =
(a+b) (c+d) (a+tc) (b+d)

Donde:

a = ( + +) reaccibn positiva debiendo ser positiva.

b = ( + -) reaccibn positiva debiendo ser negativa.

c = ( - +) reaccibn negativa debiendo ser positiva.

d = (- =) reaccidn negativa debiendo ser negativa.
Con los valores de X2 se determindé el coeficiente de corre-
lacidn definido como R = %2 los resultados del anflisis

estadistico se presentan en la Tabla No. 7.
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SE MUESTRAN LOS SUEROS QUE TUVIERON UN VALOR

DE X~ SIGNIFICATIVO, EL VALOR DE R Y SU ESPE

CIFICIDAD TENTATIVA.

S;q‘gl:o x? P R Especi ficidad
21 18.7 20.0005 0.48 Anti-HLA-Bw35
40 11.47 0.001 0.29 Anti-HLA-Bw35
46 17.82 <0.0005 0.45 Anti-HLA-Bw35

104 7.22 0.01 0.18 Anti-HLA-Bw35
150 12.74 0.0005 0.32 Anti-HLA-A9
185 7.42 0.01 0.19 Anti-HLA-A2
192 6.01 0.05 0.15 Anti-HLA-Bw35
202 6.25 0.05 0.16 Anti-HLA-B12
213 10.02 0.005 0.25 Anti-HLA-A3
222 16.13 20.0005 0.41 Anti-HLA-A2

Una alfcuota congelada desde la fase uno de los sueros 21,-

40, 46 y 222 con patrones de reactividad significativa se -

liofilizaron y enviaron al NIH-EEUU, para confirmacidn de -

la especificidad perfilada en este trabajo.

Los cuatro sue

ros resultaron con calidad monoespecifica y fueron los nme
ros: 21, 40 y 46 con especificidad anti HLA-Bw35 y el nfme
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ro 222 con especificidad anti HLA-A2, estas cuatro mujeres
aceptaron donar sangre total para obtener el suero y que -
éste se enviara al NIH-EEUU.

Los otros sueros de la Tabla No. 7 no obstante de tener un

valor de X2 significativo no fueron considerados como reac-
tivos de tipificacién. Las cuatro donaciones de suero =
aproximadamente 250 ml, por muestra serdn enviadas al NIH -
EEUU como contribucidn del IMSS a los programas de intercam

bio de sueros.

Otro suerc gue resulté interesante fue el No. 95 formador -
de la categorfa VI de la Tabla No. 5 que reacciond positiva
mente 36 de 39 veces, contra células T (92.3 %) y por su -
reactividad se considerd un suero control positivo, los -
5 ml de este suero obtenidos en la fase uno, se usarén en -
el laboratorio como control positivo en la preparacién de -
placas de tipificacidn para antigenos HLA. Igualmente 11 -
sueros (4.4%) nunca reaccionaron positivamente con el panel
celular de referencia, se usardn en el futuro como contro -

les negativos.
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DISCUSION.

La coleccibén de muestras para formar el lote de sueros no -
presentd dificultades al contar con todas las facilidades -
en el hospital de Gineco-Obstetricia No. 2 del Centro Mé&di-
co Nacional. El nfimero elevado de pacientes que arriban a

este hospital dio oportunidad de seleccionar por sus condi-
ciones de salud postparto asi como por el nfimero de embara-
zos y partos. Sb6lo se sangraron mujeres de 2 - 6 gestas ya
que la frecuencia de produccidn de anticuerpos en las primi

gestas es mas baja que en las multiparas.41'43

En nuestra poblacidn frecuentemente se encuentran multipa -
ras de ocho o nueve gestas, evento raro en otros lugares -
donde se han realizado este tipo de estudios. Sin embargo,
en estas personas fuertemente inmunizadas los sueros suelen

ser multiespecificos.42

Inicialmente se habia planeado un total de 40 donadores pa-
ra células T y 30 para c&lulas B. Al t&rmino de los experi
mentos se descartaron un donador de cé&lulas T y 2 de célu -
las B, por problemas de actividad del complemento. Se co-
noce gue los sueros de conejo reci&n nacidos pueden tener -
componentes que incrementen la reactividad de anticuerpos -
de reaccidn cruzada mientras que los sueros de conejos madu
ros pueden presentar bajos titulos de complemento, por lo -
que se prefieren los sueros de conejos jdvenes entre 8 - 12
semanas, por tener menor reaccién cruzada y titulos de com-
plemento mas altos.46

Se recomienda que el panel de linfocitos esté bien caracte-
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rizado para antigenos HLA y de preferencia se tengan célu -
las de individuos de diferentes razas con el fin de abarcar
un mayor nfimero de especificidades, para esto los laborato-
rios deben contar con equipo para almacenamiento en nitrbge
no liguido de cé&lulas seleccionadas. Una posibilidad alter
nativa es formar el panel con c&lulas obtenidas de indivi -
duos no relacionados tomadas al azar. En nuestro caso las

células de referencia se obtuvieron de familiares de nefr&-
patas y personal del laboratorio por lo que se aumentd el -

nmero de donadores a 40 para cé&lulas T y 30 para células -
B.42,43

Al analizar la Tabla No. 4 se observa que no se encuentran
representadas todas las especificidades HLA, debido a que -
algunas no se pueden tipificar en el laboratorio y otras se
presentan con baja frecuencia en la poblacién mexicana como
son A26, A29, Bw22, otras especificidades HLA se encuentran
fuertemente representadas en el panel como son: A2, B5, -
Bw35, A9, B40, lo cull estd de acuerdo con los resultados -
de frecuencia antigénica en la poblacidén mexicana obtenidos
por Gorodezky, C. et al (1979) y Arellano, J. et al ( en -
preparacién).

Con la separacidn de linfocitos en ficoll-hypaque se obtie-
ne hasta un 90 % de mononucleares los cudles al someterse a
formacién de rosetas de acuerdo al método usado por Terasa-
ki, P et al (1978), pueden ser separadas en subpoblaciones

T y B. Los porcentajes de rosetacidén fueron altos aproxima
damente 70 % de cé&lulas T formaron rosetas, en tanto que -
después de una segunda rosetacibn la purificacibn de linfo-

citos T y B puede llegar hasta un 90 .45
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En todos los experimentos se hizo una sola rosetacidn por -
encontrar que la reactividad de los sueros anti-HLA-DR fue
adecuada contra la poblacién obtenida de linfocitos B con
los tiempos de incubacién indicados.

La informacibn obtenida en las hojas de coleccifn de datos
para células T y B se condensa en la Tabla No. 5. En el -
andlisis de reactividad de los sueros contra las cé&lulas T
y B, se observa que en la categoria I el 12% para cé&lulas -
T vy el 18% con células B nunca reaccionaron con el panel de
donadores probablemente porque se trate de mujeres no inmu-
nizadas o que sus anticuerpos esté&n dirigidos contra otras

especificidades.

Aproximadamente el 50% de los sueros se encuentra en la ca-
tegoria II, existe la posibilidad que en algunos de estos
sueros con 1 o 2 reacciones positivas éstas fueran falsas -
positivas. El 20.8 % de los sueros reaccionaron contra cé-
lulas T yv 18.8 % contra cé&lulas B, los sueros incluidos en

la categoria III presentaron reacciones multiespecificas.

En la categoria 4 estén incluidos los sueros 40 y 46 que -
resultaron adecuados para intercambio con el NIH y que die-

ron 18 y 14 reacciones positivas respectivamente.

La categoria 5 incluyb sueros que presentaron de 21 - 30 -
reacciones positivas lo cual podria indicar multiespecifici
dad, pero debido a la frecuencia con que las especificida -
des B5, Bw35 (50%) y A2 (55%) estuvieron representadas en -
el panel, hizo posible obtener buenos sueros en esta catego
ria. Los dos sueros restantes usados para intercambio, el

21 y 222 se encontraron en esta categoria presentando titu-
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los altos de anticuerpos aparentemente dirigidos contra una
sola especificidad, junto con otros sueros gue reaccionaron

con una amplia gama de especificidades.

La categoria 6 se formé para linfocitos T enriquecidos en -
contrando un s6lo suero el # 95 con 92.3 % de reacciones po
sitivas multiespecificas consideridndolo un suero control po
sitivo anti HLA.

La formacidén de anticuerpos contra antigenos HLA en multipa
ras fue alta 88 % para células T y 82% para cé&lulas B compa
randola con la obtenida por Arhons, S del 30% en primiges -
tas4l o el 8 % reportado por Oh, J.H. y Maclean, L.D. -
(1975), también en primigestas y méds del 50 % obtenido en -

estudios con multiparas.42,43,48

En las distintas categorias en que se agruparon los sueros
los porcentajes de reactividad contra cé&lulas T son mayores
que contra cé&lulas B, esto puede deberse a que las células
B son mds resistentes a la lisis y por ello necesitan perio
dos mds largos de incubacibn con antisueros y complemento,o
bien, al hecho de estar contaminadas con otras células por

haberse efectuado una sola formacifn de rosetas.

Fl andlisis de los patrones de reacciones concordantes y -
discordantes de los sueros con linfocitos T y B muestra que
el nfimero de sueros que reaccionaron contra cé&lulas T y B -
fue alto 74.4 % en tanto que el nfimero de sueros que reac -
cionaron con cé&lulas T y no contra células B fue 13.6 & y -
el porcentaje de sueros negativos con T y positivos contra

células B fue del 7.6 2. Este Gltimo porcentaje incluyb a
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los 19 sueros con anticuerpos anti HLA dirigidos contra cé-
lulas B, desafortunadamente el nfimero de especificidades -
HLA-DR incluido en el panel no permitid su andlisis por gru

pos de reactividad.

Los 11 sueros gque nunca reaccionaron positivamente contra -
linfocitos T o B representaron el 4.4 % y se les puede con-

siderar como sueros controles negativos.

La comparacidén de los patrones de reactividad de los sueros
con el panel de células T y B puede hacerse de 2 formas: la
primera por el uso de computadoras, es empleada en progra -
mas de investigacidn que manejan un nfimero muy grande de -
sueros, otra forma alternativa es hacerlo manualmente compa
rando la reaccién de los sueros problema con sueros tipifi-
cadores o con un panel de linfocitos seleccionados.42

En nuestro caso el an8lisis se efectud manualmente determi-
nando el nfmero de veces que un suero dio reaccidn positiva
y compardndolo con las especificidades HLA presentadas por

las células. En esta forma se analizaron los patrones de -
reaccidn de los 250 sueros contra linfocitos T y B y -
aquellos sueros que presentaron reaccidn positiva cuando -
habia cierta especificidad HLA fueron seleccionados y some-
tidos al andlisis estadistico de X2 usando tablas de con -
tingencia de 2 x 2, tefricamente los sueros debieron presen
tar s6lo reacciones concordantes ++ positivo debiendo ser -
positivo o-— negativo debiendo ser negativo y no presentar

reacciones discordantes +- positivo debiendo ser negativo -
-+ negativo debiendo ser positivo, porgue el incremento de

reacciones discordantes implica un suero no monoespecifico

en el cual el anflisis estadistico se traduce en valores de

x2 no significativos.
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De los sueros que resultaron significativos y monoespecifi-
cos sblo el suero 46 no presentd reacciones discordantes -
(+-) los otros sueros presentaron menos de 6 reacciones dis

cordantes.

Es importante considerar para este andlisis la reactividad
cruzada de antigenos HLA debido a que en ocasiones se pre -
sentan estas reacciones y al entrar los resultados a la Ta-
bla de 2 x 2 no son consideradas implicando una baja en la
significancia estadistica, en este caso el suero nfimero 222
anti-HLA-A2 presentd 6 reacciones discordantes, 4 + - y 2

- + sblo que de las + - 3 veces reacciond contra HLA-A28 y
este antigeno cruza con HLA-A2, considerando reacciones de
este tipo aqui s&lo habria una reaccién + - y con ello la -
significancia estadistica se incrementaria. Si bien se con
sidera que el porcentaje de sueros monoespecificos obtenido
de 250 sueros fue bajo (4%) los beneficios de haber logrado
obtener estos sueros son grandes, el participar activamente
en los programas de intercambio de sueros implicard que el
IMSS reciba mas sueros tipificadores de especificidades co-

munes Yy nuevas.

El valor comercial de estos sueros 250 ml x 4 = 1000 ml si
se basa uno en el precio del mercado de 0.5 ml que es de -
$ 2,000.00 alcanza aproximadamente la cifra de $ 4'000,000,

mientras que la inversidn en este trabajo por concepto de -

material de laboratorio y reactivos es de aproximadamente
$ 250,000

Desde luego que, el trabajo mis que contemplar beneficios -
econbmicos se encamind a ampliar las posibilidades del IMSS
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de tener acceso a sueros tipificadores que permitan reali -
zar pruebas de histocompatibilidad de mayor calidad para la

seleccibn de parejas donador - receptor con fines de trans-
plante.

El laboratorio se acredita plenamente ante el NIH y recibe
gratuitamente anualmente del orden de 100 viales de 0.5 ml
lo que amonta a una cifra comercial de $ 200,000 amén del -
amplio grado de calidad de los sueros del NIH.
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GLOSARIO.

MHC — Complejo Mayor de Histocompatibilidad. Regién cro-
mosémica que contiene loci que controlan la sinte -
sis de antigenos de transplante y que juegan un pa-
pel fundamental en los procesos inmunes.

Locus —Posicidn de un gen sobre un cromosoma ( plural: lo
ci ).

HLA — El MHC del hombre, hombélogo al Sistema H-2 del ra -
tbén.

Alelo —Forma alternativa de un gen que ocurre en un mismo

locus.

Haplotipo —La composicién genética haploide de una regibén -
cromosomal: Una serie de alelos en un segmento de-
finido de un cromosoma que son usualmente transmiti
dos por los padres como una unidad a los hijos 2 ha
plotipos uno de cada padre constituyen el genotipo.

Enlace —Dos o méds loci del mismo cromosoma suficientemente

juntos que tienden a segregarse juntos.

Desequilibrio de enlace —La tendencia en la poblacifn de -
algunos alelos de loci estrechamente enlazados que
se presentan juntos en el mismo haplotipo més fre -
cuentemente de lo esperado por el azar.
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Ir —— Loci de respuesta inmune que controla la capacidad
de un animal para responder inmunolbdgicamente a una

gran variedad de antigenos.

LD —— Determinantes del MHC originalmente definidos por -
respuesta de linfocitos en MLC. Controlados por el
locus HLA-D en el hombre y LD-1 en el ratdn.

MLC —— Prueba de cultivo mixto de linfocitos del inglés -
mixed lymphocyte culture . Mé&todo usualmente estu-
diado por incorporacidén de timidina tritiada en los
linfocitos estimulados por c&lulas alogénicas {n -

vithe -

La — Antigenos asociados a la regibén de respuesta inmune
que son controlados por la regibn H-21 en el ratdn
Y son primeramente expresados sobre linfocitos B, -
macréfagos y cé&lulas epidermales. Aparentemente un
sistema antigé&nico hom&6logo ha sido descrito en el
hombre y son algunas veces referidos como antigenos
la-like o antigenos de cé&lulas B.

Monocespecifico —Suero con anticuerpos dirigidos en contra
de una sola especificidad de antigenos HLA.

Multiespecifico — Suero con anticuerpos dirigidos a varias

especificidades de antigenos HLA.

EC —— Eritrocitos de carnero.
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Roseta T — Linfocito T que tiene adheridos 4 o mds EC en su
superfifcie celular.

MacCoy 5A —Medio de cultivo suplemento con glutamina y SFT.

Petrolatum — Aceite Mineral.

NIH —— Instituto Nacional de Salud de FEstados Unidos de -

Norteamérica.

OMS —— Organizacibén Mundial de la Salud.

IMSS —— Instituto Mexicano del Seguro Social.
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