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RESUMEN

Este trabajo se realiz§ en colaboraciSn con proyectos de investiga
ciﬁﬁ del sistema HLA que se llevan a efecto en el Departamento de Inmuno
logla del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorifas. En El se bug
¢6 definir especificidades del Complejo Principal de Histocompatfbilidad
Humano (Clase 1), para lo cual se procesaron 638 placentas provenientes
de mujeres multIparas y medlante la técnice de microcitotoxicidad de -
Terasakl, se selecclonaron 223 sueros que presentaron reactividad cito-
tdxica. Estos antisueros se enfrentaron con células de dos orIgenes &t-
nlcos (caucdsicos y mestizos mexicanos). A partir de los cuales se deter
minaron; 45 especificidades internacionalmente establecidas, resultando
algunos sueros citotdxicos con linfocitos de individuos mestizos, pero
negativos con el panel caucdsico.

Para la determinacidn de la especificidad se emplearon tablas de
contingencia de 2 x 2 y los pardmetros estadisticos, ji cuadrada (X2) y
el coeficiente de correlacidn (r) considerandose sole los sueros que pre
sentaron un coeficiente de correlacidn mayor de 0.7, resultande 21 sueros
dtiles para intercambio Nacional e Internacional con otros laboratorios.
Con estos mismos antisueros se cred un banco de antisueros que se amplia
rd al establecer un programa perwanente de biisqueda de. antisueros HLA. El
rendimiento en la obtencisn de antisueros a partir de placentas humanas
fue de 7.0%, lo que es comparable con la literatura (93). El costo en rg

lacidn con los antisueros comerciales se logrd abatir 280 veces.



INTRODUCCION

ANTECEDENTES HISTORICOS

La inmunologfa del} transplante junto con la Inmunogenética, ha te-
nido un gran auge durante el presente siglo, como resultado del trabajo
intenso tanto experimental como clf¥nico llevado " a cabo por cirujanes, =~
inmundlogos e investigadores; lo que ha permitido eliminar muchos de los
problemas que originalmente obstaculizaban el &xito del transplante de -
Srganos y tejidos. Todo se inicia con los trabajos de Alexis Carrel --
quién en 1901 establece la té&cnica operatoria para la anastomosis vascu-
lar {JO).

Jensen en 1903 realizd transplantes de tumores en ratones y sugie-~
" re que la suceptibilidad al transplante tumoral y la cepa murina estaban
relacionados con alguna forma de control genético. Mis adelante, el des
cubrimiento en 1910 de los grupos sangufneos por Karl Landstainer; asi ~
como la prueba cruzada (para determinar la existencia de anticuerpo) per
mitis la realizacién de transfusiones sin peligro, lo cual representd el
primer transplante de un tejido liquido.

Uno de los experimentos que definieron los principios basicos del
transplante fue efectuado por Little en 1916 y utilizando ratones, de-
muestra que la aceptaciSn de injertos depende de factores comunes entre
el donador y el receptor los cuales estdn determinados por genes indepen
dientes. Por ello 81 los factores presentes no son 1dénticos a los del
injerto €ste no-sobrevive, ya que él donador expresa un determinante an-
tigénico ausente en el receptor y al ser reconocido por el sistema inmu~

ne del hufsped provoca el rechazo del injerto (13, 94].



Los descubrimientos de Peter Gorer (1936) dieron la pauta para es-
tablecer al sistema responsable de la compatibilidad de tejidos. Asf, -
Gorer al tratar de diferenciar grupos sangufneos en ratones endogfmicos,
observé un antigeno llamado II que se transmitfia en forma dominante de -
1as leyes mendelianas y que ademds tenfa gran relacidn con el injerto de
plel o sea que &ste antIgeno IT era un antigeno de histocompatibilidad.
Sin embargo, es Snell quidn realizando injerto de tumores entre diversas
cepas demostrd que ese antigeno correspondfa a un ant{geno de histocompa
tibilidad al cuan denomind H-2 (3, 20, 21],

Posteriormente Snell, Gorer~y Lyman en 1948 demostraron que el gen
que determina la presencia del antfgeno II en el ratdn, se localiza en -
el par cromosdmico ndmero. 17, el cual porta adeindis el gen de la braquiu-
tig o anormalidad de la cola. En ese afio, Snell denomiiid a'los genes que
determinan el destino de los injertos como genes H o de Histocompatibili
dad y estableci§ las bases genéticas de su accidn (7, 22, 74).

En 1953 Amos reconoce el primer antfgeno sobre leucocitos de ratén
mediante la técnica de leucoaglutinacidn {21). Fue Peter Medawer em —
1944 el primero en demostrar que el rechazo de un injerto entre indivi-
duos no emparentados se realiza por mecanismos inmunoldgicos en donde la
participacifn de 1la respuesta de tipo celular es relevante {94].

En 1956, Gorer y 0'Gorman introducen el método de linfocitotoxici-
dad para detectar las distintas especificidades, basado en la destruc-
cifn de célula blanco por aceidn del complemento y su posterior valora—
cidn mediante el empleo de colorantes vitales. En 1964, Tereasakl y -
McClelland miniaturizan la técnica realizando pocas wodificaciones dando
como resultado el nitodo‘de mictocicotoxfcidad actual {6, 45, 81).

El sistema H-2 ha sido el modelo comparativo para el estudio del
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sistema HLA humano, ya que permite la utilizacifn de cepas endogdmicas
para el estudio de cada uno de los locus del sistema implicado en la -
respuesta inmune e interacciones celulares. En el humano no es posible
contar con cepas endogdmicas por lo que los estudlcs se desarvollan ana
lizando familias o poblaciones (13].

El estudio del sigtema HLA humano se inicla en los afies 50's con
Dausset siguiendo la pauta de lo conocido en los murinos., En 1952 des-
cribid la existencia de anticuerpos leucoaglutinantes en el suero de sy
jetos politransfundidos. En 1958 utilizando, tales anticuerpos, esta-
blece la primera definicidn de un antfgeno de histocompatibilidad. Ea-
to fue sobre la base de leucoaglutininas formadas por sels receptores -
de transfusiones del mismo donador. Los cuales mogtraron reactividad
frente a un panel de c&lulas seleccionadas al azar. El antfgeno fue de
nominado Mac y actualmente es conmocido mo HLA-A2 {IT, 13},

Hasta aquf, el estudioc del sistema HLA y H~2 solo hubiera sido un
marcader Gtil en el transplante y en genética de poblaclones de no ha-
ber sido por el hallazgo hecho por Lilly em 1964 el cual encontrd que
existfa una gran correlacién entre los antfgenos H-2 del ratdn y la sus
ceptibilidad al virus de la leucemia de Gross. Por su parte Benacerraf
establece que, la capacidad del aparato inmune a responder ante diver-
sos antigenos esta determinada genéticamente por lo que se incrementa -
el interés sobre el papel bioldgico de dichos antfgenos [4, 41, 48).

En el afio de 1958, Payne y Van Rood demostraron que el suero de
mujeres mult{paras también contenfan snticuerpos contra antigenos de -
histocompatibilidad, ya que durante la gestacidn son inmunizadas por an
éigenos paternos presentes sobre las células fetales en la circulacidn

materna. Lo que vino a facilitar el estudic de las especificidades del



gistema puesto que, son provenientes de donadores sanos, pueden ser
obtenidos por plasmafdresis y estdn dirigidos contra un limitado nime-
ro de antigenos extrafios {70, §9).

Van Rood propone métodos estadfsticos computarizados para la de-
finicidn de antisueros {13). Es en el afio de 1963 cuando, Van Leewen
analizando los patrones de reaccidn de muchos sueros contra un extenso
panel celular y la ayuda de una computadora detectan los antIgenos del
sistema humano 4a y 4b (ahora Bw4 y Bw6). En 1964, Payne y cols. re-
portan otro sistema denominado LA (actualmente el locus A) utilizando
la técnica de leucoaglutinacidn. S1i bien Dausset pensd que las dos se
ries estaban genéticamente relacionadas,. Bodmer las considerd de dife
rentes regiones genéticas. Ambas suposiclones gon correctas ya que --
los antigenos & y LA estdn controlados por locl separados pero situa-—
dos en el mismo cromosoma (70].

En 1965, se organiza en Leiden el primer Taller Internacional de
Histocompatibilidad a partir del cual se establecieron las bases para
una Nomenclatura Internacional. En este mismo afo, Dausset e Ivany --
postularon que una gran cantidad de antfgenos detectados en humanos, -
no eran mfs que parte de un sistema gen&tico andlogo al Complejo Prin-
cipal de Histocompatibilidad del ratdn y lo denominaron Hu-1l. Al cual
en 1967 el comité de nomenclatura denomind HL-A y mis tarde en 1975 se
le designd como HLA -del inglés Human Leucocyte Group A- {70, 81}.

En 1970, Sandburg y col. wmediante estudios familiares describen
el locus =AJ~- (hoy HLA-C), En ese mismo aiio Yunis describe el locus
HLA-D y Amos lo asocia con la proliferacidn linfoide en cultivo mixto
estableclendose en el reporte de nomenclatura de 1975 como HLA-D y dos

afios después se caracterizaron una serie de antfgenos estrechamente



relacionados al locus D y a los que se les conoce como DR {70).

El programa de intercambio de células se inicid en 1974, Cerca
de 200 laboratorios por mes reciben c&lulas nuevas, esto junto con el
intercambic de sueros ha sido factor importante para el avance en las
tipificaciones de HLA en los afios recientes {82).

Thorsby y Piazza en 1975 definen el Dwl y Dw6 anteriormente cono-
cido como DB y establecido como Dw ya en 1984 por Grosse-Wilde., En el
comité de nomenclatura de 1984 se reportan los genes de la regién --
HLA-D designados como HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP [1}.

Durante la reunién del comité de nomenclatura HLA en el décimo Ta
ller Internacional de Histocompatibilidad organizado en 1987 en Nueva -
York, se establecen los loci HLA-E {cuyo orden en el mapa aiin no ha si-
do establecido) de la Clase I y los genes HLA-DN y DO de la Clase 11 -
(21,

Finalmente en 1989, J. Bodmer y colaboradores reportan tres nue-
vos genes que incluyen a dos de la Clase I y uno de la Clase II {sus -—-
posiciones en el mapa adn no se han definido). De los primeros son el

HLA-F y HLA-G y de la Clase IL se denomind el HLA-DRB5 (5).



COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Uno de los adelantos miis espectaculares de la medicina actual es
s8in duda la sustitucifn de 8rganos o tejidos en estade terminal. En ge-
neral los injertos practicades en el mismo individuo son ficilmente acep
tados, mientras que los wrealizades entre individuos de la miswa especie
pero gendéticamente diferentes son rechazados. De todos los sistemas que

) cifran antfgenos de histocompatibilidad solo uno parece tener importan-
cia decisiva en la supervivencia del injerto y sus efectos son dificiles
de superar incluso con sustancias inmunosupresoras; por lo que se le o
noce como Complejo Princiéal de Histocompatibilidad (MHC del inglés, gn—
Jor Histocompatibility Complex). Siendo referido como HLA en el humano,
H-2 enrel ;atén. RhL-A en los Rhesus macacus, Chla en el Chimpancé, DLA
en el perro, RLA en el conejo, SLA en el cerdo, GPLA en el cobayo y en el
pollo B (29, 62).

ORGANIZACION GENETICA
éietema H-2,

El Complejo Principal de Histocompatibilidad del ratdn (H~2) estd
constituldo por una serie de genes multial&licos localizados en un seg-
mento del cromosoma 17 (!4). Este complejo estd dividido en 5 loci, que
son el H-2K, D, L, I y S, cerca de la regidn D ge encuentra el gen Tla
quien controla la sIntesis de los antigenos leucémicos pero que no perte
nece al complejo H-2 (Figura 1), Las funciones de dichas regiones son
las siguientes (46):

1) La regidn K, D y L controlan los aloantfgenos celulares.

2) La regidn I controla la respuesta inmune especffica.

3) La regién S controla la cantidad séri¢a y es un gen estructural

para componentes del complemento {20, 62}.
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Figura 1. Complejo Principal de Histocompatibilidad (9).

(1-2)
REGION
KD,y L Importantes en el fendmeno de restriccidn de células
blanco (virus + cé&lula propia), en reaccidn Injerto
contra huésped y en reaccidn mixta de linfocites.

I En respuesta inmune a antigenos especificos. Suscep
tibilidad a virus ontogénicos. Reacecién injerto con
tra huésped y en reaccidn mixta de linfocitos. Coopera
cidn celular.

Ss, Slp Controlan la sIntesis de factores del complemento.

Tla Controlan la sIntesis de factores timoleucemicos.



Sistema HLA

Las moléculas del sistema HLA son glicoprotefnas integrales de --
wmembrana, las cuales funcionan para procesar antfgenos extrafios y ade-
mds participan en el reconocimiento celular y en el control de la res-
puesta inmune [6, 33}. Los genes que codifican estas protefnas se en-
cuentran en una regidn gendtica localizada en el brazo corto del par -
cromosdmico niimere 6. Dicha regidn, estd constitulda por lo menos de
15 genes que codifican los loci A, B, C, DN, DO, DP, DQ, PR, C2, C4A,

C4B y BEf (26, 90) (Figura 2 y 3).
CLASIFICACION

Segiin Klein, el sisteua HLA se divide en tres clases de moléculas
de acuerdo a su distribucidn, estructura y funcidn (&4):

Clase I: Incluye a los productos de los loci HLA-A, -B, -C, los
cuales presentan analogfa con las regiones K, D y L, reconocidas en el
ratsn (17). ’

Distribucién y estructura.

Lag mol&culas de Clase I gse expresan en la membrana de todas las
células., Estos antIgenos consisten de dos cadenas polipeptidicas: la -
glicoprotefna alfa, con un peso molecular de 44 000 daltones, codifica-
da en el cromosoma 6; y la beta 2 microglobulina (Bzm), de 12 000 dalto
nes, no glicosilada, (y que por estar codificada en el cromﬁsomn 15, no
pertenece al ComplejorPrincipal de Histocompatibilidad). Ambas cadenas
se encuentran interactuando por uniones no covalentes (25, 37, 86).

La cadena alfa posee una porcidn extracelular de aproximadamente

270 amincdcidos, en la que los dos puentes digulfuro demarcan 3 dominios
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Figura 3, Cromosoma 6, que muestra la localizacién de los genes que codi-

fican para el sistema HLA (80).



de 90 aminodcidos cada uno, denominados alfa 1, alfa 2 y alfa 3 (figu~
ra 4). La secuencia de aminoacidos del dominio alfa 3 presenta clerta
homologfa con los dominios constantes de las inmunoglobulinas; en cam—
bio, los dominios alfa 1 y alfa 2 son muy varlables en su secuencla de
aminodcidos aun entre individuos de la misma especie, siendo por lo tan
to antigénicos (54, 61). EI dominio 1 y 2 presentan los determinantes
antigénicos de la mol&cula siendo los sitilos reconocidos por las cé&lu-
las citotdxicas y por los anticuerpos. Tambi&n la cadena alfa posee u-
na regién hidrofdbica de 25 aminodcidos, que se encuentra introducida
en la membrana celular. Finalmente se encuentra en (s5u extremo carbo-
xilo terminal) la porcidn intracitopldsmica, con 30 aminodcidos (38,467,
75).

Clage II: Esta constitufda por los loci HLA-DP, ~DQ, -DR, ~DN, y
DO y presentan una estructura y funcidn similar a la regisn I del ra-
ton (43).

Distribucién y estructura.

Originalmente se denomind locus D al grupo de antfgenos que sdlo
podfan determinarse mediante el cultivo mixto de linfocitos y no por -
técnicas serolfgicas, Conforme se perfeccionaron los métodos para obte
ner poblaciones enriquecidas en linfocitos T y en linfocitos B, se supo
que la expresidn de estas moléculas estd limitada a linfocitos B, a al-
gunos linfocitos T (activadog) y a macréfagos: Hoy en dfa es posible
definir al menos sercldgicamente tres loci: primeramente, el DR, poste
riormente se definieron el DP y el DQ (51, 53, 59). .

Estos antfgenos estdn constitufdos por dos glicopéptidos: el al-
fa, con un peso molecular de 34 000 ddltones y el beta, con aproximada-

mente 29 000 daltones. La cadena alfa tiene dos unidades de carbohidra

12,
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Figura 4. Estructura de las molVEculasr}ViLAi (81)- = Y



to, mientras que la cadena bets s8lo posee una por lo que es menos pe-
sada. Ambas cadenas poseen una porcidn extracelular de cerca de 200 a-
winodcidos, ademds de la transmembranal de 23 y un pequeiio segmento in-~
tracitopléismico de entre B8 a 15 aminoicidos.

las dos cadenas se encuentran interactuando por uniones no cova-
lentes, donde los puentes disulfuro también delimitan dominios de cerca
de 90 aminodcidos cada uno: la cadena beta con dos dominlcs (siendo el
beta | muy variable), donde reside principalmente la aloantigenicidad
de estos marcadores genéticos; y la cadeha alfa con dos dominlos cons=
tantes, excepto en los DQ [65, 78, 92},

Clase III: Comprende a la regidn del complemento, la cual contie
ne genes que determinan al 2o. y 4o. componentes del complemento (C2 vy
C4) de la via cldsica y el factor B de properdina (Bf), de la via alter
na.

En este- grupo, se encuentran los componentes del complemento. A
diferencia de las clases anteriores no se encuentran integradas a las
membranas celulares, sino en estado soluble en el plasma !1Z, B1) (Fi-

gura 4),
POLINMORFISMO

Los genes para las moléculas del Complejo Principal de Histocom-
patibilidad, son los loci més altramence polimdrficos conocidos en memf-
feros; siendo para el humano el locus HLA~B el mds polimérfico con 52 -
alelos definidos hasta la fecha, 24 alelos del HLA-A, |1 de]l HLA-C y de
1a Claser I1 el mis polimdrfico es el HLA-DR con 20 alelos, seguldos del

locus HLA-DQ con 9 alelos y el que menos variedad presenta es el HLA-DP

14,



Tabla 1.

LISTA COMPLETA CON LAS ESPECIFICIDADES HLA RECONOCIDAS HASTA 1989 {5}

Al

A2

A3

A9

alo

All
Avwl9
A23(9)
A24(9)
A25(10)
A26(10)
A28
A29(19)
A30(19)
A31(19)
A32(19)
Aw33(19)
Aw34 (10)
Awlb
Aw43
Aw66(10)
Aw6B(28)
Awb9(28)
Aw74(19)

BS

B7

B8

Bl12
B13
Bl4

BIS

B16

B17
B18

B21
Bw22
B27
B35
B37
B38(16)
B39(16)
B&40
Bwé41l
Bw42
B4&4(12)
B45(12)
Bw4éb
Bwé47
Bw48
B49(21)

Bw50(21)
Bw51(5)
Bw52(5)
Bw53

Bw54(22)
Bw55(22)
Bw56(22)
BwS7(17)
Bw38(17)
Bw59

Bw60(40)
Bw61(40)
Bw62(15)
Bw63(15)
Buwb4 (14)
Bw65(14)
Bw67

Bw70

Bw71(70)
Bw72(70)
Bw73

Bw75(15)
Bw76(15)
Bw77(15)

Bwé
Bwé

Cwl
Cw2
Cwl
Cw
Cwd
Cub
Cw7
CwB
cw9(3)
Cwl0(3)
cwll

bwl

Dw2

Dw3

Dwh

Dw3

Dwb

Dw?

Dw8

Dw9
Dwlo
Dwll(?)
Dwl2
Dwl3
Dwlé
pwls
Dwl6
Dwl7(7)
DwlB(6)
Dwi9(6)
Dw20
Dw2i
pw22
Dw23
Dw24
Dw25
Dw26

DR

DR1

DR2

DR3

DR4

DR5
DRw6
DR7
DRwB
DR9
DRwlO
PRw11(5)
DRw12(5)
DRw13(6)
DRwl4(6)
DRw15(2)
DRwl16(2)
DRw17(3)
DRw1B{(3)

DRw52
DRw53

DQ

DQwl
DQw2
DQw3
DQw4
Qw5 (1)
DQw6 (L)
BQw7(3)
DQwB(3)
DQw9(3)

bp

DPwl
DPw2
DPw3

DPw3
DPwb

15.



con g8lo 6 alelos conocidos actuaimente (15, 55). Una lista completa
con las especificidades conocidas hasta el momento se reportan en la ta
bla 1.

Los loci HLA~A y HLA~B se han caracterizado en tal grado que, es
posible tipificar todos sus alelos. En cambio con otros locl no sucede
lo mismo porque aun existen muchos alelos que no se han identificado.

El polimorfismo gené&tico es el fendmeno por el cual dos o mis ale
los se presentan en una poblacidn, en frecuencias que no podrian mante-
nerse por el solo proceso de mutacién (71}. Uno de los mecanismos que
generan polimorfismo es la mutacidn genétic:. estos cambios en el geno-
ma pueden ser neutrales si ocurren en una regidn de la molécula que no
afecte su funcidn (mutacidén neutral), no aportando por lo tanto venta-
jas selectivas. Otros cambios gen&ticos pueden afectar la funcidn de -
las mo)&culas codificadas por los genes causando asf, enfermedad. En
tales individuos las fuerzas selectivas operan aumentando o disminuyen-—
do la capacidad de supervivencia y adaptacién. Es el polimorfismo del
MHC el que ha permitido a los seres vivos enfrentar a un gran niimero de

microorganismos patSgenos {45, 58, 63).
NOMENCLATURA
En 1967 fue organizada la primera reunidn del Comité de Nomencla-

tura, bajo los asuspicios de la Organizacidn Mundial de la Salud (OMS),

este comité lo componen genetistas, inmunoldgos y especialistas en ti-

16,

plficacidn de tejidos, que tienen como finalidad éonet al dfa la nomen-

clatura de los loci HLA-A, B, C y D estableciendo una nomenclatura para

nuevas eapecificidades detectadas [13).



HLA es el nombre dado a la regidn completa del MHC humano, mien-—
tras que, HLA-A, =B, -C y HLA~DR, -DP y DQ se refiere a los loci indi-
viduales dentro de ella. Loz nimeros que le siguen se refieren a las
especificidades correspondientes a cada locus (por ejemplo ELA-2) y la
letra w precediendo a esée nimero indica una especificidad provisional
mente identificada (como el HLA-BwS3).

Las especificidades del locus C se consideran suficlentemente
bien definidas para satisfacer las calificaciones necesarias para el ag
censo a pleno status HLA. Sin embargo, se ha decidido que las especifi
cidades de tal locus seguirdn siendo nombradas Cwl, Cw2, Cw3, Cw4, Cw5,
Cub, etc., para evitar, la confusidn con los componentes del complemen
to C2 y C4 cifrados al menos en parte por, genes situados dentro del HLA
Las especificidades que aparecen con otro nimero entre paréntesis signi
fica que son splits (divisiones) dentro de ese mismo alelo, como se ob-

serva en la tabla 1, antes mencionada (5).
GENETICA HLA

Por ser el cromosoma 6 autosdmico, tenemos doble dotacidn uno de
origen materno; 'y otro, de origen paterno. Normalmente se heredan como
una unidad llamgda haplotipo en forma codominante y siguiendo las leyes
de segregacisn mandeliana simple. Asf si llamamos a los haplotipos pa-
tetnos a y b y a.los maternos ¢ ¥y d, los hijos de esta pareja heredan
uno de los dos haplotipos de cada padre. En una familia de 5 hijos las
combinaciones pueden ser ac, ad, bc o bd si estos son los genotipos de
los cuatro primeros hijos de esta familia, el hijo nimero cinco tendrfa

que ser igual a alguno de ellos ya que estas gon lag dnicas combinacio-

17,
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Figura 5. Herencia HLA (80).
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nes posibles. De este modo en esta familia habrd solo un par de herma-
nos idénticos para el MHC (ac/ac), otro par completamente incompatible
(ac/bd) y los parcialmente compatibles (ac/ad y ac/bc). En general la
probabilidad de que dos hermanos tengan el mismo haplotipo es del 25%,
de que los dos sean diferentes, de 25%, y de tener s8lo uno igual es de

un 50% (Figura 5) (13,36).

DESEQUILIBRIO DE ENLACE

La distribucifn de los antfgenos en una poblacién dada no es com-
pletamente al azar. La cercanfa de los genes del HLA raramente da lu~
gar a disoclaciones por entrecruzamiento durante la meiosis; as{ la apa
ricidn de 2 antfgenos sobre el mismo haplotipo es mds frecuente de lo -
esperado al multiplicar sus frecuencias individuales lo que se conoce -
como desequilibrio de enlace. Se cuantifica como la diferencia ( A
entre las frecuencias observada y esperada. Un ejemplo de combinacio-
nes de alelos que se presentan con una frecuencia que excede a la espe-
rada es el alelo HLA-BB y el alelo HLA-DR3 que se encuentra en la pobla
cidén blanca de Norteamérica con frecuencias de 0.09 y 0.12, respectiva-
mente. Asf, la frecuencia esperada con la cual el haplotipo HLA-BS-DR]
deberfa encontrarse es de 0.9 x 0.12, o sea 0.018, S5in embargo, este
haplotipo se encuentra con una frecuencia de 0.0740, &ésto es 7 veces —-
wis la frecuencia esperada (18}, Si se comparan individuos de diferen-
tes grupos racigles se encuentra que existen diferencias en la frecuen-

“cia de los genes. En la tabla 2 se muestran las frecuencias de diferen

tee razas (81).



Tabla 2
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PORCENTAJE DE FRECUENCIAS DE ANTIGENOS HLA EN DIFERENTES POBLACIONES (81)

HLA

Al

Al

ALl
A23(9)
A24(9)
A30(u19)
B7

B8

Bw22
Bwi2
BwS53
Bwbl (4Q)
Bw70
Cwl

Cw2

Cw5

DR3

DR7
DRwS
DRw9
DRwid (w6)

DQu2

CAUCASICOS

26.4
24,7
12,2
2.8
19.5
6.9 -
21,7
18.3
5.6
0.4
1.0
a2
0.8
6.5
80
13,3
22.6
22.6.
5.9
1.6
1.3

32.9

022

NEGROS

15.5
13.0
3.8

15.4

C9u
208

2746,

‘26.6

1.6
- 3.0
20.3.

40.9

ORIENTALES

2.0
3.0
22.0

0.2
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FUNCION BIOLOGICA

Debido a que muchas interacclonesg celulares tanto inmunes como no
inmunes se producen ya sea autfloga y singénicamente como también alogé
nicamente emtre c&lulas con similitudes antigénicas con el sistema HLA,
Estas estructuras tienen como papel bicldgico principal, la descrimina-
cién entre lo propic y lo extraio (77, 79).

Diferentes estudios realizados durante los dltimos afios sugieren-
que los genes del MHC se han preservado durante la evolucidn de los ver
tebrados y estin implicados en la defensa de los organismos contra las
agresiones del exterior. Sin embargo, el descubrimiento de genes que -
controlan la respuesta inmune y su localizacién en el MHC aclard mis su
importancia biolsgica {45, 85) ya que estos productos se expresan princi
palmente en la membrana de las c&lulas responsables de la respuesta es—
pecifica,

En tdrminos generales el sistema HLA puede ser conal‘.deﬁdo bidi-
mencional en el gsentido molecular y evolutivo puesto que probablemente
es el resultado de varias duplicaciones y mutaciones genéticas que se o
riginaron de dos genes ancestrales. Sus mol@culas desempefian un papel
relevante en la comunicacifn celular tanto para reconocerse entre si -
como para cooperar con otras células [77].

En este contexto, desde el punto de vista inmunolfgico, la natura
leza esencial en la presentacidn de un antfgeno no fue comprendida has-
ta el descubrimiento de la restriccidn impuesta en la interaccidn celu-
lar entre el macrSfago y el linfocito por las moléculas del MHC, en don
de la inducciSn de una respuesta inmune hacia éualquier antfgeno es a-

través de la activacién del linfocite T cooperador, la cual no es pro-
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ducida por ant{geﬁos libres sino por antfgenos presentados por una célu
la accesoria y en la que es indispensable que &sta despliegue las glico
protefnas de la Clase 1I del sistema HLA [23, 47, 54].

Asi los linfocitos T cooperadores solo reconocen antigenos cuando
son presentados con mol&culas de la Clase II y las células T supresoras
y citotdxicas son restringidas por los antfgenos de la Clase I {27},
Tales moléculas tienen que ser del mismo c6digo que las del propio lin-
focito.

El sistema inmune provee al hu@sped la resistencia contra un am-
plioc espectro de agresiones, pero la operacidn y el mantenimiento dpti-
mo de éste sistema requiere de la diferenciacifn, la interaccién y la
regulacidn de muchos tipos celulares. Asf, es necesaria la actividad
coordinada de muchos genes y productos para el desarvrollo de una res-
puesta inmunolégica normal. Se ha demostrado (45, 68), que existem por
lo menes diez sistemas genéticos polimSrficos que influyen en dicha res
puesta. A pesar de ello, el Complejo Principal de Histocompatibilidad
es el que ejerce la influencia predominante.

El reconocimiento y comprobacidn de que el sistema HLA es funda-
mental para establecer lo que es "propio” (individuo especificidad) y
1o que es "extrafio" (regulacidm y montaje de la respuesta inmune), le
ha dado un lugar cada vez mfs relevante en la medicina y de hecho per-

mitis la creacidn de la especialidad de la inmunogenética {34, 45).

APLICACIONES DEL SISTEMA HLA

Las aplicaciones del sistema HLA se pueden clasificar en dos gru-

pos: Clfnicos y de Investigacidn (72).
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Aplicaciones Clfnicas,

1) Transplante de tejidos u Grgancs tratando de establecer la me
jor compatibilidad posible entre el donador y el receptor.

2) Asoclacidn HLA-Enfermedad, es un marcador dtil para conocer
la posible susceptibilidad. a desarrollar diférencea padecimientos, bisi
camente aquellos que tienen un fondo inmunopatoldgice. En la tabla 3
se muestran las enfermedades asociadas al HLA (24},

3) En medicina legal, utilizado para la exclusidn de paternidad,
Aplicaciones en la Investigacién.

1)  Estudios antropoldgicos, es una herramienta Gtil en la aporta
c1dn de datos relacionados con los orfgenes del hombre.

2) En la conatruccidn de mapas genéticos.

3) En genética de poblinciunes, ha permitido demostrar que existe
variabilidad en la composicién genética de las poblaciones, detectando
antIgenos frecuentes en una poblacidn dada y como varfan en los distin-

tos grupos raciales 131},



Tabla 3 -

ENFERMEDADES ASOCTADAS AL HLA [81)

Enfermedad C ma R.R ()
Enfermedad de Hodkin - Al 1.4
Hemocromatosis idiopitica A3 8.2
Enfermedad de Behcet B5 6.3
Hepatitis crénica avtoinmune B8 9.0
Espondilitis anquilosante B27 87.4
Enfermedad de Reiter B27 37.0
Uveitis anterior aguda B27 1006
Tiroiditis subaguda B35 13.7.
Hiperplasia adrenal congénita B47 15040
Psortasis vulgaris Cwh . 13.3. K
Neuricis Sptica : DR2 0.2
Esclerosis milltiple DR2 4.1
Sindrome de Goodpasture DR2 15.9 <
Dermatitis herpetiforme DR3 15.4
Enfermedad celiaca DR3 l_D.B
Sindrome de Sjdgren DR3 9.7
Enfermedad de Addison DR3 6.3
Enfermedad de Graves DR3 3.7
Diabetes mellitus tipo I DR3 3.3
Lupus eritematoso sistémico ’ DR3 5.8
Miastenia gravis DR3 2.5
Sindrome de Sicco PR3 9.7
Nefropatfa membranosa idicpitica DR3 12.0
Artritis reumatoide DR4 4.2
Penfigus DR4 14.4
Tiroiditis de Haghimoto DRS 3.2

R.R. - Riesgo Relativo.
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SEROLOGIA

Especificidades subtfpicas y supertipicas.

La definicién seroldgica de los productos gendticos del HLA es ~
uno de los refinamientos continuos en la deteccién de nuevos alelos
HLA, Los sueros originalmente utilizados detectaban especificidades su
pertipicas denominandose asf a los antigenos compartidos o bien comunes
a varios alelos, como por ejemplo el Bw4 y Bwb, A diferencis de estos
antfgenos que gon caracteristicos de un solo alelo son conocidos como
subtfpicos tal es el caso del HLA-AlL,

Algunos de los antigenos que anteriormente se pensaba que eran
subtfpicos, se ha encontrado que estin formados por mis de un antigeno,
los cuales se denominan "splits” (divisién) de las especificidades ori-
ginales. En las tablas 4 y 5 se muestran las especificidades origina-
les y sus “splits" [13. 72},

Entre los antfgenos supertfpicos y los subtipicos se encuentra un

7 grupo de antigenos no denominados que dan lugar a reacciones cruzadas -
entre grupos determinados de alelos, estos conjuntos perfectamente defi
nidos conocides como Cregs (Cross reaction groups) como se muestra en

las tablas 4 y 5 {28, 54).

FUENTES DE ANTISUEROS

El sistema HLA no solo tiene una gran utilidad prondstica en la
sobrevida del transplante, sinc también una estrecha relacidn con las

caracterfsticas genéticas en la regulacidn de la respuesta inmune, por



LOCUS HLA-A
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Tabla 4. Reactividad cruzada del locus HLA (60).
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Tabla 5. Reactividad cruzada del locus HLA (60).
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1o que, ha aumentado el niimeroc de laboratorios de inmunogenética, que
- tipifican los antfgenos HLA para la seleccidn de donadores a transplan
te, buscando la presencia significativa entre la presencia de alelos,
combinaciones de estos con clertas enfermedades, es decir en la biisque
da de marcadores gen&ticos de susceptibilidad.

La eficiencia de un laboratorio de inmunogenética se basa funda-
mentalmente en la variedad de marcadores que puede identificar por lo
que uno de los principales problemas es 1la produccién o adquisicidn de
los antisueros. La probabilidad de encontrar antisueros monoespecIfi-
cos por inmunizacidn al azar es pequeiia, por lo que se requiere de un
gran niimero de sueros con el fin de seleccionar las muestras fitiles.
La solucidn de este probiem depende de las fuentes de antisueros y de
los métodos estadfsticos utilizados para caracterizar la especificidad
de los mismos (32, 91, 93),

Las fuentes de origen de los antisueros tipificadores son:

1) MUJERES MULTIPARAS

En el humano una gran cantidad de anticuerpos para el analisis de
los antfgenos HLA, son derivados de mujeres mult{paras las cuales son
tomunizadas durante la gestacidn por antfgenos paternos presentes sobre
las células fetales en la .circulacidn materna (13, 16}. Los anticuer
pos producidos no cruzan la placenta o reaccicnan con ella actuando co-
mo inmunoabsorbente, tales anticuerpos estfn presentes en la madre en
relacién directa con el niimero de embarazos{!9, 73). Cuando la madre
sclo ha tenido un embarazo la cantidad de anticuerpos presente en el

suero 8 baja siendo dfficil utilizar tal suero para tipificacién. Por
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otro lado cuandc ha tenido muchos embarazos (6 ;: ufig), los sueros resul-
tantes son poliespecificos debido a que, los fetos llevan antYgenos de
‘histoconpatibilidad diferentes por lo que loa susros reaccionan con va~
rios antfgenca (40, £4). .

§1 blen, un porcentaje sustancial (10-302) de mujeres multf{paras -
producen un anticuerpos anti-HLA, sGlo cerca del 6 al 10X de ellas, ha-
cen un anticuerpo suficientemente especifico para ser utilizado como -
reactivo de tipificacidn. Por ello debe considerarse un gran niimero de
sueras a fin de establecer reactivos de calidad (52, $8).

La sbsorcién placentaria de anticuerpos maternos dirigidos a antf-
genoa de histocompatiblidad fetales, impide la penetracién a la circula-
clbn fetal y ejarcer cuslquier efecto dafiins (44); por 1o que el suero
obtenido de is placenta e8 una buena fuente de antisueros .tip'iﬂcndous

del nistema HLA (&, 39, 49).

2) PACIENTES TRANSPLANTADOS

Hay varios estudios que demuestran la formacién de anticuerpos an-
ti~HLA después del transplante renal y generalmente son di o poliespect~
ficos {42, 44). Avnque la respuesta celulsr es la respuesta clisica del
rechazo del transplacte, et 1a pr¥ctica mEdica y pata evitar esto se les
sdmintstrs. {nmunosuptesores como.la ciclosporina que. inhibe la produceifn
de IL-2 con lo que se evita la proliferacifn celular {66}, eato trae co-
mo resultado que una cantidad apreciable de pacientes tengsn anticuerpos
{respussta humoral) que provoca un deterioro muy lento del injerto (apro

ximadaments 2 afos coso en el rechaza créntco) (35, 42, 60},



3) PACIENTES TRANSFUNDIDOS

La sangre contiene linfocitos ricos en antfgenos de histocompatibi
lidad y debido a que, cuando se realiza una transfusifn sangufnea no se
toma en cuenta la compatibilidad para HLA entre donador y receptor, la -
mayorfa de los pacientes transfundidos por razones terapduticas, reciben

_ sangre incompatible para HLA y por lo mismo pueden formar anticuerpos que
son por lo general multiespecificos debido a las sensibilizaciones milel

ples a las que son sometidos {13, 32, 76).

4) PACIENTES INMUNIZADOS INTENCIONALMENTE

Es posible lograr transfusiones sangulneas repetidas a voluntarios,
de sangre que contenga un determinado antfgeno con el fin de producir an
ticuerpos capaces de detectar al determinante antfgenfco {13, 95).

Cuando se planea la inwunizaciSn deliberada de sujetos se debe te-
ner en cuenta cualquier complicacibn de tipo legal que puede existir se-
gin las leyes sanitarias.

Las inmunizaciones se llevan a cabo mediente la inyeccidn de leuco
citos semanalmente lo que provoca una buena respuesta de anticuerpos con
tra los antfgenos HLA incompatibles o por injertos de piel a intervalos
de 2-3 gemanas detectando la formaciSn de anticuerpos daspufs del segun-
do estfmulo y por transfusifn sangufnea fnyectando 20 wml. ds sangre to-
tal continuamente hasta que el individuo responda (15, 93).

Los dos primeros no estén libras de riesgo y no son ficilmente a-

daptables a programas da gran ascals por lo que la immunizacisn por trans
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fusiones es el método mds adecuado. Debido a que la estimulacidn de un
sujeto resulta de la interaccifin del individuo con muchas sustancias po
tencialmente antigénicas, no es sorprendente que la mayorIa de los sue-

ros resulten poliespecfficos (9).

5) INMUNIZACION DE ANIMALES

Se han reallzado algunos 1nteﬁtos para utilizar sueros producidos
en otras especies principalmente primates (13). Afin cuando se ha postu-—
lado que los sueros as{ producidos son mis fdciles de obtener inmunizan
do a un miembro de una especie en relacidén filogen&tica cercana-ul dona
dor del material inmunizante, se ha visto que el tfrulo del antisuero —
es alto pero, las reacciones son muy amplias por lo que su aplicacidén -
es limitada (13, 4).

La ptoducci&ﬁ de xenoantisueros con HLA especifico requiere al me
nos purificacidn parcial de los ant{gends. Los sueros preparados reac—
cionan con determinantes comunes a todos los productos MHC de la espe-
cle. A pesar de ello, utilizando antfgenos altamente purificados y ab-
sorciones extensivas, es posible obtener anticuerpos de buena calidad

resolutiva [64].

6) PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Una gran variedad de experimentos se han realizado para poder pro
ducir anticuerpos monoclonales para ser utilizados como fuentes de tipi
ficaci8n, debido a que la mayorfa de las fuentes mencionadas anterior-

mente ﬁtoducgn antisueros poliespecfficos. Esta situacidn ha cambiado



radicalmente desde que Kuhler y Milatein demostraron que las c&lulas de
bazo de ratdn inmunizado pueden fusionarse a cElulas de mieloma para ge
nerar hibridos celulares que secretan anticuerpos especificos (30, 57}.
Los hibridomas celulares producidos son justamente tan heterogéneos co-
mo el anticuerpo de ratﬁn original, pero es posible seleccionar una o -
mis lfneas celulares que secretan anticuerpos especfficos para el antf-
geno deseado {49, 56). Este método ha sido utilizado para generar an-
ticuerpos monoclonales. de antfgencs humanos de diferenciacién y para
glicoproteInas HLA bien definidas (87, 93). En este caso tambifn es ne
cesaria la purificacidn de los antIgenca de histocompatibilidad.

De todas las fuentes m;:ncionadaa. la dltima es la mejor ya que
permite producir anticuerpos con alto tftulo y buena especificidad para
ser empleados en la técnica de tipificacidn, sus inconvenientes son, Bu
complicada elaboracidn y su alto costo, por ello es que en algunos labo
ratorios que realizan tipificaciones en nuestro pals se ha temido que
exclufr. (97).

La identificacidn de los antfgenos de histocompatibilidad se rea-

32,

liza por medio de mftodos inmunolégicos. Entre los métodos de valoracidn

y deteccién de antfgenos y anticuerpos HLA se encuentran la leucoagluti
nacibn, fijacibn del complemento, radio inmuno.andlisis (R.IL.A.), ELISA
inmunofluorescencia y microcitotoxicidad, siendo Esta Gltima la técnica

ufs ampliamente usada {40, 83).
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JUSTIFICACION

La definicidn de los antigenos de histocompatibilidad en nuestra
poblacion es fundamental, para fines de seleccidn de donadores a trans-
plante y tener un marcador Gtll para establecer asociaciones HLA y diver
sas patologlas. Asf mismo, es importante en las pruebas de paternidad,
en la respuesta inmune, estudios antropoldgicos y en gen€tica de pobla-
ciones. Esto trae consigo la necesidad de grandes cantidades. de reactivo
anti-HLA y contar con diversos antisueros especificos en el laboratorfo.

En esc; sentido la eficiencia de un Departamento de Inmunogenética
se basa fundamentalmente en la variedad de marcadores que bueda identi-
ficar, slendo uno de los principales problemas la produccifn o adquisicidn
de los antisueros. Actualmente el costo de los antisueros es muy alto,
por lo que resulta necesario establecer un programa de obtencidn de anti
sueros HLA con un poco de esfuerzo y un minimo de equipo adicional. La
probabilidad de encontrar antisueros moncespecIficos es pequefia, de ahf
que se requiere de un gran niimero de sueros a partir de los cuales se =
seleccionan las muestras fitiles.

Dado que antfgenos frecuentes en una poblacidn pueden estar ausen=-
tes en otras poblaclones y a que, el sistema HLA presenta un gran poli-
morfismo genético, es de esperarse, que existan alelos que aun no han si
do determinados, por lo que, resulta importante estudiar la serologfa del
sistema HLA.

Es por todo ello que el presente trabajo estd enfocado a la obten-
¢ién de antisueros tipificadores del sistema HLA a partir de placentas -

humanas.
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OBJETIVO GENERAL

OBTENER ANTISUEROS TIPIFICADORES DEL SISTEMA HLA-A,-B A PARTIR DE
PLACENTAS HUMANAS, EMPLEANDO LA TECNICA DE MICROCITOTOXICIDAD DE TERASKI,
EN EL DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA DEL INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES

RESPIRATORIAS.

OBJETIVOS PARTICULARES

~PROBAR LA CITOTOXICIDAD DE LOS SUEROS CON 30 SUJETOS SELECCIONADCS AL
AZAR,

-DETERMINAR LA ESFECIFICIDAD DE LOS ANTISUEROS TIPIFICADORES OBTENIDOS
DE PLACENTAS HUMANAS.

-SELECCIONAR LOS ANTISUEROS POSITIVOS CON FINES DE INTERCAMBIO, NACIONAL
E INTERNACIONAL.

-CREAR UN BANCO DE ANTISUEROS TIPIFICADORES DEL SISTEMA HLA-A,-B.

~REDUCIR EL COSTO COMERCIAL PARA LA ADQUISLCION DE LOS ANTISUEROS,



ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

PLACENTAS DE MUJERES MULTIPARAS

a) EXTRACCION

ty) SELECCION

SUERQ ~——nr—n—3m ALMACENAMLENTO A -20°C

ALICUOTAS

SELECCION DE SUEROS CITOTOXICOS

CON LINFOCITOS DE MUESTRAS DE -

SANGRE DE INDIVIDUOS MEXICANOS =~~—3 NEGATIVOS SE
SELECCTONADOS AL AZAR ELTIMINAN

Y
DEFINICION DE ESPECIFICIDADES
CON 30 CELULAS MEXICANAS Y 30
CELULAS CAUCASICAS

A
CARACTERIZACION DE LOS SUEROS
COMPARANDOLOS ESTADISTICAMENTE
CON LOS SUEROS DE REFERENCIA

\
COMPARACION DE REACTIVIDAD COR
CELULAS CAUCASICAS

[
INTERCAMBLO O APLICACION.

35,
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- MATERIAL Y METODOS

EXTRACCION DE SUEROS A PARTIR DE PLACENTAS HUMANAS,

Material bioldgico:

Placentas humanas

Mitodo.

=Se recolectaron placentas de mujeres mexicanas provenientes del Centro
Hospitalario 20 de Noviembre, junto con la hemorragia propia del parto,
procesandolas en un lapso menor de 24 horas, dada la posibilidad de ne-
crosis y descomposicidn de la placenta.

-Cada una de las placentas se vaciaron en coladores, dejando caer por -
gravedad el plasma. Una vez obtenido todo el 1fquido se fracciond la pla
centaj con lo que se tiene mayor cantidad de suero.

-Las fracciones se colocaron en los coladores encima de la cual se colocd
una botella compreéora.

~5e dejaron escurrir durante dos horas y finalmente se exprimieron manual
mente.

Se traté de obtener el volumen mAximo debido a que, uno de los re-
quisitos para intercambiar los antisueros, es que se cuente con un volu-
m;zn‘ promedio de 40 ml. Por ello cuando el material extrafdo es menor de
esta cantidad se desecha.
~Empleando una centrffuga con refrigerante (Beckman) el materfal que se
extrajé se centrifugd a 3 500 rpm durante 30 minutos, con lo que los res
tos biolSgicos se depositan y permiten la separacidn del sobrenadante. La
temperatura  utilizada fue de 4°C para evitar la contaminacidn del suero.

«~Con el fin de tener un suero mds puro se centrifugd nuevamente el sobre
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nadante, en las mismas condiciones anteriores,

-Se midid el volumen de los sueros obtenidos, asignandoles una clave y
colocandolos en frascos debidamente etIquetados.

~En tubos Fisher se tomaron alfcuotas del suero para obtener su citotoxi
cidad posteriormente. Los frascos y las alfcuotas se almacenaron a =20°C;
con la alicuota se evita el congelamiento y descongelamiento del suero
que dafia su calidad y reactividad citotéxica.

-Antes de l; utilizacidn del antisuero se centrifugd en una microcentrifuga
(Beckman), para eliminar proteflnas agregadas o lipidos que pueden interfe
rir en la lectura de la placa.

-La recoleccidn de datos del donador fue realizado por el servicio de -

Ginecologfa y Obstétricia del Centro Hospitalario 20 de Noviembre, ISSSTE.

Los datos que se recolectaron fueron los siguientes:

Nombre: Fecha:
Paterno Materno Nombre

Expediente: o o #.de embarazos

¢ de Hijos ) S # de parejas

ABO _ Rh'  Trans. Sangulneas
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~Con los datos anteriores se tuvo un primer criterio de seleccidn, evitan
do la presencia de sueros poliespecIficos procedentes de mujeres con wis
de sels embarazos, han recibido varias transfusiones sangufneas o bien -

han tenido mAs de una pareja.

ELABORACION DEL PANEL DE LINFOCITOS

De 30 donadores voluntarios, se obtuvieron linfocitos mediante centri
fugacidn en un gradiente de Ficoll-hypaque. Estos fueron tipificados uti-
1lizando la técnica de microcitoxicidad de Terasaki, misma técnica con la
que se estudiaron los sueros obtenidos., La cual se describe mds adelante.

Se buscd que el panel contard con una adecuada representacidn de to-
das las especificidades conocidas; resulta dfficil para un laborateorio -
contar con tal panel especializado por lo que se contd con la ayuda de -
un laboratorio de referencia ello también por la importancia de contar con
paneles de grupos raclales distintos al nuestro, con el fin de detectar -
antisueros que no son recenccidos con células mexicanas, asf que los sue-
ros se probaron en el laboratorio donde se trabajd y ademds fueron envia-

dos a Boston Mass. E.U.A., para ser probados con c&lulas caucdsicas,

PROCEDENCIA DE LOS SUEROS TIPIFICADORES

Los antisueros utllizados provinieron de dos fuentes:
l.~ Dana Farber Cancer Institute. Boston, Massachussets, E.U.A., pro-
porcionados gentilmente por el Dr. E.J. Yunis.
2.- Los sueros obtenidos mediante el programa permanente de biisqueds de
antisuercos tipificadores del sistema HLA-A,-B, que se desarrolla en el-

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, INER, México D.F,
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Con nuestro lote de antipuercos de referencia, las especificidades
que podemos detectar son:
Al A2 ,A3 ,A9 , AlQ ,All ,Aw19,A23 ,A24 ,A26 ,A28 ,

Locus A
A29 ,A30 ,A31 ,A3Z ,

Bw4 ,B5 ,Buw6 ,87 ,B8 ,B12 ,Bl3 ,Bl4 ,B15 ,B16 ,B17 ,BI8

Locus B
B21 ,B27 ,B35 ,B37 ,B39 ,BAD ,B42 ,B&4 ,B45 . ,BS50 ,B51-,

Para selecclonar los sueros citotSxicos se siguieron los siguientes

pasos:

a).-Preparacidn de placas Terasaki con los sueros de placenta no
definidos y placas con sueros de referencia para tipificacidn HILA,

b) .~Purificacién de linfocitos totales a partir de sangre periférica.

b').-Prueba de viabilidad. '

¢).-Ensayo de microcitotoxicidad.

d).-Determinacidn de la especificidad ~Andlisis estadfstico-

PREPARACION DE PLACAS TERASAKI

Placas con sueros de placenta no definidos y sueros de referencia.

Material bioldgico:
Sueros de placenta, sueros de referencia, control negativo (suero
humano AB), control positivo (suero antilinfocftico obtenido de conejo.

previamente inmunizado con un panel de linfocitos).
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MEtodo,

=A las placas terasaki {de 60 pozos, Microtest) se les aiiadid con la ayu
da de un Jet-Pipet (Robbins Scientific), 5.l de aceite wineral al 85%

a cada uno de los pozos, para evitar la desecacifn del antisuero.

~Las alfcuotas de los sueros que se habfan almacenado se descongelaron

y centrifugaron para tener un suero mis puro.

~Con una jeringa Hamiltdn miiltflpe (Robbins Sclentific), se afiadid 1l
de control negativo (suero huamno AB el cudl no es citotdxico y mantiene
las células vivas) y control positivo (suero antilinfocItico que mata -
todas las cé&lulas).

-Se sembraron 638 sueros obtenidos, distribuidos en orden creciente y

en cantidad de | ul por pozo en 678 placas.

~Los sueros de referencia se sembraron en las mismas condiciones anterio
res.

~5e almacenaron a -20°C hasta el momento de su uso.

PURIFICACION DE LINFOCITOS TOTALES

La purificacifn de linfocitos a partir de sangre periférica se lo-
gra aprovechando las diferentes densidades de las células sangufneas, asf,
centrffugando sobre un gradiente de Ficoll-hypaque (cuya densidad es muy
cercana a la de los linfocitos 1.076-1.078 ) los eritrocitos y polimorfo
nucleares se depositan en el fondo mientras que los linfocitos permanecen

cercanos a la interfase entre el suero y la solucldn separadora.(40,64).

Material bioldgico:

Sangre periférica fresca.
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Mécodo.
-Se tom5 la muestra de sangre por puncidn venosa. Lé cantidad de sangre
dependid del nGn}ero de células que se necesitaban para probar. los sueros
(20 ml).
«Se colocd la sangre en tubos de rosca, que contenfan 20 perlas de vidrio,
Se desfibrina mecinicamente por rotacidn, Se deja de apitar cuahdé ée -
observa la formacidn de codgulo de fibrina en las perlas. ;

-La sangre se diluye con solucidn balanceada de Hanks en relacifn 2.1'1 co’nl—-‘:

lo que se tiene una mejor separacidn de las c&lulas,

-En tubes de ensaye (13 x 100) se colocaron 3 ml de la soluc.ic;m de Ficoll-i -
hypaque. -
-Se eatritifica cuidadosamente la.sangre con una pipeta Pasteur sobre el
linfograd, con lo que se evita que se mezclen ambas fases.

-Se centrifugd a 1 800 rpm a temperatura ambiente durante 30 minutos y
se obtiene una banda de linfocitos la cudl se recupera con la ayuda de =
pipeta Pasteur los que se colocaron en un tubo de ensaye.

-Se lavaron los linfoeitos con solucidn de Hanks centrf{fugando a 2 000
rpm durante 10 miputos, Esta operacién se repitid dos veces mds, Tode lo
anterior con el objeto de eliminar el Ficoli-hypaque y el suero restante.
-Para contar las células se resuspendid en | ml de medio RPMI (Gibco).
-Las ¢8lulas se contaron en un hemocitdmetro (cdmara de Neubauer) y se
ajustaron con medic RPMI a 4 x 106 cé€l/wl. Dicha concentracidn es la que

se considera apropiada para la Jectura de los pozos.
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PRUEBA DE VIABILIDAD

La prueba de microcitotoxicidad requiere de linfocites yivos,‘po;-
1o que es necesario vigilar su viabilidad determinandela por exclusidn: SRV
de un colorante vital como el azul tripdu. El porcentaje de viabilidad B

.’que se considera adecuado es de 90%.

Método.

-5e mezclaron 0.1 ml de la suspensién de linfocitos con 0.1 ml del coloran
te azul tripén (Sigma) en un tubo de ensaye.

-Se dejé a temperatura ambiente durante 2 minutos tiempo en el culll se
lleva a cabo la incorporacidén del colorante en las células muertas.

~S5e colocd una gota de la mezcla sobre el hemocitSmetro.

-Se observé al micrSscopio usapdo el objetivo seco fuerte. Las células

muertas incorporan el colorante y se tifien de azul, mientras que las vivas

lo excluyen y se observan refringentes. Mediante el conteo de 100 células .

se determind el porcentaje de viabilidad.

MICROCITOTOXICIDAD

tste método seroldgico desarrollado por Paul Terasakl en ;965, es
‘el de mayor utilidad para valorar y detectar antIgenos y anticuerpos HLA,
dadas las cantidades tan minfisculas de células y de anticuerpos; asi como
su gran reproductibilidad y sensibilidad.

La prueba de microcitotoxicidad consiste bdsicamente en incubar la
suspensidn de linfocitos con diferentes antisueros. S1 estos contiemen -
anticuerpos (Ac) que reconozcan al antigenc (Ag) se llevard a cabo la -~
reaccidn Ag-Ac. 51 se adiciona suero de conejo como fuente de complemento

{C') éste serd fijado y activado por el complejo formado lo cual provoca
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1fsis parcial de la célula; modificandose la permeabilidad celular. La
alteracidn en la permeabilidad de la membrana se visualiza mediante la
incorporacidn de colorantes vitales como la eosina o el azul tripdn que

no son citotdxicos ni tifien las células vivas (40,83).

Material biolbgico:
Sueros de placentas, sueros de referencia dirigidos a especifici-
dades de Clase I, suero control negativo, suero control positivo, linfo-

citos totales ajustados a 4 x 106 cél/ml y complemento de conejo.

Método,

-Se descongelaron las placas dejandolas a que alcanzaran la temperatura
ambiente,

-~Una vez ajustada la concentracidn de linfocitos a 4 x 106 cél./ml. se
sembrd 1 ul en cada uno de los pozos de la placa correspondiente usando
una jeringa Hamfltdn sencilla (Robbins Scilentific), se mezcld suavemen-
te con un agitador vdrtex (Termolyne) con el objeto de poner en contacto
el suero con las cé&lulas.

-Se dejd reposar durante 60 minutos a temperatura ambiente permitiendo
con esto que se lleve a cabo la reaccidn AntIgeno-Anticuerpo.

=Con la jeringa miiltiple se adicionaron a cada pozo 5l de complemento
y se mezclS suavemente con el agitador vdrtex. .

~5e deja la placa durante 60 minutos a temperatura ambiente con el fin
de activar al complemento logrando con esto lIgis o no lisis parcial de
la célula,

~Se adiciond § ml de eosina'amarillenca y se dejd reposar durante 20 -
minutos a temperatura ambiente.

-Se agregd 5 ul de formalina neutralizada y se dejaron fijar durante 5



wrinutos,
-Se colocaron les cubfaobje:os aobre la placa y se guardaron en refri-
geracifn hasta el momento de su lectura (figura 6).

Las reacclones fueron evaluadas et un micrdscoplo invertido (con
condengador de contraste de fases). Las células se observan refringentes
en tanto que las mﬁertas se tiflen de roio y se abservan muy obscuras. La

calificacidn que se le da a cada pozo es en base al siguiente criterio:

% C&lulas Muertas Culificnciﬁn Interpretacidn
0=10 " 1 Negativa
 11=20 2 Negativa
21-30 4 Dudosa
31-80 6 Positiva
81-100 8 Positiva
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-Figura 6. Técnica de Microcitotoxicidad (81).

45.
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ANALISIS ESTADISTICO

DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD

Una vez probados los antisueros con las 30 células mexicanas y 30
cauclisicas, se procedis al anflisis de su comportamiento citotdxico y su
correlacidn con los diferentes antigenos de histocompatibilidad previa-
mente identificados en las c€lulas con antisueros de referencia. La in-
formacidn se obtiene comparando la reactividad entre sueros problema y
sueros de referencia (panel celular). Para ello se elaboraron tablas de

contigencia de 2 x 2 como sigue:

Suero de Referencia

+ -
Suero problema + a b
- c d

De donde: a=c&lulas en las que ambos sueros resultaron citotdxicos.

b=c&lulas en las que el suero de placenta fue citotdxico
pero no el de referencia.
e=células en las que el suero de referencia fue citotdxi
co pero no el de placentas,
dwcélulas en las que ambos antisueros resultaron no =
citdtéxlcos

Las reacciones contenidas en las casillas a y d son concordancias

en cambio las de b y ¢ son discordancias. Es raro encontrar sueros per-
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fectamente concordantes, ya que entre otras cosas, pueden contener anti-
cuerpos contra mids de una especificidad. Para valorar si hay mis concor-
dancias que discordancias se aplica la 3i cuadarada (X2) y el coeficiente
de correlacidn (r).

La prueba de X2 valora la posibilidad de que la asociacldn sea de-
bida’ al azar o bien sea significativa; se calcula a partir de la tabla de

contingencia de 2 x 2 con la siguiente fdrmula:

X2 _' (ad-bc) . N
(atb) (ct+d) (atc) (bt+d)

’ .Dnnde N= a+btctd

El valor de X2 siempre es positivo, Su valor lfmite es de 3.83 para
un grado de libertad y tiene una ﬁ!;0.0S; la p proporciona la pésibilidad
de que la asociacidn observada sea debida al azar por lo que, mientras -
menor sea su valor mayor es la X2 y por tante, mayor la significancia de
asociacidn observada.

Cuando existe concordancia absoluta entre el suero de referencia y
el sueroc problema el valor de X2 tiende a ser igual al de N, lo que per-
mite expresar la especificidad en t&rminos de coeficiente de correlacidn

aplicando la siguiente férmula:

Coef. de correlacidn (r)-\ /%2

El valor de (r) va de 0 a 1; un valor de cero indica que no hay -
asoclacidn y el de ! que existe concordancia total entre ambos sueros,
los antisueros perfectos dan un valor de 1.0. Anteriormente, un valor
de 3.82 se consideraba significativo, si blen la mayorfa de los sueros
no eran monoespecificos pero en ;l Cuarto Taller Internacional de Histo-
compatibilidad se establece gque para definir grupos de antisueros fitiles

se considera un valor de r « 0.8 o mids alto {13,50,91).
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RESULTADOS

Seleccidn de muestras citotdxicas.

Para determinar la citotoxicidad de los antisueros obtenidos de -
placentas humanas, se probaron contra linfocitos de un grupo de 15 a 33
individuos de la poblacidn mexicana seleccionados al azar. De los 638 -
sueros colectados, el 34.95% (223 antisueros) mostraron reactividad ci-
totdxica, por lo que, solo estas muestras pasaron a la etapa de defini-

cién (Tabla I).
Definicidn de especificidades.

La especificidad de cada antisuero fue determinada por citotoxici-
dad.u:iliznndo células de 30 donadores mexicanos y confirmada por linfo-
citos de 30 individuos seleccionados conformande un panel de referencia
cauclisico. Los sueros que presentaron un coeficlente de correlacidn mayor
de 0.8 pe consideraron iitiles para fines de intercambio con otros laborato
rios,: con los datos estadIisticos se logrd definir 45 antisueros (Tabla I1).

De los 223 sueros que resultaron citotdxicos al 20.18% (45 sueros)
de los antisueros se logrd definir sus especificidades correspondientes
(Tabla III).

Con las muestras fitiles es posible establecer un lote de antisueros

que permita detectar algunos de los determinantes antigénicos (Tabla IV).

Debido a su volumen mayor de 40 ml y sus valores de ji cudarada X2
y coeficiente de correlacién (r) las muestras que resultaron {itiles para
intercambio Nacional e Internacfonal con otros laboratorios o bilen para

su aplicacién fueron 21 antisueros (Tabla V).



Tabla I.

SELECCION DE MUESTRAS CITOTOXICAS

Citotoxicidad sobre
células blanco
FUENTE
N N 4
Placentas Humanas 638 223 34.95

De las 638 placentas procesadas, 223 fueron citotdxicas lo que

representa 34.95% de las muestras totales.

“49.



DEFINICION DE ESPECIFICIDAD

‘Tabla II.

Suero ve grupo

Asoclacidn 2 x 2

Clave Especificidad ++ . -+ - :
LA a b ¢ d X2 r N

INER-40 A29(wi9) 1 0 1 24 12.48 0.69 26
INER=47 B44(12) 1 G 1 24 12.48 0,69 26
INER-51 All 1 0 3 24 12.48 0.69 26
INER-64 Bl5 1 0 0 25 26,00 1.00 26
INER~66 B17 1 0 6 25 26.00 1.00 26
INER=75 A29(wl9) 1 0 1 24 12.48 0.69 26
INER-96 A26(10) 1 0 1 3l 15.98 0.70 33
INER-168 A28 1 0 1 31 15.98 0.70 a3
INER-180 A26(10) 1 0 3 31 15.98 0.70 33
INER~-187 Bl5 ' 1 [s} 0 32 33.00 1.00 33

Continua....

“0s



DEFINICIGN DE ESPECIFICIDAD

Tabla II.

Clave

Suerc va, grupo

Asoclacifn 2 x 2

Especificidad ++ A nd ~+ e
HLA a b c d X2 T N
INER-202 BL3 1 0 1 31 15.98 Q.70 33
INER=243 All 1 0 1 3t 15.98 0.70 33
INER~-283 A26(10) 1 0 i k) 15.98 0.70 33
INER-290 BI3 . 1 0 1 31 15.98 0.70 33
INER—ZQé B7? 2 0 2 29 14.43 0.69 33
INER-328 ALl 1 0 1 31 15.98 0.70 33
INER-344 Bi3 [ 0 1 31 15,98 .70 33
INER~378 A26(10) 1 0 1 31 15.98 0.70 33
INER~-380 ALl i 0 1 K} 15,98 0.70 33
INER-383 A30(wlS) i 4 1 31 15.98 0.70 33

Continua....

18



Tabla II.

DEFINICION DE ESPECIFICIDAD

Suero vs grupo Asoclacibn 2 x 2
Clave Espscificidad ++ - -t e

1A a b & d X2 T N
INER-386 A26(10) 1 ] 1 3 15.98 0.70 33
- IRER-425 B13 1 0 3 31 15,98 0.70 33
1NER~435 B17 1 4} 1 a1 15.98 0.7¢ 13
INER=445 B35 1 [+} 0 14 15.00 1.00 15
INik-ahD A29(wi%} 3 L 0 12 8.23 D.78 15
INER+473 B35 1 0 0 14 15.00 1.00 15
INER=485 B3S 1 0 0 14 15.00 1.00 15
INER-513 A3 1 0 i 13 6.96 0.68 15
INER=~539 A3 1 o] 13 13 6.96 0.68 15
INER-558 A29(w19) 2 1 0 12 9.23 0.78 15

Continua...e
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Tabla 11,

) DEFINICLON DE ESPECIFIGIDAD

©Buere veprupe Asociaciin L x 2

Clave kapecificidad N - - . _ )

HLA a b- c d X2 r N
1NEP;—-560 B15 (dil, 1:1) 2 0 i 27 19.28 .80 30
1NER-563 A2 {dil. 1:1) | 9 ] 2 19 22.0 0.86 30
INER=568 ALl (dil. l:Z)'. (3 -0 f 25 23,07 .87 3G
INER~571 Bwd2(dil. 1:1) 2 7 u 0 28 30.00 1.00 30
INER~575 B35+Bwé2 (dil. 1:12) 3 0 0 27 30.7 1.00 30
INER-579 BLY(571458) (dil. 1:1) 3 /] 0 27 30,00 1.00 30
INER-581 A26 (did. 1:1) 3 L+ ¥ 26 21.66 0.‘811 30
INER~594 Ab (dil, t:l) 7 0 2 21 21.30 0.84 30
INER~599 B54B184835(d43.1:1) it 2 0 17 22.71 0.87 a0
INER-607 A2 10 i) i ig 23,80 .92 30

Continun.,..

cc
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DEFINICION DY ESPECLFLCLUAD

‘Suaro vs grupo ‘ © Asociacién 2 x 2
Clave Egpecificidad ey = = -
HLA a b c - d X2 r N

INER-615 B7 (411, 1:1) 2 0 0 28 30,00 1.00 30
INER-621 Bwb0+BwaB (dil. 1:4) 4 4] [} 26 30.00 1.00 - 3¢
INER~626 BLZ(A4+45) (diL. 1:1) 6 0 0 24 30.0G 1.00 30
INER-631 Al {dil, 1:1) 9 4] 0 21 30.00 1,00 30
;NER-&JS A2 (dil. l:1) 11 4] 0 19 30,00 1.00 30

En la tabla se muestran las especificidades de 45 antlsueros obtenldas a partlr de los datos estadisticos
(X2) y (r) considerandose de 15 & 33 c&lular. Solo se presentan los antisuerss cuyo coeficiente de corre~

lacifn fue mayor de 0.69.

%5



Tabla III.

PORCENTAJE DE ANTISUEROS CON ESPECIFICIDADES ASIGNADAS

No. de Sueros- Sueros Especificidades
Citotdxicos (N) anti-HLA~A,~B Reconocidas
N b4
223 45 20.18 22

55.

De los 223 sueros que resultaron citotdxicos a 45 (20.18%) de ellos

fue posible asignarles especififcidad.



Tabla IV,

LOTE DE ANTISUEROS

AL A26(10) B7 817

Al A26(10) B7 BL7(57+58)
a2 A26(10) B5+18+35 B35

AZ A26(10) BL2(44+45)] B35

A2 A26(10) B13 B35

A3 A26(10) - B13 B35+Bu62
A3 A28 B13 Buh2

All A29(wl9) B13 .w;(n)
All A29(w19) B15 Bu60+Bw48
All A29(w19) B1S

ALl A29(w19) B1S

AlL A30(w19) B17

Con lag muestras Gitiles es posible detectar 22 antfgenos de histo-

compatibilidad,

56.



57.

Tabla V.

LISTA DE ANTISUEROS PARA INTERCAMBIO O APLICACION

Sueto Especificidad T Volumen
HLA (m1)
INER-64 B15 1.00 80
INER-66 B17 ) 1.00 90
INER-187 Bl15 1.00 50
INER-445 B35 1.00 74
INER-473 B35 S 1,000 130
INER-485 B35 1.00 135
INER-558 A29(w19) - 0.78. 50
INER-560 515 ) 7 0.80 40
INER-563 A2 0.86 40
INER-568 All 0.87 40
INER-571 Bw42 1.00 50
INER-575 B354Bw62 1.00 40
INER-579 BL17(57458) 1.00 50
INER-581 A26(10) 0.84 40
INER-594 Al 0.84 40
INER-599 B5+B18+435 0.87 50
INER-607 A2 0.92 40
INER-615 B7 1.00 40
INER-626 B12(44%45) 1.00 50
INER-631 ' Al 1.00 40
INER-635 A2 1.00 50

Considerando el volGmen y el (r) 22 antisueros son Gtiles para intercambic
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DISCUSION DE RESULTADOS

La seleccidn de los antisueros fue hecha en base a la reactividad
citotéxica (muerte de al menos 30% de las c&lulas). De los resultados ~
obtenidos se puede observar que el 34.95% de todos los sueros probados -
fueron citotSxicos. Por ello solo £stos pasaron a la etapa de defini-
cién., De los 638 sueros mis de una tercera parte fueron positivos lo ——
que es comparable con datos reportados en la literatura (4Z). En esta
primera fase, el nimero de sueros se reduj5 a un poco wenos de la mitad,
lo que representd un ahorro considerable en cesto y trabajo (Tabla 1).

Para la definicidn de las especificidades, se contd con un panel -
de células mexicanas, constituldoe por linfocitos cuyos fenotipos (Clase
1) estaban blen definidos y por células con alelos que no fueron bien de
terminados; estos diltimos representaron un problema a resolver ya que pu
diera tratarse de alelos locales no establecides en nuestra poblacifn --
18).

Con el fin de verificar nuestros resultados, fuercn enviados a un
centro de referencia (Dana Farber Cancer Inst. Boston, Mass.). Donde ——
gentilmente determinaron especificidades frente a un panel de célulag =
cauclisicas. No hubo diferencia en las especificidades asignadas a los -
antisueros y las establecidas en el laboratorioc de trabajo {8).

Es importante mencionar que de los 223 sueros, unicamente 45 ~-—
(20.18%) se lograron caracterizar a especificidades internacionalmente —
establecidas, determinandose 22 especificidades HLA-A, =B (Tabla II y
111).

En la tabla II, se muestra el resultado de 15 sueros probados a di

ferentes diluciones. A pesar de 1a dilucidn, el tftulo de anticuerpos -
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es suficiente para formar el complejo Ag-Ac y de esta manera aumentard
el volumen del suero en cuestidn {40).

De los sueros colectados una gran proéorcion (93.33%) fueron mono~
especificos y estdn dirigidos a los loci Ay B en frecuencias similares,
el resto (6.67%) fueron sueros qﬁe teconocen a mis de una especificidad
(dispecificos y triespecIficos) por lo que podemos decir que exhIben un
patrdn de reactividad muy restringido. Estos antfgenos no son muy fre-
cuentes en la poblacidn mexicana, de ahf que los sueros que los reconoz
can adquieren un gram valor en un laboratorio de tipificacidn (E).

Ademiis, algunos antisueros citotdxlcos con células mexicanas (cu-
yos fenotipos no fue posible definir) no reaccionaron con el ianel cau-
césico, e incluso se enviaron células locales congeladas a &ste laborato
rio, para ver si ellos lograban definir los fenotipos pero tuvieron pro-
blemas para establecerlos. Esto nes lleva a pensat que este grupo de an
tisueros, aunque por el momento no t{;nen ninguna aplicacién pridctica son
de suma importancia debido a que; probablemente sean alelos propios y ca
racteristicos de nuestra poblacifn. Lo que puede ser una de las caugas
por las cuales no fue posible deter&inar todos les sueros.

Se obtuvieron dos tipos de sueros; el primerc consiste en sueros -
que contienen sole un anticuerpo, los cuales pueden ser utilizados para
fines de tipificacidn HLA en cualquiera de las aplicaciones del sistema
HLA. El segundo tipo, comprende grupes de sueros que reacclonan con mds
de una especificidad, algunos de los cuales son diespecificos y otros
triespecificos (como por ejemplo el B5+B18+B35). Las causas de estas {il
timas especificidades podrfan ser; que el suero contenga anticuerpos que
reaccionen contra mis de un determinante antfgenico del mismo locis o de

loci diferentes. O bien que‘el antisuero reaccione en forma cruzada con
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tra mids de un antIgeno formando grupos de reactividad cruzada (CREGS).
Egtos dos grupos se ﬁeben incluir dentro de los trabajos HLA para tener
un disefic adecuado de un lote de antisueros Tabla IV (28).

Se utilizaron de 15 a 33 células mexicanas, debido a problemas de
localizacidn de los donadores. El volumen promedio obtenido a partir -
de las placentas fue de 50 ml. (Tabla V), cantidad suficiente para el ip -
tercambio con otros centros nacionales (8). Los antisueros presentan un
grado de asociacidn significativa (r>0.7) de ahf que deban selecclonar-
se {2].

En el trabajo se realizaron 39 324 microcitotoxicidades repartidas
en 678 placas Terasakl; considerando el costo de material desechable y
reactivos se tiene un global de $ 6'600,000 M.N. Conforme al nimero de
antisueros dtiles y su volumen total, cada mililitro cuesta $3 000 M.N.,
equiparando el costo comerclal de estos mismos reactivos que es de -~ -
$840 000 M.N. por mililitro. Con los 45 que se obtuvieron se abatid en
280 veces el.costo de dichos antisueros.

En trabajos previos a este {9}, se utilizaron sueros de placentas
humanas y paclentes transplantados, encontrando que el rendimlento en
volumen de los sueros obtenidos a partir de pacientes transplantados, es
mayor que el que resulta de exprimir placentas; sin embarge, un gran por
centaje de sueros son poliespecIficos lo que limita su aplicacién en la
definic18n de haplotipos y por lo que gran parte de los laboratorios in-
ternacionales utilizan como fuente de antisueros las placentas humanas
{1). La frecuencia con la que se presentan sueros anti~HLA en mujeres -~
multIparas es de 6% a 102, lo que checa con los resultados obtenidos de

7.0% (93).
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CONCLUSIONES

-De los 638 sueros de placenta obtenidos, 223 fueron citotSxicos de los
cuales se logrd determinar la especificidad de 45 de los mismos.

~Con las muestras fiitles se cred un banco de antisueros que posterior-

mente serd ampliado al continuar con este tipo de trabajos.

-El volimen de los sueros con especificidades asignadas es el requerido
para intercambio Nacional e Internacional con otros laboratorios.

-El costo comercial de los antisueros se logrd abatir 280 veces.

Para continuar con este tipo de trabajos se propone qué:
1) .- Para evitar seleccionar wiles de sueros negativos es necesario ins
tituir la prueba cruzada durante el embarazo entre el suerc de la madre
y las cElulas del padre (funcidn del laboratorio clfnico).
2).~ Para descartar la posibilidad de tener sueros poliespecIficos, hay
que considerar el nimero de embarazos de la madre (menor de sels) y que
sean de un solo individuo.
3).~ Es importante implementar la técnica de congelamiento de células en
placa y reunir un panel con todas las especificidades conocidas.
4) .~Para cubrir las necesidades de reactivo anti-HLA en México y consi-
derando los rendimlentos se requieren procesar 20 000 placentas anuales
a razdn de 2000 por mes.
5) .~ Utilizar poblaciones de diferente; grupos étnicos con el fin de de

tectar nuevos alelos.
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