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.1. 

Este trabajo se realizó en colaboración con proyectos de investig,! 

ción del sistema HLA que se llevan a efecto en el Departamento de Inmun.2 

log!a del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. En él se bu~ 

có definir especificidades del Complejo Principal de Histocompatibilidad 

Humano (Clase l), para lo cual se procesaron 638 placentas provenientes 

de mujeres multíparas y mediante la técnica de microcitotoxicidad de 

Terasaki, se seleccionaron 223 sueros que presentaron reactividad cito­

tóxica. Estos antisueros se enfrentaron con células de dos orígenes ét­

nicos (caucásicos y mestizos mexicanos). A partir de los cuales se dete!. 

minaron; 45 especificidades internacionalmente establecidas, resultando 

algunos sueros citotóxicos con linfocitos de individuos mestizos, pero 

negativos con el panel caucásico. 

Para la determinación de la especificidad se emplearon tablas de 

contingencia de 2 x 2 y los parámetros estadísticos, ji cuadrada (X2) y 

el coeficiente de correlación (r) considerandose solo los sueros que pre 

sentaron un coeficiente de correlación mayor de O. 7 1 resultando 21 sueros 

útiles para intercambio Nacional e Internacional con otros laboratorios. 

Con estos mismos antisueros se creó un banco de antisueros que se ampli,! 

rá al establecer un programa permanente de .. búsqueda de. aotisueroa .HLA. El 

rendimiento en la obtención de antisueros a partir de placentas humanas 

fue de 7 .0%, lo que es comparable con la literatura (93). El costo en r_! 

!ación con los antisueros comerciales se logró abatir 280 veces. 



INTRODUCCION 

ANTECEDENTES HISTORICOS 

La inmunología del transplante junto con la inmunogenética, ha te­

nido un gran auge durante el presente siglo. como resultado del trabajo 

intenso tanto experimental como cl!nico llevado a cabo por cirujanos, -

inmunólogos e investigadores¡ lo que ha permitido eliminar muchos de los 

proble111Bs que originalmente obstaculizaban el éxito del transplante de -

órganos y tejidos. Todo se inicia con los trabajos de Alexia Carrel -­

quién en 1901 establece la técnica operatoria para la anastomosis vascu­

lar 1101. 

Jensen en 1903 realizó 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. Más adelante, el de!_ 

cubrimiento en 1910 de los grupos sangu!neos por Karl Landstainer¡: as! -

como la prueba cruzada (para determinar la existencia de anticuerpo) pe!: 

mitió la realización de transfusiones sin peligro, lo cual representó el 

primer transplante de un tejido líquido. 

Uno de los experimentos que definieron los principios básicos del 

transplante fue efectuado por Little en 1916 y utilizando ratones, de­

muestra que la aceptación de injertos depende de factores comunes entre 

el donador y el receptor los cuales están determinados por genes indepen. 

dientes. Por ello si los factores presentes no son idénticos a los del 

injerto éste no· sobrevive• ya que el donador expresa un determinante an­

tigénico ausente en el receptor y al ser reconocido por el sistema inmu­

ne del huésped provoca el rechazo del injerto l l 3, 941. 
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3. 

Los descubrimientos de Peter Gorer (1936) dieron la pauta para es­

tablecer al sistema responsable de la compatibilidad de tejidos. As!, -

Gorer al tratar de diferenciar grupos sangu!neos ratones endogámicos, 

observó un antígeno llamado 11 que se transmitía en forma dominante de -

las leyes mendelianas y que además tenl'.a gran relación con el injerto de 

piel o sea que éste antígeno II era un antígeno de histocompatibilidad. 

Sin embargo, es Snell quién realizando injerto de tumores entre diversas 

cepas demostró que ese antígeno correspondía a un antígeno de histocomp_! 

tibilidad al cuan denominó H-2 ( 3, 2 O, 211 • 

Posteriormente Snell, Gorer y Lyman en 1948 demostraron que el gen 

que determina la presencia del antígeno 11 en el ratón, se localiza en -

el par cromoBómico ñúmero. 17 1 el .cual porta además el gen de la braquiu­

ria o anormalidad de la cola. En ese año, Snell denomiiió a· los genes que 

determinan el destino de los injertos como genes H o de Histocompatibil.! 

dad y estableció las bases genéticas de su acción 17, 22, 74). 

En 1953 Amos reconoce el primer antígeno sobre leucocitos de ratón 

mediante la técnica de leucoaglutinación ( 21 I. Fue Peter Medawer eu -· 

1944 el primero en demostrar que el rechazo de un injerto entre indivi­

duos no emparentados se realiza por mecanismos inmunológicos en donde la 

participación de la respuesto de tipo celular es relevante (94). 

En 1956, Gorer y O'Gorman introducen el método de linfocitotoxici­

dad para detectar las distintas especificidades, basado en la destruc­

ción de célula blanco por acción del complemento y su posterior valora­

ción mediante el empleo de colorantes vitales. En 1964, Tereasaki y -

McClelland miniaturizan la técnica realizando pocas modificaciones dando 

como resultado el método de microcitotoxicidad actual (6, 45, B1). 

El sistema H-2 ha sido el modelo comparativo para el estudio del 



sistema llLA humano, ya que permite la utilizaci6n de cepas endogámicas 

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 endogámicas por lo que los estudies se desarrollan ªº!. 

!izando familias o poblaciones ( 13 J. 

El estudio del sistema HLA humano se inicia en los años 50' s con 

Dausset siguiendo la pauta de lo conocido en los murinos. En 1952 des­

cribió la existencia de anticuerpos leucoaglutinantes en el. suero de s~ 

jetos poli transfundidos. En 1958 utilizando, tales anticuerpos, esta­

blece la primera definición de un ant!geno de histocompatibilidad. Es­

to fue sobre la base de leucoaglutininas formadas por seis receptores -

de transfusiones del mismo donador. Loe cuales mostraron reactividad 

frente a un panel de células seleccionadas al azar. El antígeno fue d!_ 

nominado Mac y actualmente es conocido mo HLA-A2 ( 11, 13). 

Hasta aqu{, el estudio del sistema HLA y H-2 solo hubiera sido un 

marcador útil en el transplante y en genética de poblaciones de no ha­

ber sido por el hallazgo hecho por Lilly en 1964 el cual encontró que 

existía una gran correlación entre los antígenos H-2 del ratón y la BU!, 

ceptibi~idad al virus de la leucemia de Groes. Por su parte Benacerraf 

establece que, la capacidad del aparato inmune a responder ante diver­

sos ant!genos esta deteniinada genéticamente por lo que se incrementa -

el interés sobre el papel biológico de dichos antígenos (4, 41, 48). 

En el año de 1958 1 Payne y Van Rood demostraron que el suero de 

mujeres multíparas también contenlan anticuerpos contra ant!genoe de -

histocompatibilidad, ya que durante la gestación son inmunizadas por ª!!. 

tlgenos paternos presentes sobre las células fetales en la circulación 

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

4. 



sistema puesto que 1 son provenientes de donadores sanos, pueden ser 

obtenidos por plasmaféresis y están dirigidos contra un limitado núme­

ro de ant!genos extraños {70, 89). 

Van Rood propone métodos estadísticos computarizados para la de­

finición de antisueros f 131. Es en el año de 1963 cuando, Van Leewen 

analizando los patrones de reacción de muchos sueros contra un extenso 

panel celular y la ayuda de una computadora detectan los antígenos 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 leucoaglutinación. Si bien Dausset pensó que las dos ª! 

ries estaban genéticamente relacionadas,, Bodmer las consideró de dif!, 

rentes regiones genéticas. Ambas suposiciones son correctas ya que -­

los antfgenos 4 y LA están controlados por loci separados pero situa­

dos en el mismo cromosoma ( 70 J. 

En 1965 1 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 año, Dausset e Ivany -­

postularon que una gran cantidad de antígenos detectados en humanos, -

no eran más que parte de un sistema genético análogo al Complejo Prin­

cipal de Histocompatibilidad del ratón y lo denominaron Hu-1. Al cual 

en 1967 el comité de nomenclatura denominó HL-A y más tarde en 1975 se 

le designó como HLA -del inglés Human Leucocyte Group A- (70, 81). 

En 1970, Sandburg y col. mediante estudios familiares describen 

el locus -AJ- (hoy HLA-C). En ese mismo año Yunis describe el locus 

HLA-D y Amos lo asocia con 111 proliferación linfoide en cultivo mixto 

estableciendose en el reporte de nomenclatura de 1975 como HLA-D y dos 

años después se caracterizaron una serie de ant!genos estrechamente 

5. 



relacionados al locus D y a los que se lee conoce como DR (70). 

El programa de intercambio de células se inició en 1974. Cerca 

de 200 laboratorios por mee reciben células nuevas, esto junto con el 

intercambio de sueros ha sido factor importante para el avance en las 

tipificaciones de HLA en los años recientes ( 82). 

Thorsby y Piazza en 1975 definen el Dwl y Dw6 anteriormente cono­

cido como DB y establecido como Dv ya en 1984 por Grosse-Wilde. En el 

comité de nomenclatura de 1984 ee reportan los genes de la región 

HLA-D designados como HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP 11). 

Durante la reunión del comité de nomenclatura HLA en el décimo T,! 

ller Internacional de Histocompatibilidad organizado en 1987 en Nueva -

York., se establecen loe loci HLA-E (cuyo orden en el mapa aún no ha si­

do establecido) de la Clase I y los genes HLA-DN y DO de la Clase 11 -

121. 

Finalmente en 1989, J. Bodmer y colaboradores reportan tres nue­

vos genes que incluyen a dos de la Clase l y uno de la Clase 11 (sus -­

posiciones en el mapa aún no se han definido). De los primeros son el 

!!LA-F y HLA-G y de la Clase ll se denominó el HLA-DRBS ( 5). 

6. 



7, 

COMPLEJO PRINCIPAL DE llISTOCOHPATIBILIDAD 

Uno de los adelantos más espectaculares de la medicina actual es 

sin duda la sustitución de órganos o tejidos en estado terminal. En ge­

neral los injertos practicados en el mismo individuo son fácilmente ace.E_ 

tadoe, mientras que los '"'t"ealizados entre individuos de la misma especie 

pero genéticamente diferentes son rechazados. De todos los sistemas que 

cifran antígenos de histocompatibilidad solo uno parece tener importan­

cia decisiva en la supervivencia del injerto y sus efectos son d{ficiles 

de superar incluso con sustancias inmunosupresoras; por lo que se le :~~ 

nace como Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC del inglés, Mn­

jor Histocompatibility Complex). Siendo referido como HLA en el humano, 

H-2 en el ratón, RhL-A en los Rhesus ~· 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 

Sistema H-2. 

El Complejo Principal de Histocompatibilidad del ratón (H-2) está 

constitu!do por una serie de genes multialélicos localizados en un seg­

mento del cromosoma 17 114). Este complejo está dividido en 5 loci, que 

son el H-2K, D, L, I y S,. cerca de la región D se encuentra el gen Tla 

quien controla la s!ntesis de los ant!genoe leucémicos pero que no pert!_ 

nece al complejo H-2 (Figura 1). Las funciones de dichas regiones son 

las siguientes (46): 

1) La región K, D y L controlan los aloant!genos celulares .. 

2) La región I controla la respuesta inmune específica. 

3) La región S controla la cantidad sérica y es un gen estructural 

para componentes del complemento (20, 62). 
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Sistema HLA 

Las moléculas del sistema HLA son glicoproteínas integrales de -­

membrana, las cuales funcionan para procesar antígenos extraños y ade­

más participan en el reconocimiento celular y en el control de la res­

puesta inmune 16, 33}. Los genes que codifican estas proteínas se en­

cuentran en una región genética localizada en el braZ~ corto del par -

cromosómico número 6. Dicha región, está constituída por lo menos de 

15 genes que codifican los loci A, B, C, DN, DO, OP, DQ, DR, C2, C4A, 

C4B y Bf (26, 90) (Figura 2 y 3). 

CLASIFICACION 

Según Klein, el sistema HLA se divide en tres clases de moléculas 

de acuerdo a su distribución, estructura y función 184): 

9. 

Clase I: Incluye a los productos de los loci HLA-A, -B, -e, los 

cuales presentan analog!a con las regiones K, D y L, reconocidas en el 

rat6n ( 77). 

Distribución y estructura. 

Las moléculas de Clase I se expresan en la membrana de todas las 

células. Estos ant!genoe consisten de dos cadenas polipept{dicas: la -

glicoproteína alfa, con un peso molecular de 44 000 daltones, codifica­

da en. el cromosoma 6: y la beta 2 microglobulina (B
2
m), de 12 000 dalt.f!. 

nes, no glicosilada, (y que por estar codificada en el cromosoma 15, no 

pertenece al Complejo Principal de Histocompatibilidad). Ambas cadenas 

se encuentran interactuando por uniones no covalentes (25, 37, 86). 

La cadena alfa posee una porción extracelular de aproximadamente 

270 aminoácidos. en la que loa dos puentes disulfuro demarcan 3 dominios 
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Figura J. Cromosoma 6, que muestra la localización de los genes que codi­

fican para el sistema HLA (80). 
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de 90 aminoácidos cada uno, denominados alfa l, alfa 2 y alfa 3 (figu­

ra 4). La secuencia de aminoácidos del dominio alfa presenta cierta 

homología con los dominios constantes de las inmunoglobulinas; en cam­

bio, los dominios alfa 1 y alfa 2 son muy variables en su secuencia de 

aminoácidos aun entre individuos de la misma especie, siendo por lo ta!!. 

to antigénicos (54, 61). El dominio 1 y 2 presentan los determinantes 

antigénicos de la molécula siendo los sitios reconocidos por las célu­

las citotóxicas y por los anticuerpos. También la cadena alfa posee u­

na región hidrofóbica de 25 aminoácidos, que se encuentra introducida 

en la membrqna celular. Finalmente se encuentra en (su extremo carbo­

Xilo terminal) la porción intracitoplásmica, con 30 aminoácidos 138,67, 

75). 

Clase 11: Esta constituída por los loci HLA-DP, -DQ, -DR, -DN, y 

DO y presentan una estructura y función similar a la región l del ra­

tón (43). 

Distribución y estructura. 

Originalmente se denominó locus D al grupo de antígenos que sólo 

podlan determinarse mediante el cultivo mixto de linfocitos y no por -

técnicas serológicas. Conforme se perfeccionaron los métodos para obt!:_ 

ner poblaciones enriquecidas en linfocitos T y en linfocitos B, se supo 

que la expresión de estas moléculas está limitada a linfocitos B, a al­

gunos linfocitos T (activados) y a macrófagos• Hoy en d~ es posible 

definir al menos serológicamenté: tres loci: primeramente, el DR, post_! 

rionnente se definieron el DP y el DQ (51, 53, 59). 

Eatos antígenos están constituídos por dos glicopéptidos: el al­

fa, con un peso molecular de 34 000 dd.ltones y el beta, con aproximada­

mente 29 000 daltones. La cadena alfa tiene dos unidades de carbobid,!a 

12. 
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Figura 4. J::structura de las m~_léculas HLA_ ~~l), 



to, mientras que la cadena beta sólo posee una por lo que es menos pe­

sada. Ambas cadenas poseen una porción extracelular de cerca de 200 a­

minoácidos, además de la transmembranal de 23 y un pequeño segmento in­

tracitoplfismico de entre 8 a 15 aminoácidos. 

Las dos cadenas se encuentran interactuando por uniones no cova­

lentes, donde los puentee disulfuro también delimitan dominios de cerca 

de 90 aminoácidos cada uno: la cadena beta con dos dominios (siendo el 

beta l muy variable), donde reside principalmente la aloantigenicidad 

de estos marcadores genéticos; y la cadena alfa con dos dominios cons­

tantes, excepto en los DQ 165, 18, 92). 

Clase 111: Comprende a la región del complemento, la cual contl!, 

ne genes que determinan al 2o. y 4o. componentes del complemento (C2 y 

C4) de la v!a clásica y el factor B de properdina (Bf), de la v!a alte.!, 

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 ( J 2, B 1) (Fi­

gura 4). 

POLIMORFISMO 

Los genes para las moléculas del Complejo Principal de Histocom­

patibilidad, son los loci más altamente polimórficos conocidos en mamí­

feros¡ siendo para el humano el locus HLA-B el más polimórfico con 52 -

alelos definidos hasta la fecha, 24 alelos del HLA-A, 11 del HLA-C y de 

la Clase II el más polimórfico es el HLA-DR con 20 alelos, seguidos del 

locua HLA-DQ con 9 alolos y el que menos variedad presenta es el HLA-DP 

14. 
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Tabla l. 

LISTA COMPLETA CON LAS ESPECl FICIDADES HLA RECONOCIDAS HASTA 1989 { 5) 

A B B c D DR DQ DP 

Al BS Bw50(21) Cwl Uwl DRI DQwl DPwl 

A2 87 Bw51(5) Cw2 Dw2 DR2 DQw2 DPw2 

A3 88 Bw52(5) Cw3 Dw3 DR3 DQw3 DPw3 

A9 812 Bw53 Cw4 Dw4 DR4 DQw4 DPw4 

AIO 813 Bw54(22) c ... s Dw5 DRS DQw5(1) DPwS 

Ali 814 Bw55(22) Cw6 Dw6 DRw6 DQw6(1) DPw6 

Awl9 BIS 8w56(22) Cw7 Dw7 DR7 DQw7(3) 

A23(9) 816 8w57(17) CwB Dw8 DRw8 DQw8(3) 

A24(9) Bl 7 Bw58(17) Cw9(3) Dw9 DR9 DQw9(3) 

A25(10) 818 8w59 Cwl0(3) DwlO DRwlO 

A26(10) 821 Bw60(40) Cwll Dwll(7) DRwll (5) 

A28 Bw22 llw61(40) Dwl2 DRwl2(5) 

A29(19) 827 8w62(15) Dwl3 DRwl3(6) 

A30(19) 835 8w63(15) Dwl4 DRwl4(6) 

A31(19) 837 8w64(14) Dwl5 DRwl5(2) 

A32(19) 838(16) Bw65(14) Dwl6 DRwl6(2) 

Aw33(19) 839(16) Bw67 Dwl7(7) DRwl7(3) 

Aw34 (10) 840 Bw70 Dwl8(6) DRwl8(3) 

Aw36 8w41 8w71(70) Dwl9(6) 

Aw43 Bw42 Bw72(70) Dw20 DRw52 

Aw66(10) 844(12) 8w73 Dw21 DRw53 

Aw68(28) 845(12) 8w75(15) Dw22 

Aw69(28) 8w46 8w76(15) Dw23 

Aw74(19) Bw47 8w77(15) Dw24 

8w48 Dw25 

849(21) Dw26 

8w4 

Bw6 



con sólo 6 alelos conocidos actualmente ( 15, 55}. Una lista completa 

con las especificidades conocidas hasta el momento se reportan en la t.! 

bla l. 

Los loci HLA-A y HLA-B se han caracterizado en tal grado que, es 

posible tipificar todos sus alelos. En cambio con otros loci no sucede 

lo mismo porque aun existen muchos alelos que no se han identificado. 

El polimorfismo genético es el fenómeno por el cual dos o más al!, 

los se presentan en una población, en frecuencias que no podrían mante­

nerse por el solo proceso de mutación ( 7 l). Uno de los mecanismos que 

generen polimorfismo es la mutación genética, estos cambios en el geno­

ma pueden ser ·neutrales si ocurren en una región de la molécula que no 

afecte su función (mutación neutral), no aportando por lo tanto venta­

jas selectivas. Otros cambios genéticos pueden afectar la función de -

las moléculas codificadas por los genes causando as!'., enfermedad. En 

tales individuos las fuerzas selectivas operan aumentando o disminuyen­

do la capacidad de supervivencia y adaptación. Es el polimorfismo del 

MHC el que ha permitido a los seres vivos enfrentar a un gran número de 

microorganismos patógenos (45, 58, 63). 

NOMENCLATURA 

En 1967 fue organizada la primera reunión del Comité de Nomencla­

tura, bajo los auspicios de la Organización Mundial de la Salud (OMS), 

este comité lo componen genetistas, inmunológos y especialistas en ti­

pificación de tejidos, que tienen como finalidad poner al d{a la nomen­

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

nuevas especificidades detectadas ( 13). 
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HLA es el nombre dado a la región completa del HltC humano, mien­

tras que. HLA-A, -B, -e y HLA-DR, -DP y DQ se refiere a los loci indi­

viduales dentro de ella. Los· números que le siguen se refieren a las 

especificidades correspondientes a cada locus (por ejemplo Hl..A-2) y la 

letra w precediendo a este número indica una especificidad provisiona!, 

mente identificada (como el HLA-Bw53). 

Las especificidades del locus e se consideran suficientemente 

bien definidas para satisfacer las calificaciones necesarias para el ª!! 

censo a pleno status tn.A. Sin embargo, se ha decidido que las especif!. 

cidades de tal locus seguirán siendo nombradas Cwl, Cw2, Cw3, Cw4, CwS, 

Cw6, etc., para evitar, la confusión con los componentes del compleme!!. 

to C2 y C4 cifrados el menos en parte por. genes situados dentro del HLA 

Las especificidades que aparecen con otro número entre paréntesis sign! 

fice que son splits (divisiones) dentro de ese mismo alelo, como se ob­

serva en la tabla 1, antes mencionada (SJ. 

GENETICA HLA 

Por ser el cromosoma 6 autosómico. tenemos doble dotación uno de 

origen materno; y otro, de origen paterno. Normalmente se heredan como 

una unidad llamada haplotipo en forma codominante y siguiendo las leyes 

de segregación mandeliana simple. As! si llamamos a los haplotipos pa­

ternos .a y b y a los maternos e 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, be o bd si estos son los genotipos de 

los cuatro primeros hijos de esta familia, el hijo número cinco tendr!a 

que ser igual a alguno de ellos ya que estas son las \'inicas coUibinacio-

17. 
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nea posibles. De este modo en esta familia habrá solo un par de herma­

nos idénticos para el MHC (ac/ac), otro par completamente incompatible 

(a~/bd) y los parcialmente compatibles Cae/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 sólo uno igual es de 

un 50% (Figura 5) 113,36). 

DESEQUILIBRIO DE ENLACE 

La distribuci6n de los antígenos en una población dada no es com­

pletamente al azar. La cercanía de los genes del HLA raramente da lu­

gar a disociaciones por entrecruzamiento durante la meiosis; as! la ªP! 

rición de 2 antígenos sobre el mismo haplotipo es más 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 

ción blanca de Norteamérica con frecuencias de 0.09 y O. l2, respectiva­

mente. As!., la frecuencia esperada con la cual el haplotipo HLA-B8-DR3 

debería encontrarse es de 0.9 x O.l2, o sea Ó.OLB. Sin embargo, este 

haplotipo se encuentra con una frecuencia de 0.0740, ésto es 7 veces -­

más la frecuencia esperada ( 1B1. Si se comparan individuos de diferen­

tes grupos raciales se encuentra que existen diferencias en la frecuen­

cia de loe genes. En la tabla 2 se muestran las frecuencias de difere!!. 

tes razas l 8 JI • 

19. 
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Tabla 2 

PORCENTAJE DE FRECUeNCIAS DE ANTIGENOS HLA EN DIFERENTES POBLACIONES ( 81 J 

HLA CAUCASICOS NEGROS ORIENTALES 

Al 26.4 15.5 2.0 

AJ 24. 7 13.0 J.0 

All 12.2 3.8 22.0 

A23(9) 2.8 15.4 0.2 

A24(9) 19.S 9.4 52.9 

AJO(w19) 6.9 20.8 4:s 
87 21. 7 22.7 9;2 

88 18,J 10.7 0;4 
----

8w22 S.6 0.6 -- '20;2 
,•, •' 

8w42 0.4 11;3 r;o 

8w53 1,0 -13.0- .,~-~ ó'.6 
Bw61(40) 4.2 ú 22.ó 

· d.J 
: 

Bw70 0.8. l.8 _ 

Cwl 6.S 2.0_- 29.9 

Cw2 8.0 -22.4 2.0 

Cw5 13.3 5.9 1.2 

DRJ 22.6 27.6 3.6 

DP.7 22.6 24.6 5.7 

DRw8 5.9 1.6 14.l 

DRw9 1.6 J.O 21.7 

DRwl4(w6) 11.J 20.3 13.l 

DQw2 32.9 40.9 9.8 



FUllCION BIOLOGICA 

Debido a que muchas interacciones celulares tanto inmunes como no 

inmunes se producen ya sea autóloga y singénicamente como también alog! 

nicamente entre células con similitudes antigénicas con el sistema HLA. 

Estas estructuras tienen como papel biológico principal, la descrimina­

ción entre lo propio y lo extraño ( 77, 79). 

21. 

Diferentes estudios realizados durante los últimos años sugieren 

que los genes del MHC se han preservado durante la evolución de 1os ve!. 

tebrados y están 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 localización en el MHC aclaró más su 

importancia biológica (45, 85) ya que estos productos se expresan princ! 

palmente en la membrana de las células responsables de la respuesta es­

pecífica. 

En té'rminos generales el sistema HLA puede ser considerado bidi­

mencional en el sentido molecular y evolutivo puesto que probablemente 

es el resultado de varias duplicaciones y mutaciones genéticas que se 2. 

riginaron de dos genes ancestrales. Sus moléculas desempeñan un papel 

relevante en la comunicación celular tanto para reconocerse entre sí -

como para cooperar con otras células ( 771. 

En este contexto, desde el punto de vista inmunológico, la natur.! 

leza esencial en la presentación de un antígeno no fue c_omprendida has­

ta el descubrimiento de la restricción impuesta en la interacción celu­

lar entre el macróféigo y el linfocito por las moléculas del MHC, en do!!. 

de la inducción de una respuesta inmune hacia cualquier antígeno es a­

travée de 18. activación del linfocito T cooperador, la cual no es pro-
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ducida por antígenos libres sino por ant!genoe presentados por una cél!!, 

la accesoria y en la que es indispensable que ésta despliegue las glicg, 

proteínas de la Clase 11 del sistema HLA l 23, 47, 541. 

Asi los linfocitos T cooperadores solo reconocen ant!genos cuando 

son presentados con moléculas de la Clase Il y las células T supresoras 

y citotóxicas son restringidas por los antígenos de la Clase l (27). 

Tales moléculas tienen que ser del mismo código que las del propio lin­

focito. 

El sistema inmune provee al huésped la resistencia contra un am­

plio espectro de agresiones, pero la operación y el mantenimiento ópti­

mo de éste sistema requiere de la diferenciación, la interacción y la 

regulación de muchos tipos celulares. As{, es necesaria la actividad 

coordinada de muchos genes y productos para el desarrollo de una res­

puesta inmunológica normal. Se ha demostrado 145, 68), que existen por 

lo menos diez sistemas genéticos polimórficos que influyen en dicha re.§. 

puesta. A pesar de ello, el Complejo Principal de Histocompatibilidad 

ea el que ejerce la influencia predominante. 

El reconocimiento y comprobación de que el sistema HLA es funda­

mental para establecer lo que es "propio" (individuo especificidad) y 

lo que es "extraño" (regulación y montaje de la respuesta inmune), le 

ha dado un lugar cada vez más relevante en la medicina y de hecho per­

mitió la creación de la especialidad de la inmunogenética (34, 45). 

APLICACIONES DEL SISTEMA HLA 

Las aplicaciones del sistema HLA se pueden clasificar en dos gru­

pos: Clínicos y de Investigaci6n 1721. 



Aplicaciones Cl!nicas. 

l) Transplante de tejidos u órganos tratando de establecer la m!_ 

jor compatibilidad posible entre el donador y el receptor. 

2) Asociación HLA-Enfermedad, es un marcador útil para conocer 

la posible auac~ptlbllJ.dAd. a desarriJ1lar diferentes padecimientos, bás! 

ca.mente aquellos que tienen un fondo inmunopatológico. En la tabla 3 

se 11t1estran las enfermedades asociadas al HLA (24). 

3) En medicina legal, utilizado para la exclusión de paternidad. 

Aplicaciones en la Investigación. 

1) Estudios antropológicos, es una herramienta Gtil en la aport.! 

ción de datos relacionados con los orígenes del hombre. 

2) En la construcción de sapas genéticos. 

3) En genética de poblaciones. ha permitido demostrar que existe 

variabilidad en la composición genéti.ca de las poblaciones. detectando 

antígenos frecuentes en una población dada y como var!an en los distin­

tos grupos raciales ( 31) • 

23. 
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Tabla 3 

l!NPERlll!DADES ASOCIADAS AL HLA l 81) 

Enfermedad HLA R.R (%) 

Enfermedad de Hodltin Al 1.4 

Hemocromatoaia idiopática AJ 8.2 

Enfermedad de Behcet 85 6.3 

Hepatitis crónica autoinmune 88 9.0 

l!spondilitie anquilosante 827 87 .4 

Enfermedad de R.eiter 827 37.0 

Uveitis anterior aguda 827 iciX 
Tiroiditis aubaguda 835 13. 7 

Uiperplasia adrenal congénita 847 15.4 

Paoriaaia vulgaris CV6 13.3 

Neuritis Óptica DR2 0.2 

Esclerosis múltiple DR2 4.1 

Sindrome de Goodpasture DR2 15.9 

Dermatitis herpetiforme DR3 15.4 

Enfeaaedad celiaca DR3 10.8 

Sindrome de Sjilgren DR3 9. 7 

Enfermedad de Addiaon DR3 6.3 

Enfermedad de Graves DR3 3. 7 

Diabetes mellitus tipo I DR3 3.3 

Lupus eritematoso sistémico DR3 5.8 

Miastenia gravia DR3 2.5 

Sindrou de Sicco DR3 9. 7 

Nefropatla membranosa idiopática DR3 12.0 

Artritis reumatoide DR4 4.2 

P•mfigus DR4 14.4 

Tiroiditia de llaahimoto DRS 3.2 

R.R. • Riesgo Relativo. 



Especificidades subt!picas y supert!picas. 

La definición serológica de los productos genéticos del HLA es -

uno de los refinamientos continuos en la detección de nuevos alelos 

HLA. Los sueros originalmente utilizados detectaban especificidades S!!, 

pert!picas denominandose as! a los antÍgenos compartidos o bien comunes 

a varios alelos, como por ejemplo el Bw4 y Bw6. A diferencia de estos 

antígenos que son característicos de un solo alelo son conocidos como 

subt!picos tal es el caso del HLA-Al. 

Algunos de los antígenos que anteriormente se pensaba que eran 

subtlpicos, se ha encontrado que están formados por más de un antígeno, 

los cuales se denominan "splits" (división) de. las especificidades ori-

ginales. En las tablas 4 y 5 se muestran las especificidades origina­

les y sus "splits" l l 3. 72). 

Entre los antígenos supert!picos y los subt!picos se encuentra un 

grupo de antígenos no denominados que dan lugar a reacciones cruzadas -

entre grupos determinados de alelos, estos conjuntos perfectamente def.! 

nidos conocidos como Cregs (Cross reaction groups) como se muestra en 

las tablaa 4 y 5 128, 54). 

PUENTES DE ANTISUEROS 

El sistema HLA no solo tiene una gran utilidad pronóstica en la 

sobrevida del transplante, sino también una estrecha relación con las 

caracter!sticaB genéticas en la regulación de la respuesta inmune, por 



LOCUS HLA-A 

v36 ____ _ 11 ____ _ 

21 X v43 

29 
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v68 v34 vll 31 

32--v74 

Tabla 4. Reactividad cruzada del locus HLA 

._ Fuerte reactividad-cruzada 

Ruactividad cruzada 

c::::::J Grupo de reactividad 

cruzada (CR~G) 

30 

8 
(60). 
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LOCUS HLA B 

wS7 ~ vS8 

~Lid 
13 v61--v41 

1 1 ®'"" rI;r v47-v60-w48 

1 lv42- 27 v72 - v7S- v77 

61 1 1 

·{_Ti -- Fuerte reactividad cruzada w71 J;rr --- Reactividad cruzada 

[=:J Grupo. de reactividad 

wS6 cruzada (CRl-:G) 

Q 1 ~1 
v64 - v6S 38 

Tabla 5. Reactividad cruzada del locus HLA (60). 

"' :-' 



lo que, ha aumentado el número de laboratorios de inmunogen&tica, que 

tipifican los antf'.genos RLA para la selección de donadores a tranepla.n 

te, buscando la presencia significativa entre la presencia de alelos, 

combinaciones de estos con ciertas enfermedades, es· decir en la búsqu!. 

da de marcadores genéticos de susceptibilidad. 

La eficiencia de un laboratorio de inmunogenética se basa funda­

•entalmente en la variedad de marcadores que puede identificar por lo 

que uno de los principales problemas es la producción o adquisición de 

loa antieueros. La probabilidad de encontrar antisueros monoespec!fi­

cos por inmunización al azar es pequeña, por lo que se requiere de un 

gran número de sueros con el fin de seleccionar las muestras útiles. 

La soluci6n de este problema depende de las fuentes de antisueros y de 

los útodos estad{sticos utilizados para caracterizar la especificidad 

de los miamos 132, 91, 93). 

Las fuentes de origen de los antisueroe tipificadores son: 

1) llllJERES l!llL TIPAllAS 

En el humano una gran cantidad de anticuerpos para el análisis de 

los antf'.genos HLA, son derivados de aujeres multlparas las cuales son 

inaunizadas durante la gestación por ant{genos paternos presentes sobre 

las células fetales en la .circulación aaterna ( J 3, J 6). Los anticue!. 

pos producidos no cruzan. la placenta o reaccionan con ella actuando co­

mo inmunoabeorbente, tales anticuerpos están presentes en la madre en 

relación directa con el nG.ero de embarazas 119, 73). Cuando la madre 

eolo ha tenido u~ embarazo la cantidad de anticuerpos presente en el 

suero ea baja siendo d{ficil utilizar tal euet'o para tipificación. Por 

28. 



o~ro lado cuando ha tenido llUchos embarazos {6 o aás), los sueros resul­

tante• eoo polieapecf'fico• debido a que, los fetos llevan antlgenos de 

histocoapatibilidad diferentes por lo que los sueros reaccionan con va­

doa ant!genos ( 40, 64) • 

Si bien, un porcentaje sustancial (10-30%) de mujeres. sultfparas -

producen un anticuerpos anti-HLA, sólo cerca del 6 al 10% de ellas, ha­

cen un anti.cuerpo suficientemente especifico pare ser utilizado coeo 

reactivo de tipificación. Por ello debe considerarse un gran núae:ro de 

auero• a fin de eetablecer reactivos de colidad ( 52, U). 

La absorción placentaria de. anticuerpos maternos dirigidos a antl­

geno1 de hiatocompatiblidad fetales, impide la penetración. a la c1rcula­

c16n fetal 7 ejercer cualquier efecto dañino (44); por lo que el suero 

obtenido de la placenta ea una buena fuente de anttaueros tipificadores 

del sistema HLA 11, 39, 69). 

2) PACIENTES TllAllSPLANTADOS 

29. 

Hay varios eatudioa que deweatran la formación de anticuerpos an­

ti-BLA después del traosplante renal y generalmente aon di o pollespecl­

fico• l 4f, 44) • Aunque la respuesta celular ea la respuesta clfoica del 

rechaao del t.ranaplante, en la prictica aédica y para evitar esto se lea 

ada111htra .. inaunoaµpreaorea co11<>.la ciclosporina que. inhibe la producc16n 

de IL-2 con lo que ae evita la proliferación celular 1661, esto nae co­

., reaultado que una can~idad apreciable de paciente• tengan anticuerpos 

(r•apuHta hU110ral) que provoca un deterioro auy lento del injerco (apr2 

st.adaent• 2 añoa coao en al rechazo cr6nico) 1 JS, 42, 60). 
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3) PACIEllTES TIWISPUllDIDOS 

La Sangre contiene linfocitos ricos en antígenos de biatocompatib! 

_ltdad y debido a que, cuando •e realiza una transfusi6n •anaufnea no se 

~ama en cuenta la co•patibilidad para BLA entre donador y receptor, la -

.. yorla de los pacientes trAnafundidoa por razones terapl'uticas, reciben 

••ngra incoapatible para HLA y· por lo aismo pueden foraar anticuerpos qua 

aon por lo general .. lti••pecfficoa debido a laa aenaibiltaaciones aúlt! 

ples a las que aon aa.etidoa ( 13, 3t, 76). 

4) PACIEllTES IllllURIZADOS IRTERCIOllALllEllTE 

Ea poaible lograr transfuaionea -ngulneaa repetidas a voluntarios, 

de aangre que contenga un detend.nado antlaeno con el fin de producir •!!. 

ticuerpoa capace• de detectar al determinante antlgenico l 13, 95J. 

Cuando ae planea la ta.unizac16n deliberada de sujetos se debe te­

ner en cuenta cualquier coaplicaci6n de tipo legal que puede existir se­

gún la• leyea sanitarias. 

t.a f.naunizacionea •e llevan a cabo udiente la 1nyecci6n de leuc_!? 

cttoa .... nal•nte lo que pro•oce una buena re•pueata de anticuerpo• CD!!, 

tra loa antl1ano1 llLA inc-tlblH o por injerto• de piel a intervalos 

da 2-3 Hunaa detectando la foruci6n de antlcuerpoa dHpula del Hgun­

do Htbulo y por tranaful16n aanplnea inyectando 20 al. da sangre to­

tal contln-nta haata qua al individuo raaponda (1 J, 93). 

Loa do1 pr1-roa no 11t•n librH da r1aa10 y no aon t•c11 .. nta a­

daptable• a pro1r ... 1 da gran Hcala por lo que la 1nmmiaaci6n por tra"!. 
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fusiones es el método más adecuado. Debido a que la eetimulación de un 

sujeto resulta de la interaccHin del individuo con muchas sustancias P.2. 

tencialmente antigénicas, no es sorprendente que la mayoría de los sue­

ros resulten poliespec!ficos 19). 

S) IliKllNIZACION DE ANIMALES 

Se han realizado algunos intentos para utilizar sueros producidos 

en otras especies principalmente primates ( 131. Aún cuando se ha postu­

lado que los sueros as{ producidos son más fáciles de obtener inmuniza.!!. 

do a un miembro de una especie en relación filogenética cercana al don!_ 

dor del material inmunizante, se ha visto que el título del antisuero -

es alto pero, las reacciones son muy amplias por lo que su aplicación -

es limitada ( 13, 64). 

La producci6n de xenoantisueros con HLA especifico requiere al m!_ 

nos purificaci6n parcial de los antígenos. Los sueros preparados reac­

cionan con determinantes comunes a todos los productos MHC de la espe­

cie. A pesar de ello, utilizando antlgenos altamente purificados y ab­

sorciones extensivas, es posible obtener anticuerpos de buena calidad 

resolutiva ( 64 I . 

6) PRODUCCION DE ANTICUERPOS KONOCLONALES 

Una gran variedad de experimentos se han realizado para poder pr.!! 

ducir anticuerpos monoclonales para ser utilizados como fuentes de tip! 

ficación, debido a que la mayorta de las fuentes mencionadas anterior­

mente pToduc<:n antiaueros poliespect:ficos. Esta situación ha cambiado 



radical•nte desde que Kuhler y Kilstein demostraron que las células de 

bazo de ratón inmunizado pueden fusionarse a células de mieloma para &,! 

nerar híbridos celulares que secretan anticuerpos específicos (30, 57). 

Los hibridomas celulares producidos son justamente tan heterogéneos co­

llO el anticuerpo de rat~n original, pero es posible seleccionar una o -

más líneas celulares que secretan anticuerpos específicos para el antí­

geno deseado (49, 56). Este método ha sido utilizado para generar an­

ticuerpos monoclonales de antígenos humanos de diferenciación y para 

glicoprote!nas HLA bien definidas (87, 93). En este caso también es D,! 

cesarla la purificación de los antígenos de histocompatibilidad. 

De todas las fuentes mencionadas, la última es la mejor ya que 

permite producir anticuerpos con alto titulo y buena especificidad para 

ser empleados en la técnica de tipificación, sus inconvenientes son, su 

complicada elaboración y su alto costo, por ello es que en algunos lab~ 

ratorios que realizan tipificaciones en nuestro pa!s se ha tenido que 

excluir. (91 J. 
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La identificación de los antígenos de histocompatibilidad se rea­

liza por medio de métodos inmunol&gicos. Entre lo& métodos de valorS:ción· 

y detecci6n de ant!genos y anticuerpos HLA se encuentran la leucoaglut! 

nación. fijaci&n del complemento, radio immno.análisis (R.I.A.), ELISA 

inmunofluorescencia y microcitotoxicidad, siendo ésta última la técnica 

da ampliaaente usada (40, 131. 



JUSTIFlCACION 

La definición de los antígenos de histocompatibilidad en nuestra 

población es fundamental 1 para fines de selección de donadores a trans­

plante y tener un marcador útil para establecer asociaciones HLA y dive.!. 

sas patolog!as. As! mismo, es importante en las pruebas de paternidad, 

en la respuesta inmune, estudios antropológicos y en genética de pobla­

ciones. esto trae consigo la necesidad de grandes cantidades. de reactivo 

anti-HLA y contar con diversos antisueros específicos en el laboratorio. 

33. 

En este sentido la eficiencia de un Departamento de Inmunogenética 

se basa fundamentalmente en la variedad de marcadores que pueda identi­

ficar, siendo uno de los principales problemas la producción o adquisición 

de los antisueros.. Actualmente el costo de los antisueros es muy alto, 

por.,..lo que resulta necesario establecer un programa de obtención de ant! 

sueros HLA con un poco de esfuerzo y un mínimo de equipo adicional. La 

probabilidad de encontrar antisueros monoespec{ficos es pequeña, de aht 

que se requiere de un gran número de sueros a partir de los cuales se -

seleccionan las muestras útiles. 

Dado que antígenos frecuentes en una población pueden estar ausen­

tes en otras poblaciones y a que, el sistema HLA presenta un gran poli­

morfismo genético, es de esperarse, que existan alelos que aun no han s! 

do determinados, por lo que, resulta importante estudiar la serolog{a del 

sistema HLA. 

Es por todo ello que el presente trabajo está enfocado a la obten­

ci6n de antisueros tipificadores del sistema HLA a partir de placentas -

humanas. 



OBJl::TIVO GENERAL 

OBT111ER ANTISUEROS TIPIFICADORES DEL SISTEMA HLA-A,-B A PARTIR DE 

PLACENTAS HUMANAS, EMPLEANDO LA TECNICA DE HICROCITOTOXICIDAD DE TERASKI, 

EN EL DEPARTAMENTO DE IN!llJNOLOGIA DEL INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES 

RESPIRATORIAS. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

-PROBAR LA CITOTOXICIDAD DE LOS SUEROS CON 30 SUJETOS SELECCIONADOS AL 

AZAR. 

-DETERMINAR LA ESPECIFICIDAD Dl:: LOS ANTISUEROS TIPIFlCADORES OBTENIDOS 

DE PLACENTAS HUMANAS • 

-SELECCIONAR LOS ANTISUEROS POSITIVOS CON FINllS Dll INTllRCAMllIO, NACIONAL 

1:: INTl::RNACIONAL. 

-CREAR UN BANCO DE ANTISUEROS TIPIFICADORES DEL SISTt:HA HLA-A, -B. 

-REDUCIR EL COSTO COMERCIAL PARA LA ADQUISICION Dl:: LOS ANTISUEROS. 
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MATERIAL Y !IETODOS 

EXTRACCION DE SUEROS A PARTIR DE PLACENTAS HUMANAS. 

Material biológico: 

Placentas humanas 

Método. 

-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 descomposición de la placenta. 

36. 

-Cada una de las placentas se vaciaron en coladores, dejando caer por -

gravedad el plasma. Una vez obtenido todo el líquido se fraccionó la pl!, 

cent a; con lo que se tiene mayor cantidad de suero. 

-Las fracciones se colocaron en los coladores encima de la cual se colocó 

una botella compresora. 

-Se dejaron escurrir durante dos horas y finalmente se exprimieron manua! 

mente. 

Se trató de obtener el volumen máximo debido a que, uno de los re­

quisitos para intercambiar los antisueros, es que se cuente con un volu­

men. promedio de 40 ml. Por ello cuando el material extra{do es menor de 

esta cantidad se desecha. 

-Empleando una centrifuga con refrigerante (Beckman) el material que se 

extrajó se centrifugó a 3 500 rpm durante 30 minutos, con lo que los re.! 

tos biológicos se depositan y permiten la separación del sobrenadante. La 

temperatura utilizada fue de 4ºC para evitar la contaminación del suero. 

-Con el fin de tener un suero más puro se centri~ugó nuevamente el aobr,!. 



nadante, en las mismas condiciones anteriores. 

-Se midió el volumen de los sueros obtenidos, asignandoles una clave y 

colocandolos en frascos debidamente et!quetados. 

37. 

-En tubos Fisher se tomaron alícuotas del suero para obtener su citotox,! 

cidad posteriormente. Los frascos y las alícuotas se almacenaron a -20ªC; 

con la alícuota se evita el congelamiento y descongelamiento del suero 

que daña su calidad y reactividad cito tóxica. 

-Antes de la utilización del antisuero se centrifugó en una microcentrffuga 

(Beckman), para eliminar protefnas agregadas o l!pidos que pueden interf.!. 

rir en la lectura de la placa. 

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

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

Los datos que se recolectaron fueron los siguientes: 

Nombre: ___________ _ Fecha: _____ _ 

Paterno Materno Nombre 

Expediente: _________ _ fJ de embarazos ___ _ 

1 de Hijos _________ _ I de parejas ____ _ 

ABO _______ Rh' Trans. Sanguíneas ______ _ 
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-Con los datos anteriores se tuvo un primer criterio de selección, evita!!. 

do la presencia de sueros poliespecíficos procedentes de mujeres con más 

de seis embarazos. han recibido varias transfusiones sanguíneas o bien -

han tenido más de una pareja. 

ELABORACION DEL PANEL DE LINFOCITOS 

De 30 donadores voluntarios, se obtuvieron linfocitos mediante centr.!, 

fugación en un gradiente de Ficoll-hypaque. 1:-:stos fueron tipificados uti­

lizando la técnica de microcitoxicidad de Terasaki, misma técnica con la 

que se estudiaron los sueros obtenidos. La cual se describe más adelante. 

Se buscó que el panel contará con una adecuada representación de to­

das las especificidades conocidas; resulta d!ficil para un laboratorio -

contar con tal panel especializado por lo que se contó con la ayuda de -

un laboratorio de referencia ello también por la importancia de contar con 

paneles de grupos raciales distintos al nuestro, con el fin de detectar -

antisueros que no son reconocidos con células mexicanas, as! que los sue­

ros se probaron en el laboratorio donde se trabajó y además fueron envia­

dos a Boston Mass. r.:.U.A., para ser probados con células caucásicas. 

PROCEDENCIA DE LOS SUEROS TIPIFICADORES 

Los antisueros utllizado:1 provinieron de dos fuentes: 

1.- Dana Farber Cancer Institute. Boston, Massachussets, E.U.A., pro­

porcionados gentilment\1 por el Dr. E.J. Yunis. 

2.- Los sueros obtenidos mediante el programa permanente de búsqueda de 

antisueros 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 antieueros de referencia, las especificidades 

que podemos detectar son: 

Al ,A2 ,AJ ,A9 , AlO ,All ,Awl9,A23 ,A24 ,A26 ,A28 , 
Locus A 

A29 ,AJO ,A31 ,A32 

Bw4 ,B5 ,Bw6 ,B7 ,BB ,Bl2 ,Bl3 ,Bl4 ,Bl5 ,Bl6 ,Bl7 ,Bl8 , 
Locos B 

B21 ,B27 ,B35 ,B37 ,B39 ,B40 ,B42 ,B44 ,B45 ,B50 ,B51 

Para seleccionar los sueros citotóxicos se siguieron los siguientes 

pasos: 

a).-Preparación de placas Terasaki con loe sueros de .placenta no 

definidos y placas con sueros de referencia para tipificación HLA. 

b) .-Purificación de linfocitos totales a partir de sangre periférica. 

b') .-Prueba de viabilidad. 

e) .-Ensayo de microcitotoxicidad. 

d) .-Determinación de la especificidad -Análisis estadístico-

PREPARAClON DE PLACAS Tt:RASAKI 

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

Material biológico: 

Sueros de placenta, sueros de referencia_, control negativo {suero 

humano AB), control positivo {suero antilinfocitico obtenido de conejo. 

previamente inmunizado con un panel de linfocitos). 
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Hftodo. 

-A las placas terasaki (de 60 pozos, Microtest) se les añadió con la ªY!!. 

da de un Jet-Pipet (Rob bine Scientific), S ,)11 de aceite mineral al 85% 

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

-Las al!'cuotas de loe sueros que se habían almacenado se descongelaron 

y centrifugaron para tener un suero más puro. 

-Con una jeringa Hamiltón múltilpe (Robbins Scientific) • se añadió l tJJl 

de control negativo (suero huamno AD el cuál no es citotóxico y mantiene 

las células vivas) y control positivo (suero antilinfocítico que mata -

todas las células). 

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

en cantidad de 1 JJl por pozo en 678 placas. 

-Los sueros de referencia se sembraron en las mismas condiciones anteri~ 

res. 

-Se almacenaron a -20ªC hasta el momento de su uso. 

PURIFICACION DE LINFOCITOS TOTALES 

La purificación de linfocitos a partir de sangre periférica se lo­

gra aprovechando las diferentes densidades de las células sangulneas, as!, 

centrifugando sobre un gradiente de Ficoll-hypaque (cuya densidad es muy 

cercana a la de los linfocitos 1.076-1.078 ) los eritrocitos y polimorf~ 

nucleares se depositan en el fondo mientras que los linfocitos permanecen 

cercanos a la interfase entre el suero y la solución separadora. {.f0,64). 

Material biológico: 

Sangre periférica fresca. 
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Método. 

-Se tomó la muestra de sangre por punción venosa. La cantidad de sangre 

dependió del número de células que se necesitaban para probar los sueros 

(20 ml). 

-Se colocó la sangre en tubos de rosca, que contenían 20 perlas de vidrlo. 

Se desfibrina mecánicamente por rotación. Se deja de agitar cuando se ~ 

observa la formación de coágulo de fibrina en las perlas. 

-La sangre se diluye con solución balanceada de Hanks en relación 2: l con 

lo que se tiene una mejor separación de las células. 

-En tubos de ensaye ( 13 x 100) se colocaron 3 ml de la solución de Ficoli­

hypaque. 

-Se estrátifica cuidadosamente la sangre con una pipeta Pasteur sobre el 

linfograd 1 con lo que se evita que se mezclen ambas fases. 

-Se centrifugó a l 800 rpm a temperatura ambiente durante 30 minutos y 

se obtiene una banda de linfocitos la cuál se recupera con la ayuda de -

pipeta Pasteur los que se colocaron en un tubo de ensaye. 

-Se lavaron los linfocitos con solución de Hanks centr!fugando a 2 000 

rpm durante 10 minutos. Esta operación se repitió dos veces más. Todo lo 

anterior con el objeto de f7liminar el Ficoll-hypaque y el suero restante. 

-Para contar las células se resuspendió en 1 ml de medio RPHI (Gibco). 

-Las células se contaron en un hemocitómetro (cámara de Neubauer) y se 

ajustaron con medio RPMI a 4 x 106 cél/ml. Dicha concentración es la que 

se considera apropiada para la lectura de los pozos. 



PRUEBA DE VIABILIDAD 

La prueba de microcitotoxicidad requiere de linfocitos ~·ivos, po~ 

lo que es necesario vigilar su viabilidad determinandola por exclusión 

de un colorante vital como el azul tripán. 1::1 porcentaje de viabilidad 

. que se considera adecuado es de 90%. 

Método. 

42. 

-Se mezclaron 0, l ml de la suspensión de linfocitos con O. l ml del colora!!. 

te azul tripán (Sigma) en un tubo de ensaye. 

-Se dejó a temperatura ambiente durante 2 minutos tiempo en el cuál se 

lleva a cabo la incorporación del colorante en l<\S células muertas. 

-Se colocó una gota de la mezcla sobre el hemocitómetro, 

-Se observó al cicróscopio usando el objetivo seco fuerte. Las células 

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

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

se determinó el porcentaje de viabilidad. 

~ICROCITOTOXICIDAD 

J::ste método serológico desarrollado por Paul Terasaki en 1964, es 

el de mayor utilidad para valorar y detectar antígenos y anticuerpos HLA, 

dadas las cantidades tan minúsculas de células y de anticuerpos; asi como 

su gran reproductibilidad y sensibilidad. 

La prueba de microcitotoxicidad consiste básicamente en incubar la 

suspensión de linfocitos con diferentes antisueros. Si estos contienen -

anticuerpos (Ac) que reconozcan al ant!geno (Ag) se llevará a cabo la -

reacción Ag-Ac. Si se adiciona suero de conejo como fuente de complemento 

(C') éste será fijado y activado por el complejo formado lo cual provoca 
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lísis parcial de la célula; modificandose la permeabilidad celular. La­

alteración en la permeabilidad de la membrana se visualiza mediante la 

incorporación de colorantes vitales como la eosina o el azul tripán que 

no son citotóxicos ni tiñen las células vivas (40,83). 

Material biológico: 

Sueros de placentas, sueros de referencia dirigidos a especifici­

dades de Clase !, 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 dejaridolas a que alcanzaran la temperatura 

ambiente. 

-Una vez ajustada la concentración de linfocitos a 4 x 106 cél./ml. se 

sembró 1 c).ll en cada uno de los pozos de la placa correspondiente usando 

una jeringa Hamiltón sencilla (Robbins Scientific), se mezcló suavemen­

te con un agitador vórtex (Termolyne) con el objeto de poner en contacto 

el suero con las células. 

-Se dejó reposar durante 60 minutos a temperatura ambiente permitiendo 

con esto que se lleve a cabo la reacción Antígeno-Anticuerpo. 

-Con la jeringa múltiple se adicionaron a cada pozo 5 JJl de complemento 

y se mezcló suavemente con el agitador vórtex. 

-se deja la placa durante 60 minutos a temperatura ambiente con el fin 

de activar al complemento logrando con esto lísis o no lÍsis parcial de 

la célula. 

-Se adicionó S cJJl de eosina amarillenta y se dejó reposar durante 20 -

minutos a temperatura ambiente. 

-Se agregó S ~l de formalina neutralizada y se dejaron fijar durante S 



minutos. 

-Se colocaron los cubreobjetos sobre la placa y se guardaron en refri­

geración hasta el momento de su lectura (figura 6). 
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Las reacciones fueron evaluadas en un m.icróscopio invertido {con 

condensador de contrasta de fases). Las células se observan refringentes 

en tanto c{ue las muertas se tiñen de rojo y se observan muy obscuras. La 

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

% Células Muertas Calificación Interpretación 

0-10 Ne¡ativa 

ll-20 2 Negativa 

21-30 4 Dudosa 

31-80 6 Positiva 

81-100 8 Positiva 
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AllALISIS ESTADISTICO 

Dt:TERMINACION Dt: LA t:SPECIFICIDAD 

Una vez probados los antisueros con las 30 células mexicBnas y 30 

caucásicas, se procedió al análisis de su comporta11.iento citotóxico y su 

correlación con los diferentes ant!genos de hietocompatibilidad previa­

mente identificados en las células con antiaueros de referencia. La in­

foraación 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 problema 

De donde: 

Suero de Referencia 

+ -

+ a b 

- e d 

a•cé'lulas en las que ambos sueros resultaron citotóxicos. 

b•cé'lulas en las que el suero de placenta fue citotóxico 

pero no el de referencia. 

c•cé'lulaa en las que el suero de referencia fue citotóx! 

co pero no el de placentas. 

d•células en las que ambos antisueros resultaron no -

citotóxicoa 

Las reacciones contenidas en las casillas a y d son concordancias 

en cambio ias de b y e son discordancias. Es raro encontrar sueros per-
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fectamente concordantes, ya que entre otras cosas, pueden contener anti-

cuerpos contra más de una especificidad. Para valorar si hay más concor-

dancias que discordancias se aplica la ji cuadarada (X2) y el coeficiente 

de correlación ( r) • 

La prueba de X2 valora la posibilidad de que la asociación 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 fórmula: 

X2 • (ad-be) N 

(a+b) (c+d) (a+c) (b+d) 

Donde N• a+b+c+d 

El valor de x2 siempre es positivo. Su valor límite es de 3.83 para 

un grado de libertad y tiene una p"!=0.05; la p proporciona la p~sibilidad 

de que la asociación observada sea debida al azar por lo que, mientras -

menor sea su valor mayor es la X2 y por tanto, mayor la significancia de 

asociación observada. 

Cuando existe concordancia absoluta entre el suero de referencia y 

el suero problema el valor de X2 tiende a ser igual al de N, lo que per-

mite expresar la especificidad en términos de coeficiente de correlación 

aplicando la siguiente fórmula: 

Coef. de correlación (r)•ff 

El valor de (r) va de O a 1 ¡ un valor de cero indica que ~o hay -

asociación y el de 1 que existe concordancia total entre ambos sueros, 

los antisueros perfectos dan un valor de 1.0. A_nteriormente, un valor 

de 3.82 se consideraba significativo, si bien la mayoría de los sueros 

no ~ran monoespeclficos pero en el Cuarto Taller Internacional de Hiato-

compatibilidad se establece que para definir grupos de antisueroe útiles 

ae considera un valor de r • 0.8 o más alto {13,50,911. 
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RESULTADOS 

Selección de muestras citotóxicas. 

Para determinar la citotoxicidad de los antiaueros obtenidos de -

placentas humanas, se probaron contra linfocitos de un grupo de 15 a 33 

individuos .de la población mexicana seleccionados al azar. De los 638 -

sueros colectados, el 34.95% (223 antiaueros) mostraron reactividad ci­

totóxica, por lo que, solo estas muestras pasaron a la etapa de defini­

ción {Tabla I). 

Definición de especificidades. 

La especificidad de cada antieuero fue determinada por citotoxici-

dad utilizando células de 30 donadores mexicanos y confirmada por linfo­

citos de 30 individuos seleccionados conformando un panel de referencia 

cauc&sico. Los sueros que presentaron un coeficiente de correlación mayor 

de 0.8 se consideraron útiles para fines de intercambio con otros laborat.!:!_ 

i;ios.: con los datos eetadlsticos se logró definir 45 antisueros (Tabla !1). 

De loa 223 sueros que resultaron citotóxicos al 20.18% (45 sueros) 

de los antiaueros se logró definir sus especificidades correspondientes 

{Tabla III). 

Con las muestras útiles es posible establecer un lote de antisueros 

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

Debido a su volumen mayor de 40 al y sus valores de ji cudarada X2 

y coeficiente de correlaci6n (r) las muestras que resultaron útiles para 

intercambio Nacional e Internacional con otros laboratorios o bien para 

•U aplicación fueron 21 antisueros (Tabla V). 



Tabla I. 

SELECCIOH DE MUESTRAS CITOTOX!CAS 

Citotoxicidad sobre 

células blanco 

FUEllTE 

H H % 

Placentas Hwaa'naa 638 223 34.95 

De las 638 placentas procesadas• 223 fueron citotóxicas lo que 

representa 34.95% de las muestras totales. 

49. 



1·Tabla II. 

DEFINICION DE ESPECIFICIDAD 

Suero va grupo Asociaci6n 2 x 2 

Clave Eapecificidad ++ +- -+ -- : 
• b e d x2 r N 

HLA 

INKR-40 A29(v19) 1 o 1 24 12.48 0.69 26 

INER-47 844(12) 1 o 1 24 12.48 0,69 26 

INER-51 All 1 o 1 24 12.48 0,69 26 

INER-64 815 1 o o 25 26.00 1.00 26 

INER-66 817 1 o o 25 26.00 1.00 26 

INER-75 A29(vl9) 1 o 1 24 12.48 0.69 26 

INER-96 A26(10) 1 o 1 31 15.98 0.70 33 

INER-168 A28 1 o 1 31 15.98 o. 70 33 

INER-180 A26(10) 1 o 1 31 15.98 o. 70 33 

INER-187 815 1 o o 32 33.00 1.00 33 

r; 
Continua •..• 



Tabla II. 

Dl!FINICION DK KSPKCIFICIDAD 

Suero va. grupo Asociación 2 x 2 

Clave Kspecificidad ++ +- -+ --
HLA a b e d xz r N 

IllD.-202 813 1 o 1 JI 15.98 0.70 33 

INKR-243 Ali l o 1 31 15.98 o. 70 33 

llll!R-283 A26(10) l o 1 31 15 .98 0. 70 33 

INER-290 B13 l o 1 31 15.98 0.10 33 

INER-293 B7 2 o 2 29 14.43 0,69 33 

INER-328 AU 1 o 1 31 15.98 0.70 33 

INKR-344 Bl3 1 o 1 31 15.98 o. 70 33 

lNER-378 A26(10) 1 o 1 31 15.98 o. 70 33 

INER-380 All 1 o 1 31 15.98 o. 70 33 

INER-383 A30(wl9) 1 o 1 Jl 15.98 o. 70 33 
\'!! 

Continua •••. 



Tabla II. 

DEFIHICION DI:: J::SPECIFICIDAD 

Su1ro va grupo Aaociaci6n 2 x 2 

Clave Especificidad ++ +- -+ --
HLA a b e d X2 r N 

INEll-386 A26(10) 1 o l 31 15.98 o. 70 33 

l!IER-425 1113 l o 1 31 15.98 0.70 33 

INER-433 Bl7 1 o 1 31 15.98 o. 70 33 

INER-445 B35 1 o o 14 15.00 1.00 15 

lNER-449 A29(wl9) 2 1 o 12 9.23 o. 78 15 

IllllR-473 B35 1 o o 14 15.00 1.00 15 

INER-485 835 1 o o 14 15.00 LOO 15 

INER-513 AJ 1 o 1 13 6.96 0.68 15 

INER-539 AJ l o l 13 6.96 0.68 15 

INER-558 A29(wl9) 2 l o 12 9.23 o. 78 15 
~ 

Continua .••• 



Tahln 1 L 

Dlif'rtiH:lON or. r:SPY.CIHC!OAD 

Suero vu J;,rupo 

Clavo l::specificidad 
++ +- -+ 

HLA " h e 

INER-560 Bl5 (dil, 1:1) 2 o l 

lNER-563 A2 (dil. 1: 1) 9 o 2 

INKR-568 Alt (dil. 1:2) 4 o l 

INl!R-571 Bw42(dil. 1: 1) 2 o o 

lNER-575 B35+Bw62 (dil. l :2) J o o 

!NHR-579 lll7(57+5S)(dil, 1:1} 3 o o 

lNER-581 i\26 (dil. l:l) 1 o 1 

lNl!R-594 Al (dil. l: l) 7 o 2 

INHR-599 !15+B!S+B35(dil. 1: !) !! 2 o 

IN!:R-607 Al lO o ¡ 

Asociación Z x 2 

d )(2 r 

27 19.28 o.so 

19 22.0 0.8& 

25 23.07 0.87 

28 J0.00 1.00 

27 J0.7 1.00 

27 30,00 !.00 

2b 21.66 0,811 

zt 21.JO 0.84 

l 7 22. 71 0.87 

!9 25.9{) {). 'J2 

Continua .... 
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Tnbla II, 

DEFlNICION u~; ESPECH'lClDAD 

Suerv vs grupo Asociación 2 x 2 

Clave Especificidad ++ +- -+ --
HLA Q b e d X2 r N 

INl!.R-615 R7 (dil. l:l) 2 o o 28 30,00 LOO 30 

INJ::R•621 Bw60+Bw48 (dil. 1:4) 4 o o 26 30.00 1.00 30 

INl!R-626 Bl2(44+45) (dil. l: L) 6 o o 24 30.00 1.00 30 

INER-631 Al (dil. l: 1) 9 o o 21 30.00 l.00 30 

INJ::R-635 A2 (dil. l: 1) ll u o 19 J0.00 1.00 JO 

En la tabla se muestran las especificidades de 45 antlsueros obtenidos n partlr de los datoa estadtsticos 

{X2) y (r) considerandose de 15 a JJ célulaR. Solo se presentan los anthueros cuya coeficiente de corre-

lación fue mayor de o. 69. 

"' f' 



55. 

Tabla III. 

PORCENTAJE DE ANTISUEROS CON ESPECIFICIDADES ASIGNADAS 

No. de Sueros· Sueros Especificidades 

Citotóxicos (N) anti-HLA-A.-B Reconocidas 

N % 

223 45 20.18 22 

De los 223 sueros que resultaron citotóxicos a 45 (20.18;) de ellos 

fue posible asignarles especififcidad. 



Tabla IV. 

LOTE DE AJITISUEROS 

Al A26(10) B7 Bl7 

Al A26(10) B7 Bl7(57+58) 

A2 A26(10) B5+18+35 B35 

A2 A26(10) Bl2(44+45) B35 

A2 A26(10) Bl3 B35 

A3 A26(10) Bl3 B35+Bw62 

A3 A28 Bl3 Bw42 

All A29(w19) B13 B44(12) 

All A29(w19) 815 Bw6o+Bw48 

Ali A29(w19) BIS 

Ali A29(w19) B15 

All A30(wl9) Bl7 

Con las muestras útiles es posible detectar 22 antígenos de histo­

compatibilidad, 

55, 
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Tabla v. 

LISTA DE ANTISUEROS PARA lNTl::RCAMBIO O APLICACION 

Suero Especificidad r Volumen 

HLA (ml) 

INl::R-64 BlS 1.00 80 

INER-66 Bl7 1.00 90 

INER-187 BlS 1.00 so 

INER-445 835 1.00 74 

INER-473 B35 1.00 130 

INER-485 B35 1.00 135 

INER-558 A29(vl9) 0.78 50 

IHER-560 BlS 0.80 40 

IHER-563 A2 0.86 40 

INl::R-568 All 0.87 40 

INER-571 Bv42 1.00 50 

INER-575 B35+Bv62 1.00 40 

INER-579 Bl7(57+58) 1.00 50 

INER-581 A26(10) 0.84 40 

IHER-594 Al 0.84 40 

INER-599 B5+Bi8+35 0.87 50 

IHl::R-607 A2 0.92 40 

llll!R-615 B7 1.00 40 

IHER-626 Bl2(44+45) 1.00 50 

Illl!R-631 Al 1.00 40 

llll!R-635 A2 1.00 50 

Considerando el volGmen y el (r) 22 antisueros son útiles para intercambie 
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DISCUSIOll DE USULTADOS 

La selección de los antisueros fue hecha en base a la reactividad 

citotóxica (muerte de al menos 30% de las células). De los resultados -

obtenidos se puede observar que el 34.95% de todos los sueros probados -

fueron cito tóxicos. Por ello solo éstos pasaron a la etapa de defini­

ción. De los 638 sueros más de una tercera parte fueron positivos lo -

que es comparable con datos reportados en la literatura (42). En esta 

primera fase, el número de sueros se redujó a un poco menos de la mitad, 

lo que representó un ahorro considerable en costo y trabajo (Tabla 1). 

Para la definición de las especificidades, se contó con un panel -

de células mexicanas, constitu!'.do por linfocitos cuyos fenotipos (Clase 

I) estaban bien definidos y por células con alelos que no fueron bien d~ 

terminados; estos últimos representaron un problema a resolver ya que P!!. 

diera tratarse de alelos locales no establecidos en nuestra población --

(8). 

Con el fin de verificar nuestros resultados, fueron envisdos a un 

centro de referencia (Dana Farber Cancer lnst. Boeton, Mase.). Donde 

gentilmente determinaron especificidades frente a un panel de células 

caucisicas. No hubo diferencia en las especificidades asignadas a los -

antiaueros y las establecidas en el laboratorio de trabajo U). 

Ea !•portante MDcionar que de los 223 sueros, unicaaente 45 -­

(20.18%) se lograron caracterizar a especificidades internacionalmente -

establecidas, determinandose 22 especificidades HLA-A, -B (Tabla II y 

lll). 

En la t.abla 11, se muestra el resultado de 15 sueros probados a d! 

farautes diluciones. A pesar de la dilución, el t{tulo de anticuerpos -
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es suficiente para formar el complejo Ag-Ac y de esta manera aumentará 

el volumen del suero en cuestión (40). 

De los sueros colectados una gran proporcion (93. 33%) fueron mono-

espec!ficos y están dirigidos a los loci A y B en frecuencias similares, 

el resto (6.67%) fueron sueros que re~onocen a más de una especificidad 

{dispec{ficos y triespec!ficos) por lo que podemos decir que exh{ben un 

patrón de reactividad muy restringido. Estos ant{genos no son muy fre-

cuentes en la población mexicana, de ah! que los sueros que los reconoz 

can adquieren un gran valor en un laboratorio de tipificación 18). 

Además, algunos antisueros citotóxicos con células mexicanas (cu-

yos fenotipos no fue posible definir) no reaccionaron con el ·Panel cau-

cisico, e incluso se enviaron células locales congeladas a éste laborat.2, 

rio, para ver si ellos lograban definir los fenotipos pero tuvieron pro-

blemas para establecerlos. Esto nos lleva a pensar que este grupo de ª!! 

tisueros, aunque por el momento no tienen ninguna aplicación práctica son 

de suma importancia debido a que; probablemente sean alelos propios y C,! 

racter!sticos de nuestra población. Lo que puede ser un.a de las causas 
, 

por las cuales no fue posible detertninar todos los sueros. 

Se obtuvieron dos tipos de sueros; el primero consiste en sueros -

que contienen solo un anticuerpo, los cuales pueden ser utilizados para 

fines de tipificación HLA en cualquiera de las aplicaciones del sistema 

HLA. El segundo tipo, comprende grupos de sueros que reaccionan con más 

de una especificidad, algunos de los cuales son diespec!ficos y otros 

trlespec!ficos (como por ejemplo el BS+Bl8+B35). Las causas de estas ú.! 

timas especificidades podrían ser; que el suero contenga anticuerpos que 

reaccionen contra más de un determinante ant{genico del mismo locÚs o de 

loci diferentes. O bien que el antisuero reaccione en forma cruzada CD.!! 



tra más de un antígeno formando grupos de reactividad cruzada (CREGS). 

Estos dos grupos se deben incluir dentro de los trabajos HLA para tener 

un diseño adecuado de un lote de antisueros Tabla IV (28J. 
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Se utilizaron de 15 a 33 células mexicanas, debido a problemas de 

localización de los donadores. El volumen promedio obtenido a partir -

de las placentas fue de 50 ml. (Tabla V), cantidad suficiente para el i.!!. 

tercambio con otros centros nacionales ( 8 J. Los antisueros presentan un 

grado de asociación significativa (r>O. 7) de ah{ que deban seleccionar­

se (21. 

En el trabajo se realizaron 39 324 microcitotoxicidades repartidas 

en 678 placas Terasaki; considerando el costo de material desechable y 

reactivos se tiene un global de $ 6'600 1 000 M.N. Conforme al número de 

antisueros útiles y su volumen total, cada mililitro cuesta $3 000 M.N. 1 

equiparando el costo comercial de estos mismos reactivos que es de - -

$840 000 M.N. por mililitro. Con los 45 que se obtuvieron se abatió en 

280 veces el. costo de dichos antisueros. 

En trabajos previos a este (9), se utilizaron sueros de placentas 

humanas y pacientes transplantados, encontrando que el rendimiento en 

volumen de los sueros obtenidos a partir de pacientes transplantados, es 

mayor que el que resulta de exprimir placentas; sin embargo• un gran Pº!. 

centaje de sueros son poliespecfficos lo que limita su aplicación en la 

definición de haplotipos y por lo que gran parte de los laboratorios in­

ternacionales utilizan como fuente de antisueros las placentas humanas 

f 1 J • La frecuencia con la que se presentan sueros anti-HLA en mujeres -

multíparas es de 6% a 10%, lo que checa con los resultados obtenidos de 

7.0% (931. 
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CONCLUSIONES 

-De los 638 sueros de placenta obtenidos, 223 fueron citotóxicos de los 

cuales se logró determinar la especificidad de 45 de los mismos. 

-Con las muestras úitles se creó un banco de antisueros que posterior­

mente será ampliado al continuar con este tipo de trabajos. 

-Hl volúmen de los sueros con especificidades asignadas es el requerido 

para intercambio Nacional e Internacional con otros laboratorios. 

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

Para continuar con este tipo de trabajos se propone que: 

1) .- Para evitar seleccionar miles de sueros negativos es necesario in.! 

tituir la prueba cruzada durante el embarazo entre el suero de la madre 

y las células del padre (función del laboratorio clínico). 

2). - Para descartar la posibilidad de tener sueros poliespec!ficos, hay 

que considerar el número de embarazos de la madre (menor de seis) y que 

sean de un solo individuo. 

J) .- Es importante implementar la técnica de congelamiento de células en 

placa y reunir un panel con todas las especificidades conocidas. 

4) .. -Para cubrir las D.ecesidades de reactivo anti-HLA en México y consi­

derando los rendimientos se requieren procesar 20 000 placentas anuales 

a razón de 2000 por mes. 

5) .- Utilizar poblaciones de diferentes grupos étnicos con el fin de d!_ 

tectar nuevos alelos. 
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