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Por muc~o tiempo la ambición de los cirujanos ha sido poder transplantar teji-­

dos u .órganos de una persona a otra sin tener la preocupación por la posibilidad-

de rechazo: pero como se sabe en general, los injertos priicticados en el mismo i.!!. 

dividuo son ficil•ente aceptados mientras que los realizados entre individuos de-

la mtsaa especie pero ·genéticam~nte diferentes son rápidamente rechazados. La pri.!!. 

ctpal barrera para el transplente lo constituyen los antígeno• de hiatocompetibil! 

dad, los cuele• •on auatanciaa de naturaleza protefca presentes en la membrana ce-

lular y que inducen a la respuesta innne de rechazo al injerto (54). 

Eato1 1ntl'genoa por au in11Uno1enicidad ae clasifican en dos grandes grupos, los 

auy inmunosénicoa en. el Coaplejo Principal de Hiatocompatibilidad y loa menos in-

1111.nosln:lcoa en el Complejo Secundario de Hiatocompattbilidad, en este trabajo noa 

referiao1 excluatva•nte a loa pri•roa y que •• estudiaron inicial•nte en el ra­

tcSn por Petar Gorer en 1936, al identificar un grupo de antfganoa cuya co.-patibil! 

dad entre el antul c:ion~nte y receptor Mjora~a en fonu notoria la capacidad de -

1uparvtvencia del injerto (59). PoateriorMnte, realizando injerto• de tuaorea en­

tre 'dtver~aa cepaa~ Snell de.oatr6 que ae trataba de un aiateu de antfaenoa de -

h11tocoapat1b111dad al cual 11...S H•2 (23). En al año de 1948, Snall, Gorer y Ly-

un reconocieron qua lo• a•n•• que d1t1rainan la pr111ncia de eatoa anttaenoa ae 

encuentran en •l cromo1oaa 17 (ftg. 1). 

El e11tudio •n huaano1 ae inicia ~n lo• años SO' a, con Dauaaet y bpaport y aal 

sa 11tablaco qua al aiotau do h1atocompat1b111dad (MllC) dal in11'a ''llajor H1ato­

c09patibility Coaplex" ea una 1erie d1 1ene1 fuertemente enlazado• en el brazo -

corto del cr.090aou 6 (autoa5aico) norulMnte h1r1dadoa en bloque y llaaado1 "h! 

plotipo HLA", la herencia· d1 eate aea•nto puede aeguirae dentro de una familia -

por tip1ftcac16n celular (fil· 2). T1ne11<>a que •• hereda un croaoaoaa 6 materno y 

otro paterno o 1ea doa haplotipoa, ai llau•a a loa haplottpoa p1ternoa a y b, 
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Fisura 1. Collplejo principal de Hietoco11pAtibilidAd. 
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laportantH en el fen&leno de reotriccilln de 
cflulaa blanco (virua + c'1ula propia) en 
reaccUln injarto contra hulaped (GVll) '1 en 
reaccil!n al.Jita de linfocitoe. 

In rHpueata iname a and1enoa Hpedficoa. 

Sucaptibilidad a virua ontoa,nicoa, laaccUln 

aixt• de linfocito•. Interaccilln c'1ula-dlula. 

Controlan la atnteaia del complemento. 

Controla la dntaaia da loa andaenoa tiaolaucfaicoe. 
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Fig. N! 2.- Mapa Genético del Cromosoma 6 



y a los maternos e y d, los hijos de esta pareja heredan uno de lo~ haplotipos de 

cada padre, por lo que pueden tener las siguientes posibilidades de combinaciones: 

ac, ad, be o bd. Una quinta combinación posible tendria que ser igual a alguno de 

ellos, de tal manera que existe un 25% de probabilidades de que dos heTI118nos sean 

idénticos en su HLA (ac/ac), un 25% de probabilidades de que dos hermanos sean -

completamente diferentes (ac/bd) y un 50% de ser parcialmente idénticos (Fig. 3). y 
( F19. JA.) 

CLASIFICACION DHL, SISTEMA HLA. 

Los antfaenos de histocompatibilidad se clasifican de acuerdo a sus diferencias 

estructurales y qufaicas como en la localización o exprisión en sus moléculas, de 

aanera general todoa estan compuestos por varios polipéptidos y son determinantes 

en el control aenltico de la respuesta inmune ( 20 )'24). 

Antf11nos clase I: Pertenecen a las protefnas codificadas por los loci A, B y 

C del MHC y ae expresan en la M•brana de todas las células nucleadas, se componen 

de doa cadenas de polipiptidoe: Une &licoprotelne (P,H,• 44 000 Daltons) y la p2-

aicroslobuline ((12•) (P.M.• 12 000 Daltons). Las moliculaa clase I son illlj>ortantes 

para que las cllulaa T citotóxicaa reconozcan antígenos extraños que •• expreaen 

en le .. abren• celular (antlsenoa HLA o virales), pero au verdadero papel fiaiol6-

gico eatl relacionado al fen6Mno de re1tricción HLA ( 60 ) • Baeandoee en estudios 

eetrueturalee, la cadena de 44 000 Daltona puede ser dividida en tres resiones. 

CoMnzando por la parte amino tenainal de la t1c>lécula, tene110s una ·regi6n hidr,!! 

fflica extracelular, una hidrof6bica tranemembranal y la últiaa hidrof!lica intra-

celular (intracitoplaaaitica). La priaera regi6n se divide en tres dominios. Hl d,!! 

minio H-t•fllinal presenta el sitio de uni6n para el oligoaacirido, aientras que el 

segundo y tercero contienen un sesuntO (loop) semejante a las inaunoglobuUnas. 

Hl primero y segundo doainio presentan los determinantes antigénicos de la molic,!! 

· la siendo los sitio• reconocidos por las células citotóxicas y por los anticuerpos 

(fig 4). El reconocimiento de células infectadas por virus puede ser .uno de los -

aspectos de la función del MHC en eliminar células extrañas ( 12). 
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Antlaeno• clase lh Pe~tenecen al locus D del MHC, en el que es posible definir 

tres loci: OR, DP y DQ ( 56). Hatoa antlgenoa eatan conatitu!doa por dos glicopép­

ttdoa: Uno (con P.M. • 34 000 Daltane) que ea el alfa y el bet.a (con un P.M. • 29 

000 Daltona) y 11 expreaan en la Mabrana de linfocitoa-B, Un~ocitos-T (regulado­

res) y aacrófaaoa. Cada una de laa cadena• conat1t1 de trea regiones: Una hidrofl­

U.ca extracelular, una hidrof6bica y una hidrofllica intracelular. La región hidr.!?, 

fllica de la cadena alfa contiene doa dominios con1tantea, uno preaanta un sitio 

dli uni5n para 0U101aclridoa y el 11gundo contiene un puente diaulfuro intracade­

naa, aientZ.aa qua la cadena beta conaiate de ~01 doaintoa extracelularea atando 
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uno de ello• variable (poli.cirfica) y el 1e1undo do•inio· extracelular d• ambaa ca­

dena• -••tra aaMjan&& a la porct6n conatante da laa inaunoslobuUnaa. En el ca10 

de la HLA-DQ laa cadanaa alfa y bata tienen re1ion.•1 variablea • pero en el caao d• 

la HLA•DP 1510 la cadena bita tiene regiones variables. Las e1p1ctficidad•a da HLA 

-Da. -DQ y -DP 11 detectan 1erol6gtcaaent1 aobr1 poblacion•• c1lulare1 enriquecidas 

d• linfocito• B. ( 76). (Fig. 4 ) • 

Esto• antrgenoa son i11portante1 porque intervienen 1n el reconoctaianto que 11! 

van a cabo loa linfocitoa T cooperadores o supraaor11 a 101 antf11001 solubles ex­

hlbido1 por loa ucr6fago1 y aon n1c1aarlo1 para la activac16n de 101 linfocttoa B. 

el pa10 11encial di la inducci6n d1 la r•1pue1ta inmune hacia todo• loa antraenoa, 

•• la activación del linfocito T auxiliar y esta activaci6n no ea inducida Por an­

tr11no1 librea lino 1510 por antrganoa pr111ntado1 por una cflula accHoria y en 

la qua ea n1c11arto que d11pli11ue la1 1ltcoprotefnas d• la el••• II del HHC ( 86). 

Tanto la el••• I como la el••• II ion conocidas co110 loa ant!11no1 c1'1icoa d• 

hi1tocmp1tibtlidad ya que controlan la expreaión poUMrfica de antf11noa de 1u­

p1rficte de aran taportancia por au pantclpación en la 11neración de rechazo. 
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Figura N!. 4 • - Mstructura. d • loa a ! nt genoa HLA. 



Anttaenos clase Ill : Comprenden prote(naa del aisteaa del complemento, el cual 

contiene genes que. 4eter81inan al segundo y cuarto componente del coapleaento (C2 y 

C4) de la via c1'oica y el factor B (Bf) de la via alterna (57, 73). A diferencia -

de las cla1e1 anteriores, eataa protetnaa no se encuentran integradas a laa aeabr!, 

naa celularaa, aino en eatado aolubl• en al plaa ... 

llOIWICLATUIA: 

Con •l propSaito de deaarrollar una nDMnclatura eatlndar, en 1967 ae fo1'11115 un 

coaitl bajo loa auapicioa de la Or1•niHci6n Mundial de la Salud, al cual dupub 

da conaidarablaa dabatu, decidiS 11 ... r HLA-A (hUMn li11Phocyte ailtH A) al e~ 

plejo principal da hiltoC011Patibilidad y a loa alaloa corrHpondiantH con un nG­

.. ro como BL-Al, RL-15, etc. (58). 

Actual.Mate la not11nclatura utilh:ada para el aiateaa HLA •• daatana de la ai­

pianta unera: El HLA•A, -a, -c. ate., •• refiere a loa locl, loa nGMroa que •! 

auen indican loa alaloa da cada locua, por ej•llPlo: RLA-Al, identifica al C011Plejo 

HLA, al locua [AJ J al alalo upaclUco · [ 1). A loa alaloo qua no utan clar ... nta 

dafinidoa H lea da un Htado provilional contentando al prefijo v anua dal n~ 

ro, C080 eja11plo cana110a HLA-Avl9 (1, 74). 

POLI!«>RFISIKl: 

Una da lH caracterhticae del HLA qua ful raptd ... nta dHcubiarta, .. qua loo 

1anu qua C011prandan dicho c011plajo poaHn al polill0rfia110 Íl&a 1randa conocido en 

-iferoa, dicho tlnoino noa indica la aran variadad da alelo• dantro de un at .... 

locua C2.0,31). 

Da todoa loa ganu qua cifran al RLA, al úa pol1"6rfico H al BLA-1 con 52 -

alaloa conocido• haata la facha (obvi ... nta cada alelo Hpreaa una Hpacificidad 

diferente), aa1uido en frecuencia por al HLA-D can 26 alaloa, al HLA-A con 24, 

ate. (1). Una liata COllplata da aapacificidadaa conocidu haata 1987, ••da en la 

tabla l • 



TABLA ff.1 l 
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ESP!CIPICIMDES llLA Rl!CONOCllll.5 HASTA LA FECHA. 

( Ü87) 

llLA-A HLA-11 lllA-11 HLA-C HLA-D HLA-DR HLA-DQ ffL4-DP 

AÍ BS 1149 0..1 llvl DRl DQvl Dl'vl 
A2 87 llvSO 0..2 Dw2 Dll2 DQv2 DPv2 
Al aa 851 CWJ DwJ DRJ DQvJ DPvl 
A9 1112 llv52 CW4 Dw4 DR4 DQv4 DPv4 
Al O 1113 llv53 ews DwS DRS DQv5 .DPv5 
<\11 1114 llw54 Cw6 Dw6 Dllv6 DQv6 Dl'v6 
Altl9 1115 lw55 0..7 Dw7 DR7 DQv7 
A23 1116 lw56 °"ª 11118 Dlld DQv8 
A24 817 Bv57 Cw9 11119 Dl\9 DQw9 
A25 818 llVS8 C..10 DwlO DltvlO 
A26 1121 llv59 C..11 Dotll Dilllll 
A28 llN22 11160 ,Dot12 DRv12 
A29 1127 llv61 111113 DillllJ 
AJO 1135 h62 111114 Dltv14 
A3l 1137 h63 Oll15 Dltv15 
A32 1131 lw64 l11d6 Dltvl6 
Alt33 1139 lw65 Oll17 Dltvl 7 
Av34 1140 h67 Dlll8 DRv18 
Av36 llN41 h71 Olll9 Dltv52 
All43 lv42 h70 Oll20 DRv53 
Av66 844 h72 Dll21 
Av68 1145 h73 IJlf22 
Av69 11146 lv75 Oll23 
Av74 11147 h76 Oll24 

11141 11177 Dll25 ... Oll26 
h6 



RECOMBINACION O l!NTRECRUZAllIENTO: 

OcaaionalHnta ocurre la recoabinac16n genitica entre croaosoua homólogos 

dando lugar a nuavoa haplotipos y •• ha visto que ea aanos probable entre genes 

qua e1tln eatrachaunte unidos que entre 101 que est&n úa 11parado1. La recom­

btnaci6n ha aido uttli&ada para la localización relativa dentro del croaoaoma y 

calcular la diatancia ganltica antra los loci (20,68). (fig. S y 6). 

Loa aenaa que· codifican 101 antfaenoa HLA •• encuentran 1ituadoa auy próxi110a 

uno• da otro• (aprox. ZcK, ea decir 0.081 del genou huuno). La cau1a da la pr_2 

xialdad da eetoa 1•011 podr!a explicara• aupontendo qua una funció~ tan eapectal! 

aada com el raconocialanto de la1 estructuras extrañas y el control de aecania­

•• a1pec!ficoa da defanaa, requiera un •canta.a regulador ftna•nte aju•t•do, -

1 qua alllo padda abtanaraa 1raciaa a aaa proxiaidad. (59,63,68). 

DESEQUILIBRIO DE BllLACEI 

En cada locu• 1lnlco de la poblac16n huuna 1e pueden detectar -.acha• eapectf! 

cldadee diferente•, pue•to que prictic-nte cualquier ant!aeno de la raai6n A pu!. 

de ••tar unido con el ant!aeno 1, C o D, el núaaro de haplotipo1 pre11ntea en 101 

1ere1 huuno• •• my arande, y con doa cr09D•ou1 no idlnttcoa la cantidad total 

da aanotipoa posible• ea enorm. En concilcionea ideal•• com puede 1er una pobla­

cilln an aqu111brlo y con pracroacilln al asar, la taoda 1anlt1ca predica qua la -

frecuencia con qua doa aapeciflctdadaa aparecen juntaa viene dada por el producto 

da laa fracuanciaa da loa 1an11 individualoa (79). Por ajaapla, a1 o1 161 da la -

poblac115n t1ena un and1eno HLA-A det~rainada (Al) y al 101 tiena un and1ano llLA 

-1 particular (118), la probabilidad da hallar ol and1ano Al unido 1anltica•nt• 

al B8 an al lliam cro.,aou viene dada por el producto de aua reap1cttvaa frecuen 

· ciaa 1anlticaa (161 X 101 • 1.61). Sin aabarao an la prlctica aato no aiaapra aa 

aal. tane80a que l1ta haplottpo en la pobl1ctSn cauclatca •• encuentra con una -

frecuencia da a.al. ion úa fr1cu1nta1 que loa valorea 11p1rado1 al asar (59). 

E1t1 fanS•no aa llaudo d111qutltbrto da enlace. 

11 



a b 

RECOMBINANTE 

fil• 1t. 5,• DTUC&UZAllllllTO t UCOlllillACIOll 

Ñ 



20-----..¡ 

01---"' ----1-1---+---+-I -~~ 
C.atrñoro PGllJ GLO HLA 

Dl 
DQ. 

C2 IF C411 C4A 

·~--- 0.8 ----t~Me,_0.2 + 

PGS 

0.6--...¡ 

Fi&ura 6 .- Diltancia entre 101 aenH que comprenden el .,_lejo 

u:ror de hiltoc .. patibilided. In la parte auperior, ae auHtre la poai.:i& .. dal 

.c-lejo HLA. relacionado a otwoa urcadorH: PGllJ: 3 Foafoalucoautaaa¡ CLO 1: . 

Clioxalaaa: P151 PepaiJl6aeno urinario. Laa diatanciaa e1tln dadaa an cent:lllor1on. 

In la parta ·lllferior ae Hñal&ll 1aa diatanciH 1adtiw entre loa diferente& loci · 

qua c .. pranden el 1iat ... HLA. 
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La comparación entre individuos de diferentes razas muestran grandes diferen­

cias en la frecuencia de genes (tabla 2) 1 lo cual es de gran utilidad en investi­

gaciones antropológicas (34). Las frecuencias establecidas en una población nor­

mal en comparación con algunas patologlas en ocasiones presentan desequilibrios -

de enlace tal como se muestra en la tabla 3 (3,38,62). 

SEROLOGtA: 

La definición aerol6gica de loa productos genéticos HLA-A, -B, -e, -Da, •DQ y 

-DP es uno de loa refinamientos continuos en la detección de antlgenoa HLA. Loa -

au1roa original .. nte utilizado• detectan' especlficldades supartlplcaa (pGblicaa) 1 

es decir antfgenoa coapartidos o comunes a varios alelos, por ejemplo: HLA-138 Y 

HLA-816. En contraate loa antlsenoa caracterlaticoa de un a6lo alelo (y no otroa) 

aon llaudoa aubtlpicoa (privados) tal co80 en el caso de HLA-A28. 

En vario• ca101, loa antlgenoa que inicialaente se penaaba que eran aubtlpicoa, 

•• encontró qua 11taban forudoa por aia de un antlgeno, estos Gltiaoa d1noainado1 

11apl1t11 (d1via16n) de laa eap1cificidad1a original11. En ia tabla 4 ae encuentran 

laa aapecificidadaa original•• y entre parénteaia aua 1111plit1° (14,47). 

Entra 101 antl11no1 aupertlpicoa y loa subtlpicoa •• encuentran un grupo da an• 

tlgenoa no danoaiinadoa que dan lugar a reaccionaa cruzadas 1ntr1 grupo• d1taraina­

doa da alelos, aatoa conjuntos parfactaMnte definidos denoainadoa "Crasa" (croa• 

raaction groupa) ae encuentran en laa tablas 5 y 6 (20,37,47). 

Fuantaa da anti1uaroa: 

1.- MujorH auldparao.- Uno gran cantidad de antlcuorpoo para ol an&Udo do 

loa antlaanoa HLA aon derivados da -.ajera• aultlparaa la1 cual•• aon inaunizadaa 

durante la 1••taci6n por antl11no11 paternos praaantaa aobra laa cllulaa fatalaa 

14 

en la circulaci6n uterna (20). Se ha propuesto que laa células f1tal1a que llegan 

a atravazar la placenta aon laa raapon1abl1a de inducir la producc16n da dichoa -

anticuerpo•, loa cuales ••tan pr1a1ntaa an l~ udr1 en r1laci6n directa con al nG­

•ro de ••barazoa (22). 
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TABLA 

FRECUENCIA DI GENES !11 DIVERSAS POBLACIOll!S llESTIZAS 

C.rolina del Norte Perú H&ico 

HLA-A N• 101 N•33 N•2QO 

A2 JO 38 32 
A28 2 5 8 
A9 13 20 20 
.lofl9 JO 15 6 
Al 15 3 6 
AJ 12 3 a 
AlO 2 2 6 
All 10 6 8 
A29 l 3 l 
.loflO 6 6 2 
.lof3l l 6 2 
.lof32 l l 
All33 l l 
llonco• 6 28 17 

llLA-1 

15 6 s 13 
lv35 7 28 24 
140 2 3 11 
115 4 6 4 
lvl6 3 4 
17 13 3 6 
18 10 6 
112 22 2 4 
113 l 2 l 
114 l 6 4 
117 8 2 5 
118 l 6 3 
lv22 l 2 
127 4 3 
lv21 4 5 3 
lloncoa 11 32 12 



T A B LA 

ASoCIACION llLA-!NFEIUIEDAI,.. 

l!!apondilitio Anquiloaante 
AllTIWPATIAS S{ndrOlle de Reiter 

Artriti• Reuaatoide 

Diabetea Inaulino dependiente 

!HDOCIUllAS 

Enfermedad de Grave• 
l!!nferMdad ldiop•tica de Addiaon 

OCULAllS UVeiti• Anterior Aguda 
' Nauritia 6ptica 

lllFLAMATOIUAS Tiroiditia Subaguda 

l!ITl!!STlllAL!S lnferMUd Celiaca 

HIPATICAS Repatitia Cr6nica AutoiD11U11e 

lfl!UllOLOGICAS loclerooia KGltiple 

Poorieaia Vul¡ario 
CUT.AlllAS Peafiau lJud!oo) 

Denatitia Berpetifo .... 
lafamedad do llehcat 

Ki••tania Gravia 

51.ndr- da Sicca 

SISTllllCAS Lupua lrit ... toaa Siat&ico 
llaocr ... tooio ldiop,tica 

Síndr- de Goodpature 
llefropatía Kellbranoaa ldiop&tica 

• "d 

HLA 

1127 
B27 
DR4 

D/DR3 
D/DR4 
D/DR2 
D/DR3 
D/Dll3 

1127 
D/DR2 

1135 

D/DRl 

118 

D/DR2 

Ow6 
D/DR4 
D/DRl 
115 

D/DRJ 
118 
D/DRJ 

D/DRl 
AJ 
1114 

D/Dl2 
D/DR3 

87.4 
37.0 
4.2 

3.3. 
6.4 
0.2 
3.7 
6.3 

10.4 
2.4. 

13.7 

10.8 

'·º 
4.1 

13.3 
14.4 
15.4 
6.3 

z.s 
2.7 
9.7 

5.8 
1.2 
4.7 

15.9 
12.0 

•Rll.• Rieogo klativo. Calculado por --¡;-;;-;;-- , an donde .! y .!!. oon el nduro 

da individuo& con carlcter preoente o auHnte en el paciente y JO y ~el cadcter 

pre1ente o auaente en la poblaci6n control. 
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TABLA 

Lib"TA DE ISP!CIFICIDADES QllE llACl!ll "SPLIT" CON .OTRAS ESPECIFICIDADES 

lspecificidade. or:lainalH "Split•" 

A9 
Al O 
Avl9 
A28 
15 
llZ 
114 
815 
116 
117 
121 
lv22 
140 
lv70 
Cv3 
DJ2 
Dll3 
Dll5 
Dllv6 
DQvl 
DQv3 
11116 
Dll7 

A23,A24 
A25 ,A26 ,Av34 ,Av66 
A29 ,A30,A31,A32,Av33,Ati74, 
Av68,Av69 
151,lv52 
144,845 
lv64,Bv65 
lv62,Bv63 ,Bv75 ,8v76 ,llv77 
138,139 
Bv57,Bv51 
149,Bv50 
lv54 ,Bv55 ,lv56 
Bv60,Bv61 
Bv71,Bv72 
Cll9 ,CvlO 
Dllv15 ,Dllv16 
DIW17,Dllv18 
DIWll,D ... 12 
D ... 13,D ... 14 
DQv5,DQv6 
DQv7 ,DQvl ,DQv9 
Dvl8,Dv19 
Dvl1,Dv17 

LAS SIGUilllTBS .ISPICIFICIDADIS PUlllOll POST!IUOllll!llTI AGllGADAS 

lv4: 

..... 

Db521 

Db531 

15 ,BlJ ,117 ,127 ,137 ,138(16) ,844(12) ,Bv47 ,149(21) ,151(5), 
11152(5) ,Bv(SJ) ,Bv57(17) ,lv58(17) ,Bv59,llv6J(15) ,Bv77(15). 

17 ,11,114,118,11122 ,135 ,1139(16) • 140 ,lv4l ,lv42 ,145(12) • 
111146,lllf48,lv50(2l)lv54(v22) ,Bv55(22) ,llv56lv22) ;lv60(40), 
11161(40) ,8v62(15) ,lv64(14) ,8v65(14) ,llv67 ,Bv70,Bv71(v70), 
lw72(v70) ,llv7J,llv75(15) ,Bv76(15). 

Dl3,Dr5,Dlbl6,Dllvl,Dbll(5) ,D ... 12(5) ,DllvlJ(v6) ,Dllvl4(v6), 
Dbl7(3),Db18(3). 

Dll4,DB7,Dll9. 
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TABLA 

REACCION CRUZADA 

r (A23=A24) 

Av36- Al-AIO (A2s=A26) (A~2e=A2 

AJ=:i::Ju / / 
/ A2~0--A32-Av33-Av34 

Avl9 1 11 
Av43 Ali 

~ 

. •t6 (138•=il39 1
) 

ª1\ª'··----114 ·= B8
1 

lvSJ"=l~S'. IS (ISl•=1vs2•) 

11s•=1v46' 1 
1\1. (1149•= lv50 1

) 

(~1145') 

Los patroneo de reactividad cruaada da ant{anoa ·HLA·A 1 1 aon obtni• 

doa por tipificacilln convencional uaaodo antic .. rpoa hmaoo1, Fuarta reaccidn 

cruuda <=>1 Reaccilln cruuda Htablacida <-> y rucci&. cruu .. 

ocalional (- • - ·),, La preoencia de 101 1ntfaeno1 lv4 y lv6 aobre 1nd1aoo1 

del locua 1 H indicada por (*) para llv4 y ( '> para llv6. 

18 
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TABLA 6 

lll!ACCIOllES CIWZA!l.\S 

LOCUS llLA-DI. 

·~/'m" 
' Dl.7 ' . 

Dll 

l " DJ2/DR6 

' 



E1 auy probable que con el aumento de embarazos, lo• feto11 lleven ant!&enos 

de histocompatibilidad diferente•, por lo que es coa<in que las •ultfparae ten­

san •ueroa qua reaccionen con varios ant1'.geno1 (multie•pec!:ficoe). Un porcentaje 

sustancial (10-30%) de mult1'.paraa produce un anticuerpo anti-HLA, 11Slo cerca del 

1 al 2% de ellas, producen un anticuerpo 1uficienteaente e1pec!fico para 1er uti­

lizado coao reactivo de tipificaci<Sn ( 87). En consecuencia, deberl seleccionarse 

un aran nO.ero de aueroa a fin de establecer reactivos de calidad. La abaorci<Sn 

placentaria do anticuerpo• materno• dirigidos a ant!genoo de hiotocoapatibilidad 

fetale1, impida la panetraci6n a la circulaci6n fetal y ejercer cualquier efecto 

dañino ( 48) ¡ por lo que el suero obtenid~ de la placenta es una buena fuente de 

alÍtiouaroo tipificadoreo ( 42), (40). 

2.- Paciente• tramplantados.- Hay varios e1tudioe que deaueatran la fonuci&i 

de anticuerpo• anti-BLA deapulo del tranaplante renal y generalmente aon di o pol,! 

eopeclficoo ( 36). Aunque la reopuaota celular ee la forma c1'oica del recha10 da 

trauplaatea en la prfctica •'dica y pera evitar ••to •• le• adminiatra inaua.oau­

preaorea lo que da como resultado que una cantidad apreciable de elloa tenaan an­

t1'.cuerpo1 (re1pueata humoral) que provoca un deterioro auy lento del injerto (a­

pr8ximad-nte 2 añoo coao en el rechaso cr8nico) ( 20) , (82) • 

3.- Paciente• tran1fundidoa.- La aanare contiene linfocito1 ricoa en ant~anoa 

da hiotocoapatibilidad y coao al hacer una tranofuoi8n no se tiene an cuenta la 

compatibilidad para HLA entre donador y receptor, la •ayor!a de loa pacientaa qua 

aon politranafunclidoa foraan anticuerpo• que ion por lo aeneral aultie1peclficoa 

debido a la• Hnaibilhacion•• aGltiplao involucradas (14,20,29). 

4.- Paciente• imlunizados intencionalmente.- A vece1 •• pueden loarar tranafu­

aionea aan¡u!:neu rapetidaa a voluntario•, de sangre que contenga un deterainado 

ant!aeno con el fin de producir anticuerpos capacea de detectar al deteninante. 

La1 ilalnizacione1 continuaa, tienen la desventaja de que conducan a la plrdida 

del anticuerpo ( 20 ) • 
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Las inmunizaciones se llevan a cabo mediante la inyección de. leucocitos semanalme!!, 

te lo que produce una buena respuesta de anticuerpos contra los ant{genos HLA in­

co•patibles, por injertos de piel a intervalos de 2 a 3 semanas detectando la for­

ución de anticuerpos después del aeaundo estímulo o bien por transfusión aansur­

nea inyectando 20 •1 de sangre total continuamente hasta que el individuo responda, 

lo• dos priMroa no eatin libree de riesgo por lo que la inmunización por tranafu­

ctonea ea el •'todo úa adecuado ( 60 ) • t. uyorfa de 101 sueros en estos caaoa 

aon pol111pacfftco1 y para obtener mejores resultados, conviene tipificar previa­

Mnte a loa donadoras para buscar un receptor qua tenga af:niaaa diferencias en lo• 

antfaeno• y •Ún ••1 l• prob•bilidad de encontrar suero• monoespec.!Ucoa es auy pe­

quoña ( 19 ) 0 ( 23 ). 

s.- tnaunisaci6n de ani .. lea.- Alguno• intentos •• han re•U.sado p•r• utiliz•r 

antteueroa producido• en otr•• especie• ••pecialM.nte priutes ( 60 ) .AGn cu•ndo 

•• ha poatul•do que loa sueros producido• asf son úa ffcile• de obtener, inami­

sando • un •i•abro de una especie en relaci6n filoaenltica cerc•na al donador del 

aaterial inaunizante, se ha viato que el tftulo de antiauero ea alto pero la• re­

accione• auy aaplia• por lo que ti1n1n una aplicaci6n auy lf•itada, •in eabarao 

utilizando antfgenoa alt ... nte purificado• y abeorcionee exhauetiva• •• poeible 

obtonor anticuor¡ioo do buona calidad rHolutiva ( 67 ) • 

6.- Producci5n d• •nticuerpoa mnoclonalea.- Se han realizado una aran varie­

dad de experi••ntoa para producir anticuerpo• 90noclonalea que aa•n utilizado• 

c090 reactivoe de tiptficact6n ya que coao heaoa vtato, la Myorfa de laa fuente• 

M.ncionadaa antertormnte producen anti1uaro1 polieepecfftco1. !ata 11tuacilin ha 

cub:lado radtcal .. nte dead• ·que •• deaoatr6 que la• cilulaa de baso del rat6n tn 

nnizado pueden fueion•r•e a c•tulaa da •ielou y aenerar hfbridoa celular•• que 

••cretan anticuerpo• e1pecfficoa ( 33 ) • Loa htbridoua celularia producido• aon 

juataMnte tan heteroafneOa co90 11 anticuerpo en al rat6n ortatnal, pero ea po• 

.tble seleccionar una o úa lfneaa celularea que aecreten anticuerpos e1pecffico1 

para o1 antlsono do interfa ( 52 ) • 
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Este método ha sido utilizado para generar anticuerpos monoclonales de antlge­

nos humanos de dtferenciaci6n y para gUcoprotelnas HLA bien definidas (38). En -

este caso ta•bién ea necesaria la purificación de loa antlgenoa de hiatocoapatib! 

lidad. Definitivamente de todas las fuentes mencionadas, ésta Glttu ea la aejor, 

ya que peralte producir anticuerpos con alto titulo y adecuada especificidad para 

'aer utilizado en la tipificación, teniendo cowo inconveniente su coapltcada elab,2 

ración y su alto costo por lo que se ha excluido de algunos laboratorio• que rea­

l11an tipificacionH •n nuHtro pda (22), 

La tdenttftcac16n de loa antlgenos de htatocompatibilidad se realiza por Mdio 

de útodoa aerológtcoa, ~ntre loa método• de valoración y detección d1 entfgenoe 

y anticuerpos HLA 1e encuentran la leuco11lutinación, radio in.uno anili•1• (R.I.A) 

en1i .. linked 1-uno aorbent asaay (E.L.I.S.A.), fijación de coapleaento, inauno­

fluoreacencia y microcitotoxicidad. Hasta ahora la técnica ala ampli&Mnte ueada -

•• la de •icrocitotóxictdad, la cual consiste bl1icaHnte en incubar la auspención 

de linfocito• con diferentes antiaueroa tipiflcadores; si estos contienen anticue! 

poa contra loa antfgenoe HLA preaent•• en la aeabrana celular, •• llevarl a ca~o -

la reacción antfamo-anticuerpo, que al adicionar el coaple•nto provoca 11Uerte C!, 

lular. Aal, la altoraci6n do la p•rMabilidad de la Hllbrana •• viaualha •dianta 

el e11pl10 de colorantes vitales tales como la eoaina y el azul trtp¡n, loa cuales 

penetran a travla de laa células que han •ido dañadas •ientraa que la• vivaa lo -

excluyen, al final se evalGa la reacción de acuerdo al grado de 1K>rtalid1d celular. 

(2, 75). Ya que la preparación de linfocitos frescos y alucenadoa conatltuyen un 

grave probleu que ae hace evidente en la viabilidad, se ha diseñado un Mtodo de 

congelación y aluc1n1ai1nto de paneles celular•• en placa, que noa proporciona -

arandea ventajas con respecto al tieapo, costo, saato de r1activoa, viabilidad, r!. 

productividad y confiabilidad del •etodo. De acuerdo a la Utoratura on 1970 ya H 

habla de1crito un aftodo de congelación prograuda, el cual utilizaba un equipo al­

ta•nte costoso, tapoatble de adquirir en loa laboratorio• de tipificaci&n (55,85), 



En 1984 1 Baroci s., Constantini H. y col. diseñaron otro método de congel!. 

ción y almacenaaiento de linfocitos, usando un equipo común da laboratorio. 

(4,6 ). 

El aétodo que hemos diseñado lleva las bases de lo ya existente en la li­

teratura, sólo que se han hecho bastantea 110dificacion1a para lograr su ea­

tandari&ac16n de acuerdo a loa r1qu1riai1ntoa del laboratorio y eatablecerlci 

COllO un •étodo confiable, econ6aico y capaz de aer llevado a cabo en cual­

quier laboratorio que cuente con una unidad de ultra baja temperatura que 

alcance una te11p1ratura d• -so•c. ( 8 ) , ( 69 ) • 
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FUNDAMENTACION DEL TEMA: 

El descubrimiento de que la capacidad de sobrevivir de un transplante era ma­

yor si el donante y •l receptor eran HLA y ABO idénticos, que si sólo eran simila­

res en uno de los dos, demostró que el HLA era un sistema de histocompatibilidad -

iraportante y au estudio ha tenido como efecto un incremento en la viabilidad de los 

transplantes de 6rgano•. El fenómeno de rechazo muestra dos caracter{aticas clave -

de la 1naun:ldad: la meaorla y la e1pecificidad y aolaaente resultan suceptiblea pa­

ra experimentar el fenóaeno de rechazo del injerto aquellas regiones del organismo 

receptor que son acceaiblea para el sistema inaunitarto, también se sabe que la ca­

pacidad para rechazar lo• injertos puede transferirse con linfocitos previaMnte -

•enaibilizados. Estaa y otras observaciones confirman la responsabilidad del aiste­

u inmunitario en el rechazo del injerto. En loa tranaplantea renales fue en donde 

primara oe ob1ervó la i•portancia de la compatibilidad HLA entre el donante y el r~ 

ceptor .. La• cifras sobre la i•portanci• d• la identidad HLA en la supervivencia del 

riñ6n aon clarae: Si noa referimos a los loci HLA-B y HLA•Dll, ai son id¡nticoa en­

tre al donante y el rec:apt.or, la supervivencia del injerto al cabo de un año •• de 

901, cuando hay total diferencia entre loa cuatro loci ea de 79% y con respecto a -

los loci HLA·A y HLA-B, un 40Z ai ion idlnticoa y 16% si no aon idlntl.coa, Se obae,r 

va que la id1ntid&d HLA •• iaportant• incluso en el uso de potentes iaaunoaupreaorea. 

La importancia del HLA hace que aea necesario establecer un 111ecaniaao en el ... 

cual aea posible encontrar un receptor ad1cuado para un donante dado, de ~al foraa 

flll• la di•parid•d 111.A H• la idniila po91blo. Para ello se crean lbtas d• ••p•r• • 

co"n loa enfermo• potencialee receptores de un riñón qua han sido previa•ente tipi­

ficados y •• tiene registrado su& reap1ctivo1 fenotipos HLA.-A, ffLA-B, HLA-C y HLA.­

Dll. Una vez: detetainado el fenotipo HLA del donante puede iniciara• la búsqueda de 

loa roceptoroa adeclladoa (39), 
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Una vez elegidos los pot.enciales receptores en función del grupo sangu.tneo 

y compatibilidad HLA, se realiza previo al transplante, una prueba cruzada (cross 

-match) en la que se enfrenta el suero del receptor con linfocitos del donante. Si 

se produce nnierte celular (mediada por complemento), el transplante no se lleva a 

cabo pues el receptor tiene anticuerpos frente a los determinantes HLA del donante 

que podrian dar lugar a un rechazo hiperagudo, los cuales están causados por anti­

cuerpos dirigidos contra los grupos sangul.neos o bien contra loe antt:genoa HLA de 

clase I. En la actualidad se llega a transplantar con pruebas cruzadas positivas, 

esto ea válido en pacientes hiperinmunizados, aún aat es más importante el grado -

de coapatibilidad en loa antlgenos HLA, cuanto mayor sea el número de antlgenoa -

que comparten el donante y el receptor, uyor es la probabilidad de que el injerto 

evolucione favorableaente. En similar situación ee encuentran las condiciones para 

el tranaplante de otros órganos como son: médula osea, córnea, hlgado, corazón, pu! 

a6n y p'ncreaa. Hay que resaltar la importancia que tiene el sistema HLA en todoa 

los tranaplantea ya que todas las células del organienK> expresa, en uyor o Mnor 

grado, dichos antlgenoa en au superficie. Es verdad que en algunos tipos de trana­

plantea (collO h{gado y corazón) no se toaa en cuenta esa coapatibiltdad HU, coao 

debe de ser 1 ya que esto ea debido a medios logl:aticos (tiempo de iaqueaia frla,­

etc.) que tapiden se búsque una pareja donante/receptor lo más adecuada po11ble 1 -

sin que ello implique un deterioro del órgano a transplantar. Debido a eata cauaa 

ea muy baja la tasa de éxitos de transplante, pero se espera que en un futuro la -

elección de la pareja donante/receptor tenga más en cuenta la coapatib11Jdad 111.A en 

todos loa tranaplantea que se realicen. (39) (fig. 7) 

Dado que la comprensión del HLA auaenta tanto en el nGaero de aua loci y al.! 

los, como en su aplicación: la cual va desde transplantes de órganoa, tranafuslonee, 

asociación a diveraas enferaedades, pruebas de paternidad, producción de anticuer­

pos aonoclonales, upeo genitico hasta inveatigacione11 antropológicas; la1 n1ce1i• 

dades de grandes cantidades de reactivos HLA también deberin ausentar (59). 
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Aún cuando existen varias fuentes de antisueros-HLA, como son pacientes so­

metidos a múltiples transfusiones, mujeres multlparas, etc. (anteriormente menci,!?. 

nadas) la mayor.l'.a de los sueros contienen anticuerpos que reconocen simultaneame!l 

te diferentes antlgenos HLA (aultiespectficos), los sueros que detectan un sólo -

antlgeno HLA (aonoespecl'.fico) son 11uy raros y dif{cilea de obtener. En consecuen­

cia no ea fácil establecer la composición antigénica de los linfocitos y tienen -

que utilizarse microtécnlca• cuidando de conservar la cantidad lfmitada de antisu!. 

roe eapec!ftcos courcialea, ya que tienen un valor muy elevado por lo que es dif! 

cll proveer al laboratorio de loa mtsaoa, adeús tomando en cuenta la situación -

econ6atca por la que pasa nuestro pala t donde la obtención de recursos para el la­

boratorio ae encuentra muy escasa y repercute en el abastecimiento de reactivos y 

aaterial biológico para el diagnóstico cllnico a todos los niveles institucionales 

y collO consecuencia taabiln a los pacientes de bajos recursos econóaicos. Por tal 

aotivo ae tiene un gran intedis en obtener antisueros HLA provenientes de placen­

tas y determinar su especificidad. 

Se eligió la placenta, coao fuente de obtención de antisueros HLA, por las -

ventajea que representa coao aon: 1) Ea un órgano de desecho• 2) Se obtienen gran­

da a cantidades de suero, 3) No ea necesario convencer al paciente para que done la 

muestra, y 4) Se adquiere en grandes cantidades por la alta tasa de natalidad que 

hay en nuestro pala. 

Para tal fin aa requiere la foraaci6n de un panel celular especifico de re­

ferencia, con linfocito a de la población aexicana y conservar ese panel por la ti~ 

nica de congelación y alaacenaaiento celular en placa. Este sistema darla coao ve!l 

tajas: la reducción de ttempoa y costos, uyor acceso a reactivos y a material, y 

el incremento notable a la confiabilidad de resultados ya que después de la conge­

lación las funciones celulares se aantienen. Se pretende entonces obtener mayor b,! 

neficio a bajo costo. 
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PLAKTEAHIEHTO DEL PIOBLEHA 



PLANTEAllIENTO DEL PROBLEMA. 

Los conocimientos actuales de los antígenos de histocompatibilidad se han 

establecido en la población caucásica,dado que las frecuencias de alelos co­

mo en combinaciones de ellos var!an notablemente según la raza nos crea pro­

blemas co11c>:-No poder usar tablas de frecuencias extranjeras. -Los marcado­

res asociados a patologlas (salvo 927 con espondilitia anquiloaante)no son 

del todo universales. -Antlsueroa caracterizados en una poblac16n pueden mo!_ 

trar inaxplicabl• reactividad o estar ausente en otras. -El número de antl­

genoa indetarainandos (blancos) en la poblaci6n mexicana es muy alto, esto 

pudiera deberae a la ineficacia de los antiaueroa antes descritos o bien a 

la existencia de alelos exclusivos de nuestra raza. Lo anterior constituye 

las razones para establecer un banco de antiaueroa propio d• nuestra pobla­

ción con el fin de tener todas las especificidades reconocida• internaciona! 

. mente as[ coao disminuir en gran aedida loa antfgenoa indetendnadoa. 

Loa antfgeno1 de hiatocompatibilidad se determinan 1erológicaMnte por la 

tlcnica de aicrocitotóxicidad; la principal des,;entaja d1 aata tlcnica ea 

qua no ae cuenta con un panal de referencia de linfocitos de poblaci6n MXi• 

cana, otra deaventaja ea que 101 aueroa coMrcialae reconocen antl1~noa de 

poblaciones cauclsicaa ad1úa de que todos son muy caros y su empleo debe ser 

auy cuidadoso. Por lo tanto al presenta trabajo pretende: 1) .Eatandariaar un 

Mtodo de con11lación y alucenaaiento de c¡lulaa, que en comparacilin con al 

Mtodo habitual traer& grandes ventajaa, tanto en la reducción de ti••Po J· 

ga1to de reactivos empleados com la confiabilidad de loa raaultadoa, adeús 

de qua ea una t€cnica que •• puede realizar sin la neceaidad de un equipo 

costoso. 2) Forur un panel celular con especificidades da población mexica­

na. 3) Establecer un proarau de buequeda de antiaueroa HLA para detarainar 

las aapecificidadea de loa antiaueroa provanientaa de las placentas huaanaa 
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evaluandoloa como reactivos HLA, disminuyendo as{ el precio de estoa aueroa 

en un gran porcentaje con respecto a loa sueros comercialea. 

4) Implementar la ticnica de congelac16n para diferentes estudios bioló1icoa 

como son tranapiantea de órganos y tejidos, producción de anticuerpo1 mono­

clonales, genltica poblacional, serologla HLA, etc. 

S) Interca•bio con otros laboratorios para expender nuestro panel da tip:l.fi• 

cación. Se pretende asl obtener mayor beneficio a bajo costo. 
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OBJETIVOS 



1) Di•eñar y ••tandarizar un mitodo de congelación y almacenalliento 

do clluloa. 

2) Con•truir un panel celular cOn especificidades aexicanaa. 

3) Eatablecer un programa de búsqueda· de antiaueroa tipificadorea 

del Si1teu HLA a partir da placentas humanas. 

4) laali&ar la evaluación de dicha fuente como reactivos HLA.. 

5) Co•parar ••t.• Htodo con el coaúnunta u1ado. 

6) Obtener uyor beneficio a bajo costo. 

7) Seleccionar antiaueroa para intercambio nacional e internacional. 
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BIPOTESIS 



Un panel de llnfocitoa obtenido• en la poblaci6n MXicana, 

••leccionari antiau1ro1 ús especrficoa para loa urc1dorea 

localea. 
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MATERIAL y MllTODOS 



REACTIVOS: 

Linfognd (ficoll-hypaque) Lab. Kicrolab. 

Medio R P K - I (1640) Lab. Kicrolab. 

Di•at1laulf6xf.do. J.T. Baker, S.A. da c.v. 

Acalte mineral (U.S.P.) Lab. Loitz, S.A. de c.v. 

SOLUCIOllBS: (•} 

For.aUna al 401 con P.B.S. 

Eoaina uarillanta al 5% con agua destilada 

Azul tripb al 3% con EDTA pi!• 7 .2 

E D TA dia6dica pH • 7.2 

Diluyente da cnplaunto 

P.B.S. (bufar da foafatoa pH • 7 .2) 

Saluc16n Ranita (aoluc16n aalina balanceada). 

llATUIAL BOLOGICO: 

S.F.T. (Buaro fatal da ternera) 

C09Pl .. 1nto da conejo 

Suero1 de placenta• 

Suero• de refarancta. Qul•ica Koechft y Pal-Fr••ze. 

Suero control neaativo 

Suero control po1itivo 

Linfacltaa purificada• 

(•) Ver praparaci6n da aolucionH, en apéndice. 
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MATERIAL DE LABORATORIO: 

Coladores de pl¡atico 

Recipientes de plástico de 1 lt. para recolectar el suero de placenta. 

Guantea de cirujano 

Pipetas Paateur. Robbina Scientiftc Corp. 

Tubos de enaaye 13 X 100 • Pyrex. para separar linfocitos. 

Pipeta• groduodu do 1 al, S al y 10 al. Pyrox. 

Tubo• con t•p6n do rose• do 15 X 150 •· Pyrox. 

Perlas de vidrio 

Gradilla• •tllicaa para tubos de enaaye 

Frasco• de cristal de 100 •l. 

Micropl•cH p•ro aicrocitotoxicidod. Toraaski y Falcon U.S,A. 

Tubo• para c1ntrlfu1a de plistlco con tap.Sn de roaca. Nunc. 

J•rinp• U.ailton do 50 ul y 250 ul. Robbin• SciontiUc. Corp. 

!QUIP01 

Microcontdfuaa l•cban 152 

Cantr!fuga Bocban t J - 6 con unidad do refr11oraci6n. 

Aaitador Upo V6rtox. Sybron/thanoUne liad Mix. 

M1cro•c6pio 6ptico Carl ZEISS 

Mtcroac.Spio invertido con condensador de contraste de faaea "AMrlcan optical" 

C.oqalodor d• ultra baja toaporotur• "REVCO" 

lefrl11rador varttcal 111.Mrtcan" 

Conaelador vertical "American" 

Incubadora "Incubartl" 
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EXTRACCION DI! SUEROS DE PLACENTAS 

Se recolectan las placentas de mujeres mexicanas provenientes del servicio de 

obstetricia del Centro Hospitalario 20 de Noviembre y se procesan· de acuerdo al 

aiguiente 1"'todo: 

1.- Se recibe la placenta en una bolea de plástico, inmediatamente despu&a H 

escurre al auaro sobre el taai& con un recipiente de recolección. 

2.- La placenta ea dividida en variaa porctonea que se colocan aobre el taals, 

ae tapan con un pllatico y se co•pri•en con una prenaa da aprox. 2 ka·, •• 

deja eacurrir dlirante 30 •in. 
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3.- Todo el utarial extra!do se centrifuga a 3 000 r.p.a. durante 30 atn. a 4•c. 

4.- El aobrenadante •• vuelve a centrtfu1ar a 3 000 r.p.a. tlurante 30 atn. a 4•c. 

S.- El auero obtenido 11 alucena a -2o•c en fraaco• de cri•t•l da 100 al, corres. 

t ... nta rotulado•. 

6.- Aparta •• preparan unas •icroalfcuota• da 400 ul an tubo• para a:tcrocantrf­

fqa "Nunc" y •• alucanan a -2o•c., liata• para uaaraa cuando •• requieran. 



PURIFICACION DE LINFOCITOS: 

La purificación de linfocitos de sangre periférica ae logra por centrifugación 

en gradiente de densidad sobre una mezcla de Ficoll-Hypaque (la densidad de la 

ezcla deber' estar entre 1.076 y 1.078). Deapué1 de la centrifusaci6n, ioa eritr.!!_ 

Citos y poli.8orfonucleares ae depositan en el fondo. aientraa que loa linfocitos 

peraanecen cercanoa a la interfaae entre el suero y la 1oluci6n separadora. 

Material: 

Linfo¡rad (Ficoll-llypaque) Lab. Kicrolab; !llxico. 

Soluci6n 1&lina balanceada de Banlto. Lab. Microlab; !llxico. 

llltodo: 

1.- Se toma la aueatra de 1an1re por punción venoaa (20 al) 

2.- Se coloca la aanare en tuboa de roaca (con perlaa de vidrio) y ae doofibrina 

McfnicaMnte por rotaci6n. 

3.- En un tubo da an1&ye ae colocan 3 al de la aolución de Fi.coll-Hypaque. 

4.- Se eatratifica cuidadoaaunte la aangre con una pipeta Paateur aobre el linf_!!. 

arad para e,,itar que •• ••clen •b•• fa1e1. 

5.- Se centrifua• a 1500 r.p.a. durante 40 minutoa. 

6.- Le banda da linfocito• •• recupera coo la ayuda de una pipeta Paataur y •• C.!!_ 

loca en un tubo de en1ayo. 

7 .- .Se lavan loa linfocito• con· aoluci6n de Hanb centrifuaando a 2500 rpa por 10 

ain. Se repita eata operaci6n 2 vecoa ala. 

40 



SEPARACION DE LINFOCITOS T y B. 

El •itodo empleado para la separaciÓ•1 de los linfocitos T y B, se ba1a 

en la capacidad que tienen loa linfocitos B y los macrófagos de adhertrae 

a la fibra de nylon. As! cuando la suspensión celular es pasada a travf1 

da una columna de lana de nylon se eluyen loa linfocitos T, mientras que 

loa linfocitos B aon liberados mecinica•ente por compresión. Mediante 11• 

te •'todo, se obtiene una pureza de linfocitos T del 961, por lo que 11 

recoMndabla para la separación de subpoblacionea de linfocitos. 

Material: 

Adeúa dal descrito antarionMnte: 

Kadio da Cultivo KcCoy Sa 11<>dif. Lab.Kicrolab¡ K'xico. Sa la añada SI da 

suero fetal de ternera (SF'l'). 

Fibra da lana da nylon. 

Coluanaa de pllatico da 6• de dUMtro y do 12-14 e• de llr¡o. 

Preparacitin de la columna de nylon. 

- Sellar con calor un extr.• de la columna con inaulo de 45•. 

- Pe•ar 100 q de fibra de nylon y sumergtrl• en 1olución de Hank•. 

-lmpacar el nylon dentro de l• coluana, debiendo quedar el relleno de a-

proxlud ... nte 6 c• de larao. 

- Hacer un orificio a la columna por el extrellO sellado de unera que per• 

llita al flujo de llquidoa. 

- Llanar la columna con .. dio de cultivo (5% SFT) y colocarla horiaontal­

.. ate dentro de una estufa a 37•c durante JO •in' sellando con .. dto de 

cultivo. 
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Material biológico: 

Linfocitos totales purificados. 

lfitodo: 

1.- Los linfocitos purificados se resuapenden en 0.5 ml de aedio de cultivo. 

2.- Poner la coluana (preincubada) verticalmente y aplicar la suapenaión de 

cllulas con'" la ayuda de una pipeta Pa1t1ur de tal fonu que ocupa la tg 

talidad del espacio relleno de fibra uniendo cuidado de aellarla. 

3.- Incubar la coluana horizontalaente a 37•c por 30 mtn. 

4.- Se coloca la coluua verticalaente aobre un tubo de enaaye y ae lava 

con 15 al do aodio McCoy (5% S1T), paro recuperar loa linfocitos T. Lao 

c¡lulaa obtlnidaa en la pri•ra lavada aerin utilizada• para la detar­

ainaci6n do oapocificidadH -A, -B. 

s.-, Se contrifua• al tubo do 11nfoc1toa T a 1500 rpa durante 10 ain. 

6.- Descartar el aobrenadanta y r11usp1nd1r loa linfocitoa en .. dio de cul­

tivo (SI S1T). 

7 .- Contar laa c¡lulas en un heaocit5Mtro y ajuatarlaa a una conc1ntraci6n 

do 4 X 106 c'1ulao/al con aodio de cultivo. 
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PRUEBA DB VIABILIDAD. 

Debido a que la prueba de alcrocltotóxicidad requiere de linfocitos vi­

vos, es necesario vigilar au viabilidad, determinlndola por la excluai6n 

de un colorante vital como el azul tripán. El porciento de viabilidad que 

ae con1ld1ra adecuado ea de ?_O~. como •lnimo. 

Material• 

•Aaul tripón (Hartaun London Co. Phlladelphia, E. U.A.), diluido al 1% con 

con a1u1 de•tllada. 

·Soluci6n aalina a110rtiguada, pH • ·1.0 - 7.4 (FTA). COPMI 44/4S • llahrin1 

Inat. 

- BDTA dl16dico. J. T. &alter Chem. Col, al 2% con solución salina aaortlgua­

dora, pH • 7.2 

- Colorante: Mezclar 3 partee de a&ul tripan al 1% con 7 partea da KDTA al 

2%, quedando la conc1ntraci6n final al 0.3% 

llltodor 

1.- Se M&Cla 0.1 al de la auspensi6n de linfocitoa con 0.1 al del coloran• 

te en un tubo de en••Y•. 

2.- Incubar a temperatura aablente durante 2 alnutos. 

3.- Colocar una iota de la Mzcla eobre un portaobjetoa, cubrir con un cu­

braobjatoa. 

4.- Le•r uaando el objetivo aeco fuerte. Las cllulaa 11Uerta• incorporan el 

colorante y •e tiñen de azul, •i•ntrÁ• que la• viva• lo excluyen y •• 

obHrvan refringent••· 

S.- Contar 100 cllulaa, calculando al % do viabilidad. 
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HICROCITOTOXICIDAD, 

Hay varias forus de valorar y detectar ant!genos y anticuerpos HLA, pe­

ro ha~ta ahora la técnica da ampliaaente usada ea la citotoxicidad. El mé­

todo que ·~ •11Pleó ea una 11odiftcación de Alias a la tfcntca de Teraaald y 

He Clelland. 

La prueba de atcrocitotoxicidad consiste biaicaaente en incubar la sua­

penat.&n de linfocttoa con diferentes antisueroa¡ si iatos contienen anti­

cuerpos (Ac) contra and1eno1 ("8) lfLA se llevar¡ a cabo le reacción Aa-Ac. 

Si adtcionaaoa suero de conejo coao fuente de complemento (C') iate ser¡ f! 

jada y activado por el co1111lejo foraado lo cual provoca lisia parcial de la 

cllula. La altaractlSn en la perMabilidad de la ••brana se visualiza udian_ 

te al eapleo de un colorante vital - tal coao la eoaina o el azul tripan -

101 cual11 penetran a travl• de las cllula• que han •ido dañada•, •ientras 

que lao vl.vaa lo excluyen. (Fjq. 8) 

llaterl.al: 

AdeÚ• del de•crito •ntertorante. 

Acol.te al.nora! (USP) Sl.1u do K(xf.eo, S.A. 

Coloranto asul tri.pan al o.U con t:DTA al 2% 

Dl.luyonto de co11ploHnto. 

llatorl.al biol5¡1co: 

Suero• de placenta• 

Sueroa de r1f1r1nci• 

Suero• control n•a•tlvo 

Suaroa control po•itivos 

Linfocito• T purificado• 

Co11ple .. nto da conejo 
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Pl!HPAl!ACION DE PLACAS TERASAXI CON ANTISUEROS 

Se añade S ul de aceite mineral a cada pozo, para evitar la desecación del 

antteuero, el cual se coloca en cantidad de 1 ul por pozo y se mantienen en CD!! 

1•luiento ha•ta 1u uao. 

llllTODO DE HICROCITOTOXICIDAD: 

1.- Daac:onaelar la• placa• que vayan a usarse dejandola• que alcancen la t••P•­

ratura ilabiente. 

2.- Añadir 1 ul da la auapenai6n celular, aprox. 6 000 cela./ ul a cada uno da 

loa posoa de cada placa. 

3.- Mesclar 1uaveHnte eapleando un agitador tipo V6rtex·. 

4 .... Incubar a teaperatura aabienta durante 30 •inutoa. 

S .... Se pone una aota da 1oluci6n de Hanlt1 en cada pozo de la placa y ae dejan 

aediMntar la1 c•tulaa durante 10 atnutoa a temperatura aabiante. 
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6.- Sacudir la placa con el Un de eliatur el Rlinlta y el au1ro que no reacciona. 

7.- S• adicionan .S ul d• compl••nto d• con•Jo a cada pozo y 11 .. acla 1uav1-.n­

t• con •1 •aitador. 

a.- Incubar a teaperatura aüilnt• durantl 30 ainutoe. 

9.- S1 d•poaita an cada pozo colorante azul tripln y se incuba 20 •inuto• a tea­

paratura allbiante. 

10.- La placa •• 1acud• a fin de alhif.nar 11 1xc110 de colorante. 



11.- Adicionar una gota de aoluci6n de Hanka y dejar que las celulaa aediaenten 

durante 10 •lnutoa. 

12.- Laa l'laccionea aon evaluadas en un microscopio óptico en base al eiguienta 

criteTto: 

C'1ulao Muertao (l) 

o --- 19 

20 --- 29 

30 --- 49 

50 -- 79 

80 -- 100 

Calif1cacl6n 

6 

B 

Interpretación 

Negativo 

lle1ativo 

Dudoao 

Pooitivo 

Pooit1vo 
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HETODO INICIALllEllTE PROPUESTO PARA LA CONGELACION 

DE CELULAS EN HICROPLACA. 

l.- Colocar una aicroplaca Teraaaki en hielo, correctaunta rotulada. 

2.- En cada pozo •• colocan 15 ul d• uzcla conselanta. 

HHcla con¡alante: 90% da S.F.T. (•uaro total d• ternera) y 10% 

da D.H.s.o. (d1utU•ulf6x1do). 

S1 prepara y •• unt11aa auMraida en hielo. 

3.- S• aju•ta la conc•ntrac16n d• l1nfoc1to• a 6 X 106 cal•./111. 

Prov1a•ente purificado• oobro un 1radiente de ficoll/hypaque y 

rHuap•ndtdo• en Hdio d• cultivo RPll·I (1640) qu• t1en• 20% de 

s.r.r. 

4.- Se coloca 1 ul d• •ata conc1ntract6n c1lular a la aicroplaca. 

5.- S• tncub•n 10 .tn. • 4°C 

6.- Po1teriorunte •• coloca aobre una cau da alcohol al 701 a - ao•c, 

durante 24 hra. 

7.- So paaa la •1croplaca Taraoakt al tanque d• 1Utr6aono U:quido (·170ºC) 

lt1ta para cuando ••''requiera 1u uao. 
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HETODO DE CONGELACION CELULAR EN HICROPLACA Y SU ALl!ACENAllIENTO. 

(METODO ESTANDARIZADO) 

1.- Se coloca la alcroplaca sobre un baño de hielo. 

2.- E~ cada pozo se colocan 3 pl de mezcla congelante (90% de suero fetal 

de ternera (Sn) y 10% de dlaetilsulfóxido [DHSO)), la cual se ancuen-

tra suaerglda en hielo. 

3.- Sa ajusta la concentración de linfocitos a 7 X to6 cela. /al, prevlaun-

ta purificadoa aobre un gradiente de densidad de Flcoll/hypaqua. 
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4.- Loa linfocitos se encuentran resuspendidos en medio de cultivo RPMI-1640 

(con 201 da sn); de esta auapenaión se coloca l ,ul en cada pozo. 

5.- Se aaraaan 30 pl de aceite mineral a cada pozo, para evitar desh1drata­

cU5n celular y p¡rdtda celular en loa lavados posteriores. 

6.- Se coloca la aicroplaca dlrectaunte en el congelador REVCO (-ao•c), 

donde •• deja de 2 hra. a toda la noche para poaterioraenta •1-cenar­

la en nltr4aeno lfquido bata qua •e requiera. 

1.- Hl alaacanaaiento puede ••r en al llEVCO (con•ervandoae ha•t• un año) S 

an nitr61ano Uquldo, por tiHpo lndaflnldo. 
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METODO DE DESCONGELAClON CELllLAll EN HlCIU!PLACA. 

l.- Sacar la alcroplaca del nitrógeno liquido ó del REVCO, aegGn sea el caso. 

2.- Tranaportarla •obre un bailo de hielo. 

3.- Dejarla a teaperatura •biente ha•t• que •• d1acongel1. 

4.- Inudiataunte deapu¡a, colocar una gota de SFT frlo en cada pozo, 

utlliaanda una pipeta paataur. 

5.- Se 11paran 10 alnutoa y poat1rior..nt1 aa aacuda la placa. 

6,- Sa proceda a lavar 2 vacas la placa can PBS (aalucl6n buffar da faafa-

toa), 

7 .- La·Jllaca H ancuantra llata para la tlpiflcaci6n y/a viabilidad¡ al­

aulenda la t'cnica de alcracitatóXicldad da teraaakl, 



RESULTADOS 

.~. 



TABLA N! '1 

RESULTADOS DE LA TECNICA DE CONGELACIOM CELULil Y ALllACEIWIIENTO. 

VARIAllLE DIP!REHTES ENSAYOS EFECTO E PECTO SlH ALTEIACIOM 
POSITIVO NEGATIVO ALGIJllA 

TEllPEIATUltA .4•c • -eo•c • 
-196°C • 

TlEllPO DK 10 llin. a 4•c • 
CONGELACION l año an llEVCO 

por añoa an N2 Uq. 

VOLIJllEll DK 3 uI • 
MEZCLA 5 ul • 
CONGELANTE 10 ul 

15 ul 

VOLIJllEll DE ain aceita 
ACEITE 10 ul • 

20 ul • 
30 ul • 
40 ul • 

CANTIDAD 6 ll 10: cola. /111 
DE CELULAS 7 ll 10 cala. /111 • 
POSICION DE isquierda • 
LAS PLACAS EN an •dio y al fondo • 
EL CONGELADOll da racha • 
CAKA DE al 70Z • 
ALCOHOL 

TIEllPO DE dla - l año (REVCO) 
ALllACENAllIENTO dla - año• (N2 Uq.) • 

VIAlllLlDAD REVCO (80Z-95Z) • 
N2 Uq. (85Z - 95Z) 

• • hacc18n qua •• obtuvo con dicho 1naayo. 

- • 1ln raacc15n. 



TABLA N• 8 

RESULTADOS DE LA TECNICA DE DESCONGELAHIENTO. 

VARIAllLE 

llEl>IO DE CULTIVO 
PARA LAVADOS 

llUllElO DE 
LAVADOS 

TEMPEIATUUS 
DE IKCUBACIOll 

TEMPEIATUUS DE 
DESCOIGELACIOK 

VIABILIDAD 

~ CAllTIDAD 
CELULAR 

DIFERENTES ENSAYOS 

IU'll-I 1640 
•Ol. Hank'• 
PBS 

lavado 
lavados 

10 ain - 2 hn. 
a t•llP• aal>ienu 
10 ain.- 2 hro. 

• 4•c • 

31•c 
temperatura 
allbiente (T.A.) 

auy b\lena con un 
aan•jo culdado•o 

•• untiene al 
trabajarlas 
culdado•aMnte 

EFECTO 
POSITIVO 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

* • ReacciiSn que ae obtuvo con dicho en1ayo. 
- • Sin reacci6n. 

EFECTO 
NEGATIVO 

SIN ALTERACION 
ALGUNA 

* 
* 

• 

~ 
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-20 

-40 

-60 

-80 

G R P. = 

-ALCOHOL 
50"1. 

···-·ALCCHJL 
coc. 

·····CURVA 
PRaJ. 

-ALCOHOL 
70% 

•••••tED. 
DIREC. 

i....---------------.....1-REVCO 
o 

1 3 5 8 11 14 17 21J 35 :o 65 80 100 

i!Er~Po Eti MIN. 

Para determinar laa condtcton11 de con1e1 .. 1ento dentro dal UVCO, 

11 probaron laa at1utanta1 varlantaa: 

1.- Colocar laa alcroplacaa en cua da alcohol al 501 

2.- Colocar laa alcroplacaa en cua da alcohol al 701 

3.- Colocar laa atcroplaca1 an alcohol concentrado. 

4.- Colocar la1 aicroplacaa an foru directa. 

5.- Tanilndo c090 rafaroncia una curva do congalac15n prograuda (l'C/•in). 

Loa ra1ultado1 loa ancontraaoa llu1trado1 an la arlfica M! 1 . 
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CUADRO N! 1 

COHSTRUCCION DI! UN PANEL CELULAll CON l!SPECIFICIDADl!S MEXICANAS. 

DONADOR Cl!LULAl llEXICANO l!SPECIFlCIDAD 

1.-CLAUDIA GAllCIA Ali A23(9) 839 8X 

2.- DANIEL SAi.AZAR A2 AIO 851(5) 835 

3. -SOLl!DAD llODIIGUEZ A2 A23(9) 835 8X 

4.-IGllACIO PAUllO AJ Avl9 88 817 

5.- Ll!UCIA VILLA· AIO Avl 9 85 835 

6. - LUIS A. Tl!IAll Al A2 814 135 

7. - llOl!llI llODlllGUl!Z AlO All 88 840 

S.- AlllIDA JllAll!Z A2 AIO 88 814 

9. - MARTlll MIRANDA A2 A28 85 835 

10.- VDOlllCA POllCI! A9 AJO{vl9) 814 840 

U. -JOSE GPE. IUJDRIGUl!Z A23(9) A29,Jl(vl9) 151(5) 8X 

12.- OSCAll CALVAN A2 A9 851(5) 8X 

13.- lllllA nous c111A A2 A23(9) 840 87 

14. - DAVID GARCIA A2 A26 851 (5) BX 

15.- CARLOS SANCHIZ Al AIO 17 118 

16.- ERASll) MARTlllEZ A2 A9 1151(5) 812 

17. - AIGEL CAMAllEllA A9 AlO 115 1121 

18.- SIGIPIEDO Pl!DJAZA A2 Avl9 15 1121 

19.- OLIVIA HKllWIDl!Z A2 Avl9 1144(12) Bl 

20. - RICARDO VAZQUEZ Al Al 18 1115 

21.- ANGELl!S llDDOZA Avl9 A23(9) 1113 Bl 

22. - Gl!ORGlllA llA&Tllll!Z A9 AlO 112 814 

23.- llA.Tl!lll!SA HEUEllA A2S A26(10) 1112 114 

24. - ILIA VALl!llCIA H. A9 AJO(vl9) 112 139(16) 

25.-IWIUKL MIRANDA C. A2 Al 15 121 

26. - IITA GOMZALEZ Al AlO 144(12) IX 



PROGRAMA DE BUSQUEDA DE ANTISUEROS HLA. 

SelecciSn de sueros para anticuerpos HLA 

Labor•torio cllnico 

! 
Detectar: 

Laboratorio de inveatigación l . 
Definir: 

Antiaueroa: claae 1 
claae 11 

Clase. l 
Clase ll 
frecuente e frecuentes 

pac. tranaplantadoa 
pac. con rechazo 

prograu 
de 

tranaplantH 
baja frecuencia 
nuevas eapecificidadee 

PASES DEL 
PROGRAMA 1 :::::::.::n •::i::·:::el de linfocito• 

1 anllisis 1 interpreteci6n de datos 

FUllllTES DE 
AllTISUElOS 

Placenta• de 11Uj1rea aultlparas 

Intercaabio 

Un gran nÚMro de sueros de placenta 

daber¡n probarse. 

1 
Utilizar un panel celular lo alis 

coapleto pooir•. 

Emplear un método eatad[atico adecuado 

para caracterizar loa antlaueroa. 
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CONSTRUCCION DEL PANEL CELULAR 

Loa individuos que conatitu)'an el panel deberán de enterarse del es­

tudio y 1ua i•plicacionea. 

Recol1cci6n de dato.: 

lloabr•-------------- Proyecto. _________ _ 

D1recc16n Fenotipo. _________ _ 

T•lefono Grupo racial: 

11 d• 11n1rlH Indraena. _____ Mestizo ___ _ 

Tiempo de participación. _____ _ 

Acaptac16n da cooperacilin. ____ _ 

laaponHble del proyecto _____ _ 

11 panel de linfoctto1 debe de tener laa atgutentea caracterl:attcae: 

- Tener una adecuada r1pr1aentact6n de toda• las e1p1cificid1dea, aal co­

.., de antf1enoa tndatantnadaa. 

- Cada 1ntl11no deba estar representado en 2 6 l pan1lea diferente.: 

a) Un panal que contenaa laa eapactftctdadea ala frecuant•• an 

la poblac16n •xlcana, 

b) Otro qua contenga loa antlgenoa da baja frecuencia. 

Resulta diffctl para un laboratorio adquirir tal panel a1pac:lali­

z1do, de ahf que •e reco•ienda u•ar la ayuda de un laboratorio de 

referencia, por lo que ea 111portante contar con panele• de grupo• 

racial•• al nu1atro. 

e) D1b1ma incluir un panel en donde se encuentren uno ó úa antfgenoa 

indeteratnadoa 11blancoa" con 11 objeto de identificar nuevoa aleloa. 
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Para seleccionar las células del panel, se eliminaron aquelaa que: 

- preaentaban antlgenos del misllO grupo de reactivldad cruzada. 

- las que re•ultaron hoaocigotaa. 

- y laa que presentaban la combinación de un antf:geno con alguno de 

au1 11apl_its" (subtipos). 

Con doa de loa 3 paneles anteriores, se puede aumentar la eficacia sin 

aacrlficar calidad en la caracterlzaci6n del suero. 

COLECCION DE LOS SUEROS 

PLACKllTA - FJIACCIONAI\ EXPRIKlll 

ALllACEllAJ. l 
-zo•c -- SUERO. (¡) MATERIAL 

/ EXTRA IDO 

KICROALICUOTA 

. Loa 1uero1 deben aer probado• con linfocitos provenlentea da sangre 

fre1ca y ahora con la ventaja da poder probarlos taabi¡n con cllula1 

conaaladaa. 

La tiente& utilizada para seleccionar a loa sueros deber¡ aar la •laaa 

utilizada para la tiplficaci6n HLA. 
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AllALISIS DE DATOS 

Para deteminar la especificidad de un suero, ea mediante la compa-

l'&ci&n de reactlvidad entre sueros problema y sueros de referencia de 

un panel celular. Eato se logTa mediante el uso de tablas de 2 X Z • 

Donda: 

SUKIO 

PIOILEllA 

•• + + 
b. + -
e• - + 
d. 

+ 

SUERO DE JIERREllCIA 
+ 
a b 

d 

concot'dantea positiva• 
falsos positivos 
Palios neaativoa 
concordante a ne1at1 vos 

Pat'a euatnar un aran núMro de auaroa y para a1ipar la e1pacifict-

dad a4iclonalaa, H puada utilhar al 11 ... do an'1h1a da 1ncluai6n. 

El proar ... da cD11pUtadora para dicho adUaia incluya una tabla do 

2 X 2 , la x2 y al coaficionta do corralac16n (r). Sin allbarao aate mi-

todo no reconoce 1ubeap1cificld1daa a •nos que au axiatencta haya 1ido 

pravt ... nte toudl:l. en cuenta, pot' lo que para un ujor anl11a1a 1 debarl 

11r naceaarto un an&liata d11cr1pt1vo. 

La doftn1ci6n da nuovoo ant!gonoa 6 oubaapoctflctdadaa rac¡uiero do 

probar ltnfocitoa ele otT&a ra1a1. 

Cuando una nueva 1er1e de antr1eno1 e1 explorada, tal c:o11a el DQ, •.n 
tonc:e1 un pro¡raaa tipo "Clust1r" (ql'upact&n). •• decir para anal11ar 

dato• que tienden a a¡Tupar1e. 1e puede utllisar. 
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POSITIVOS 

ESQUl!llA GENERAL DE BUSQUEDA DE ANTISUEROS HLA 

PLACENTAS DE MUJERES KULTIPARAS 

! 
SUERO 

l 
ALI CUOTAS 

DEFINICION DE ESPECIFICIDAD 
CELULAS CON Aga. FRECUENTES 

~ . ~ NEGATIVOS 

~ 
SELECCION DE SUEROS CON CELULAS 
CON As•. INDETEIMillADOS 

POSITIVOS 

! 
DEFINlCION DE ESPECIFICIDAD 
CELULAS CON Aga. DE BAJA 
FRECUENCIA (LAS.DE REFERENCIA) 

' NEGATIVOS 
ELIKINU 

~ 
AllALISIS 

DE 
IllCLUSION 

NO DEPrIILES 

PIOIAll CON CELULAS 
DE OTllA RAZA. 

l 
ANALISIS DESCllnIVO 
TIPO "CLUSTD" 
(AGllUPACION DE DATOS) 

60 



AIALISIS DE RESULTADOS 
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La determinación de varios parámetros en diferentes ensayos (ver . tabla N!. 7 y 

M!. 8) , peraitierod llegar al diseño de una técnica de congelación cel~lar en aicr.!!_ 

placa. As!, teneaoa que: 

l.- La teaperatura da congelación juega un papel muy importante, pues ae ob11rvó -

qua ai se. trabaja todo el procadiaiento sobre hielo, no es necesario incubar la -

placa a 4•c, aino qua •• coloca directamente en la unidad de cong1lación (JlEVCO a 

-eo•c) obteniendo raaultadoa aatiafactorioa. 

2.- Con ra1p1cto al tiempo da congelaatento, · •• obaerv6 qua deapula da doa horaa -

en el IEVCO (-BOºC) ye H pod{an pasar ai nitr6geno liquido, ain llegar a alterar 

la M11brana celular. 

3.- 11 volUMn da Mscla congelante ae fue variando desde 15 ul hasta 3 ul~ aa ob-

aarvó qua no afectaba a la viabilidad pero a[ a la cantidad, pues entre uyor vol.!! 

Mn ae colocaba, en el •aento de loa lavado• ae llagaban a perder úa cllulaa, en 

c&llbio con un voluaen de 3 ul ae conserva ala la cantidad de c¡lulaa. 

4.- ltl voluMn da aceita •ineral se eatablec16 en 30 ul, ya que aparte de conaarvar 

hidratadas a laa c•lulaa, peraitla que •• perdieran ••noa c¡lulaa. 

5.- Para ayudar a untener un buen nú•ero de c¡lula• deapufa de deacongelar la pl,! 

ca, .. opt6 por aeabrar 7 X 106 cela, /al en lugar de 6 X 106 cola, /al, lo cual ro-

ault6 auy baneficioao; ya que en efecto ae aantuvo una .. yor cantidad de célulaa. 

6.- La poatci&n de laa placaa en el congelador, no altero en ninaGn aapacto loa -

rewltadoa da cona•laci6n. 

7.- Sepn loo raoultadoo de la grifica R~ 1, la congelaci6n en caaa de alcohol al 

501 ea gradual, C011Patable a la de un equipo coatoao donde la congelaci&n ea pro­

gr ... da a t •c/•in •• la que se supone ea ideal. 



8.- En cau de alcohol al 70%, la temperatura de congelamiento también es 

gradual aunque es un poco mia rápida. 
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9.- ~n cau de alcohol concentrado. el congelamiento es gradual a una velo­

cidad intentedia entre las dos anteriormente mencionadas. 

10.-itl congelaaiento en foraa directa, aunque pri•ro •• gradual a partir 

de loa 10 ainut,oe donde r•g1atra una teaperatura de -1o•c. sufre .una ca[da 

rlplda y a loa 15 alnutos ya ha alcanzado -4o•c, poateriorMnte se vuelve a 

••r lento. 

11.-'La caaa de alcohol a cualquier concentración ea poco práctica, ya que 

no •• poatblc •Pilar varia• plac••• puede llegar a derraurae • esto provo­

ca la deanatu~alia:actcSn del aedio e incluso llega a aatar a la• e¡ lulas. 

12.-Se oboerv6 qua la velocidad de congalaaianto celular dentro del lll!VCO, 

no afecta la Mabrana celular, por lo que ae optó .. car la• placas directa­

•nce. 

13.- !l t1011po da alucanaaf.ento en el IU!VCO •• nplio, va dHd• d!H haata 

un ai\o, en ••t• caso •• prob6 ha•t• 6 uaea dando buenos raaultadoa de via­

bilidad (80% - 951). 

14.-U alucennlonto an nicr6geao ltquido ea por t1•11po indefinido, lu 

célulaa aa conservan con -Y buena viabilidad (851 - 951), lo cual era• 

&Tanda• ventaja• poT ••r un útodo aplicable a otros estudio• biolo1ico1. 

15. -Al dHcongalar •• obaarv6 qua loe 3 •dioa de cultivo utili&adoa para 

hacer loa lavadoa, daban taual raaultado, optfndoae por el PIS con fin11 

prlcticoa en cuanto a u10. preparac16n y i-endt.ianco .. 

16.-Se aatablect6 hacer 2 lavado• poatorioraa a la d11congelaci6n porque 

con uno, quedaba reaiduo1 da OllSO perjudicando la vtabilidad celular • 

. 11.-tn cuanto a loa tleapo• de 1ncubaci6n a t1aperatura aablenta (T.A.), a• 

obaervó que deapuifs de deacongeladaa. laa cllulaa conservaban una buena vta-



bilid•d hasta 2 hra 1 lo que permite trabajar correctamente la t¡cnica de 

•icrocitotóxicidad a T.A •• 

18.-La teaperatura de descongelación puede ser de 37°C ó de T.A., ain que 

exista alteraci6n célular y en cuestión de tie•po no ea muy grande la dif!, 

reacia, lo que nos dá la ventaja de trabajar a T.A. cuando no se encuentre 

disponible un baño aar!a a 3J9C 6 cuando se trabaje uñ gran lote de plac8:•• 

19.-Se ha co•probado que trabajando adecuada .. nta eata ticnica con todo• 

loa cuidados y detalles que ésta i~lica 1 se loara conaervar una buena can• 

tidad celular, adeala d• una excelente viabilidad. 
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20.- Con el prop6atto de obtener sueros anti-HLA de una fuente natural y ór-

1ano de deeecho como ea la placenta huaana, •• expriaieron .. c,nlcaMnte 

ses placenta•. de lo• sueros obtenido• 252 fueron citot6xicoa al ••r proba­

do• con un panel formado al azar, para ob•ervar cttot6x1cidad. Poateriol'M!!, 

te aerln enfrentado• a un panel selectivo, foraado por eapectftctdadea ra­

preaentattvaa de la población •extcana; loa reaultadoa obtenido• aer¡n 10-

•ttdo• a un adlteta eatadlatlco para establecer au eapeclftctdad corr•a­

pondtente y aal ftnal .. nte lograr la obtenct6n de aueroa antt-HLA eapecfft­

coa, en buena cantidad• calidad y a bajo coato. 

21.- Se con•truyó un panel celular con especificidad•• conocidas (Cuadro K~l) 

dicho panel fue sometido a la técnica de congelación diaeñada, poatartor..n 

te deapufa de la de•congelactón se deterainó nu1va•nte •u• eap1ctftctdad1• 

HLA, 101 reeultadoa de110atraron que aún de•pué1 de deacongeladaa, laa cllu­

la1 no aufren caal>io al1uno en 1us deter•tnantes anttgfntco•. Se coaprob.S 

taüifn que afec~iv&Mnte la técnica diseñada en comparación con la tlcntca 

uaual de atcrocitotóxtcidad ahorra tieapo. uso de uterial y raacttvo1; y 

•obre todo abate en gran porcentaje el coito que ••taa pruebaa provocan. 



CONCLUSIONES 



Los objetivos planteados fueron alcanzados en gr~n •edida, ya que los 

resultados obtenidos después de un exhaustivo estudio y una amplia experi­

mentación, de11astraron ser satisfactorios. 

- Se di•eño un •itodo de congelación y almacenamiento ct!lular en •icroplaca 

que: 

1) S6lo requiere coao equipo indispensable una unidad de con1elaci6n que 

alcance una tlaperat•ira de -BOºC,en este caso se ut1Uz6 el UVCO, eate 

equipo sa encuentra en cualquier laboratorio de inveattsaci6n, al igual 

que 1011 reactivos utilizados. 

2) Deapula del con1alaaiento conserva a las células integraa, untantando 

au actividad biológica, lo que da seguridad, calidad y eficacia al Mtodo. 

3) Da la ventaja de congelar en una sola vez un gran lote de panel9• celu­

lar••· 
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4) Evita el aangrado de pacientes y la aeparact&n de una gran cantidad de 

célula•, cada vez que ae realicen estas prueba•. 

S) Peralte probar un gran nG•ero de sueros indeteminadoa en poco tie•po. 

6) Conserva el panel celular eapec!fico congelado y alucenado hasta el 

.OHnto que s• requiera, (en RJ::VCO hasta un año y en N2 lfquido por ttea­

po 1nd•f1n1do). 

7) Coaparado con el método coaunaente usado, reduce gasto de reactivoa, 

tieapo, u•o de utertal y costos. 

De acuerdo a loa puntos anteriol'llente •encionadoa se llega a la conclu­

sión de que ea un método sencillo, eficaz y seguro; que nos proporciona 

uyor beneficio a bajo costo, además de ser aplicable a una gran diver•i-

. dad de eetudioe biológicos. 



- Su aplicación en la búsqueda de antisueros HLA a partir de placentas hu­

manas es muy importante, pues sólo va a ser necesario probar los sueros, 

inmediataaente después de obtenidos, con el ·panel eepecif!co de la pobla­

ción •xlcana congelado y as{ los resultados positivos so-.eterlos a un an! 

ltala estadfstico (actualaente prograaa de computadora) para llegar a la 

deta .. inac16n da au especificidad. 
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- La obtencl&n de suero• a partir de placentas huunas, lndlcan que la ex.• . 

tracclSn aecSnica a taaperatura •ablente ea wy satisfactoria, puea peralte 

una aelecct6n previa en cuanto al estado ffsico (sin putrefaccilin) y el vo-

1 .... n obtenido (ala de 3S •l) • Los r .. ultadoa obtenidos indican qua de 585 

aueroa 252 auero1, arpoxiaada•nte la tercera parte, presentan reactlvidad 

cttot6xtca, lo cu1l •• coaparable con loa datos reportados en la 11teratu-... 
- La conatrucci&n d•l panel celular con eapeciftcidadea ••icanaa: 

l) Hoa perait• descartar sueros negat.ivoa. 

2) Acelerar al trabajo de busquoda de antiaueros HLA. 

3) lntercubiar dicho panel adeús de antiaueroa eapec!ftcoe, con labora­

torto1 de 1nv••ttgacti5n tanto nacional•• collO intemacionalea y as!, 

ampliar úa el niíMro da especificidades reconocidas. 

- El prograaa de búsqueda da antlaueroa MLA planteado, pentite proce•ar 

los sueros de una unera ordenada, precisa y segura para obtener aueroa 

anti•HLA eapac[ftcoa en poco tiempo y a un bajo costo. 

Con el eatudlo realizado en al presente trabajo se prat.ende aoluctonar 

algunos de loa proble .. s que actualaente enfrentan los laboratorio• de 

inmunogenitica en nue•tro pala y que al continuar con este prograu poco 

a poco ir¡n desapareciendo. 



Sólo queda mencionar que en la búaqueda de sueros anti-HLA, se logró lle­

gar hasta la prueba d• citotoxlcidad, seleccionando los auet'OB cltotóxlco1 

proveniente a de placenta; no fue posible determinar a dichos 1ueroa au ea­

p1clficidad, ya que no se contaba con el uterlal necesario debido a la cri­

sis econó•lca que en este momento atraviesa nuestro pala, sin aabargo eate 

eatudlo abt'a laa puertas a la lnveatigaci6n de HLA y actualMnta se sigue 

trabajando aobre asta protocolo, aplicando loa avance& adqulrldoa. 
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APENDICE 

FOIUIALINA AL 40%: 

1.- Adicionar a 1000 ml de formaldehldo aprox. 3.0 gr. de fosfato de sodio 

disolver usando agitador magnético. 

2.- Ajustar el pH. entre 6.8 y 7 .2 , con HCL. 

3.- Añadir 10 gota• de sol. eoaina amarillenta. 

4.- Filtrar ante• de usar y almacenar en botella limpia a Temp.ambiente. 

EOSINA AllARILLENTA AL 5%: 

l.- Disolver 25 gr. de Eoaina en polvo en 50 'ml de agua destilada dentro 

de un aatra& voluMtrico de 500 ml. 

2.- Aforar a 500 •l. con agua destilada. 

3.- Filtrar antea de usar, se conserva a T. A. (temperatura ••biente). 

SOLUCION DILUYENTE DE COMPLt:ll~1iTO: 

1.- Se prepara con: 0.0008% de lf&Cl2 , 0.0008% de CaC12 y rojo de fenal 

com indicador, en aoluci6n salina de fosfatos y se conserva a 4•c. 

COMPLt:llENTO DE CONl!.JO: 

1.- Se ráconstituye el Uofiltzado 1 para su uso adicionar por cada ml. del 

reconatituido, 0.5 al. de la soln. diluyente de complemento, el pH debe ser 

entre 7 .O - 7 .2 • Nota: Una vez diluido se mantiene a 4ºC. úx. 24 hrs. 

SOLUCION AllORTIGUADORA DE FOSFATOS (P.B,S.) 

1.- ae pHan: NaC1•7.65g, Na2HP04 • 1.268g., Na2H2P04 • 0.1 g., KH2P04 • 

0.2113 •• se afora a 1 lt. con agua destilada y se ajusta el pH • 7 .2 • 

ESTA TESIS 
SAUI DE LA 
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