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RESOMEN 

El cultivo mixto de linfocitos (MLC), es un ensayo 
útil en el est.udio de la respuesta inmune mediada por 
células y que está controlado por moléculas de clase II 
(HLA-DP, -DQ, -DRI del complejo mayor de histocompatibilidad 
(MHC) en el humano (HLAl . 

Este ensayo se usa clínicamente para la determinación 
de compatibilidad en el transplante de órganos (riñón, 
médula ósea, entre otros), especialmente entre miembros de 
una familia, Idealmente el donador y el receptor no deben 
estimularse mutuamente de tal manera que la respuesta 
proliferativa de los linfocitos sea 11 insignificante 11 o nula. 

El MLC puede ser realizado de manera unidireccional o 
bidireccional. En el primer caso las células de uno de los 
individuos son tratadas con mitomicina e o radiación y la 
proliferación existente es debida al estimulo generado por 
el otro individuo (células respondedoras) . En el MLC 
bidireccional ambos grupos celulares actúan como 
estimuladoras y respondedoras. 

Las células involucradas en esta reacción, son 
principalmente los linfocitos T (LT), cuya proliferación 
puede ser determinada mediante la incorporación de timidina 
tritiada o por el método de incorporación de 
bromodesoxiuridina (BrdU) que en este caso fué el elegido. 

Se realizaron cultivos mixtos bidireccionales de 
linfocitos entre indi viduoa emparentados y no emparentados 
cultivados durante 8 y 10 días. Los resultados revelaron una 
cinética de proliferación celular incrementada en aquellos 
MLC en los que participaban individuos no emparentados, en 
comparación con la que se encontró en los MLC de individuos 
emparentados y que se determinó mediante el índice mitótico 
(I .M.) y proporciones metafásicas de primera (Ml), segunda 
(M2) y tercera (M3) división (diferenciadas por la tinci6n 
especifica para cromátidas) . 

Por otro lado se determinaron las subpoblaciones 
linfocitarias predominantes en cada cultivo mediante 
citometria de flujo. En los MLC con 100% de compatibilidad 
hacia los antígenos HLA de clase I y II las proporciones de 
linfocitos T CD4+ y CDS+ no variaron entre si de manera 
significativa en ninguno de los períodos de cultivo, 
mientras que en los que existía un 50% de compatibilidad 
para estos antígenos, la proporción de LT CDS+ tendían 
ligeramente en promedio a incrementarse conforme transcurría 
el período de cultivo; presentándose la misma tendencia en 
aquellos MLC entre individuos no emparentados. 



r . ANTl!iCEDENTES • 

La respuesta inmune es resultado de la interacción del 

antígeno con células efectoras y reguladoras, cuyo objetivo 

principal es el de defender al organismo de los diversos 

agentes infecciosos y aquellos potencialmente patógenos. 

Dentro de las células involucradas en la respuesta 

inmune se encuentran los linfocitos T que son los mediadores 

de la respuesta inmune celular en colaboración con otras 

cf!lulas fagocíticas. 

Tanto el desarrollo de técnicas de cultivo así como el 

establecimiento de métodos "in vitre" que simulen procesos 

de inmunizaci6n "in vivo", han provi~to de herramientas para 

el estÜdio de la inmunidad mediada por células. 

U'no de estos ensayos de moni toreo inmunológico, con 

potencial predictivo de una reacción humana hacia 

aloantígenos es el cultivo mixto de linfocitos (MLC) . 

En 1961 R. Schrck y w. J. Donelly, en un estudio sobre 

las diferencias entre cultivos de leucocitos normales y de 

individuos leucémicos, observaron, en un cultivo de 5 días, 

un número pequeño de "células grandes" con núcleo prominente 

y algunas de ellas en mitosis. t.os investigadores notaron 

que los cultivos habían sido realizados con sangre de 2 

individuos, sin imaginarse que la respuest.a proliferativa 



era debida a la reacción mixta de linfocitos (MLR} descrita 

tiempo después (1). 

El descubrimiento se realizó más tarde por ·.dOs grupos 

de investigadores Barbara Bain y col. y Fritz. H. Bach· con 

Kurt Hirschhorn; quienes demostraron que coct.Íltivarido 

leucocitos de individuos no r«7lacioná'dos, ·éstos se 

transformaban en blastos y proliferaban de manere1:·.:si1mil~r a 

aquellos a los que se les adicionaban mit6genoS' é2,3) .~ 

Dos ailos después el grupo de Fritz H. Bach describió 

un método en.el cual, a diferencia del anterior, existia un 

grupo de "células respondedoras" frente a otro grupo celular 

estimulador que se trataba con Mitomicina e para evitar la 

replicación de su DNA y, por lo tanto, la respuesta 

proliferativa existente era debida las células respondedoras 

(4). 

En general, el cocultivo de linfocitos provenientes de 

dos individuos es referido como cultivo mixto de linfocitos 

(MLC) , y la reacción dada en el cultivo se conoce como 

reacci6n mixta 4e linfocitos (MLR) o bien interacción mixta 

de linfocitos (MLI). Ahora se sabe que el cultivo mixto de 

linfocitos (MLC) constituye una forma especial de 

estimulaci6n antigénica producida por antígenos HLA 

alogénicos en los linfocitos (5). 



II. I!!TROpUCCION 

2, O LINJ.'OCITOS 

Los linfocitos son producidos en los'6rganos linfoides 

primarios o centrales (timo ·y médulél · .·6Sea) en· elevada 

cantidad (10 9/d!a). Estas.cÍilul~s .median dos Úpós generales 

de _funciones inmunol6gi_~~-~-/\~~. ~f~6·t~~~>;-·:i~ :·~~9u1adora (5). 
·,)-~':.:- .~~.. o.-~ 

Dentro de las fu~é'i6~~·s~ :~;~~d~'~i~:~:'.~ está'~ 'i~·~1U:!das, las 

reacciones de hiper~e~~;16:i.1¡~~~· · ;,:t~~-~·1·~·;~ .. el rechazo de 

aloinj ertos, la inmunidad humoral y la reacti vidad de 

injerto contra huésped (5) . 

Las funciones reguladoras de las células T . están 

representadas por su capacidad para controlar la 

citotoxicidad mediada por células T y la producci6n de 

inmunoglobulinas por linfocitos B (5). 

Los linfocitos T y B son activados por estimulaci6n 

antigénica. Para que esto ocurra el antígeno debe ser 

"presentado" a los linfocitos por células accesorias. Esta 

interacción involucra el reconocimiento de moléculas 

especificas en la superficie de ambas células. Esta 

activación trae consigo un incremento en la síntesis de 

proteínas y en la exp.resi6n de un gran número de moléculas 

de superficie induciendo la aparición de marcadores 

adicionales {marcadores de activaci6n}, como la interleucina 



2 (IL-2) y su receptor (IL·2r), moléculas del Complejo Mayor 

de Histoc,ompatibilidad. (MHC) 

transferrina," ent:re.otl:-as (S) o 

receptores de 

Existen dcei ::S~bi~~i·~~-~o.n~~··,· ~~·'. .. :céiU1a~: pueden 

ser dist.in~i<'.1~-~ .. ~~-~-;~~~~-~,~~~-:-;:~:··:~~·:«.~~-r~~Si-6n de· 9liCo"pl:oteí?tas 

de membrana llainádas~,CD4~~y-~·-cos~-:-q\ie:·plleden ser definidas con 

anticuerpos monoclonales. El grupo de células CD4+, expresan 

una glicoproteína de 62 kD; -mientras que el de células CDS+ 

expresan una glicoproteína de 76k:O. Estas moléculas act\lan 

como receptores para moléculas del MHC clase I y de clase 

I I, respectivamente, y ambas contribuyen al reconocimiento 

de antígenos por parte de la célula T (reconocimiento 

inmune) y a su activación (6,7). Las subpoblaciones de 

células. T no solamente difieren en sus marcadores de 

superficie, sino que también presentan funciones efectoras 

especificas dentro de la cooperación celular. Dentro de las 

células CD4+ existen las inductoras o efectoras y las de 

ayuda o cooperadoras (LTH) mientras que dentro de las CDS+ 

existen las supresoras y las citot6xicas (LTC) (7), 

El periodo de reconocimiento antigénico_, involucra la 

respuesta de las células T por la síntesis y secresi6n de 

citocinas y de los receptores correspondientes de alta 

afinidad con la subsecuente expansi6n clonal (5,7). 



2.1 RECONOCIMIENTO ANTIG!!!NICO 

Las células T reconocen directamente al antígeno sobre 

la superficie de células presentadoras de antígeno (APC) • La 

gran mayoria de ant!genos requieren procesamiento 

intracelular antes ~e que puedan ser presentados ·a· las 

células -T en forma inmunogánica siendo ésto U~ r~sgo· :._Comiln 

de las. reacciones .·inmunes involucradas con cálulas'_T (Sf. Si 

por cualquier caso la degradación interna del antígeno es 
' ' 

bloqueada, las APC son incapaces de presentar el antígeno 

(1,8). 

Los LTH, reconocen el antígeno sobre APC con 

restricción genética por el MHC, es decir, el haplotipo que 

deberá presentar la APC deberá ser el propio, ésto implica 

que las células T pueden de alguna manera reconocer el 

antigeno y el MHC sobre otras cálulas (B), dicho proceso se 

describirá más ampliamente. 

La mayoria de las células T que expresan moléculas 

C04+ reconocen al antígeno en asociación con moléculas de 

clase II en la APC. Mientras que las células coa+ reconocen 

al ant!geno en asociación con moléculas de clase I (5,6') 

(Pig. 1) y se conocen como células T cieoe6xicas. 

Principalmente pertenecen al grupo de linfocitos COB+. Sin 

embargo una minoría de LTC (menor del lOt) son C04+ (6), 



Los LTC son una subpoblaé::i6n de linfocitos pequeños, 

los cuales so~· ·1~Por~~nt.e!;~·:·,-~~ ··.la destrucción de células 

infecta~as, ~·or · .. -·.·~·i~·~ ~·;;;\-·~u~~~~aies, ·células de transplante 

alogénico y x:tt~~?~f y:;·~~ : : · .. 
La importanci.~'·.·~~.'.:':~·as~,cé:l~las T· cooperadoras CD4+ es 

la provision d~ c~i6~J.~~~%;~~]J¡,i~s ~l caso de la IL-2 y la 

interleucina ·--4 ·_ · :'\'i~·{ll'·;;:: :~~j~~{.:~i~·~u~~:e.rl: · el crecimiento . 

dependiente de anti~~rio·• y ·la ·é:Iiferenciaci6n de las ·células 

efectoras "in 'vit?-0•~ (6)_~ 
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lnumune celular y humoral. 



2.2 COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAO CLASE I y II 

En 1931 Landsteiner, sugirió que de manera similar a 

los grupos sanguíneos, podía haber antígenos involucrados en 

la aceptaci6n o rechazo de tejidos a transplantar, al 

encontrarse~ por primera vez, anticuerpos leucoaglutinantes 

en lo~ sueros de pacientes politransfundidos y en los sueros 

de 20-30% de las mujeres multíparas. El análisis de los 

patrones de reacción de estos antisueros indicó que cada uno 

de éstos daba reacción positiva con las células de algunos, 

pero no de todos los individuos y que antisueros diferentes 

reaccionaban de manera cruzada con las células de diferentes 

poblaciones de individuos. Este patrón de reacciones sugirió 

que loa antisueros estaban identificando aloantígenos, es 

decir, antígenos presentes en las células de individuos de 

una misma especie loa cuales eran producto de un locus 

genético polim6rfico (S). 

El nombre de antígenos de histocompatibilidad se 

adopt6 para estos antígenos involucrados en el rechazo a un 

injerto. Están codificados por un gen localizado en el brazo 

corto del cromosoma 6 (Pig.2), (8). Se reconoce ahora que 

las proteínas codificadas en esta región están involucradas 

en muchos aspectos del reconocimiento inmunológico, 

incluyendo interacciones entre diferentes células linfoides, 

y en las que se ven involucrados linfocitos y APC (9,10). 



Con base a su distribución tisular y eseructural los 

antígenos HLA (antígenos de leucocitos· hu~anos), se han 

dividido en 2 clases: 

Antígenos de clase I, llamados también antígenos 

típicos de histocompatibilida'd, incluyen a los antígenos 

HLA-A, HLA-B y HLA-C. Su función principal es la de mediar 

el reconocimiento· de antígenos nominales por los LTC con 

fenotipo CDS+ (9,10), (Pig. 2). 

Los ant!genoe de clase rr, incluyen a los antígenos 

HLA-D, HLA-DR, HLA-00 y HLA-DP, Esta moléculas presentan una 

distribuci6n más restringida, se encuentran en algunos 

componentes del sistema inmune, incluyendo células B, 

células del linaje monocito/macrófago (células epiteliales, 

de Laiigerhans y células dendríticas), epitelio tímico y 

células T activadas. Así mismo, pueden expresarse sobre 

algunas células tumorales (11,12), (Pig. 2) 

Cromosoma 6 

_____ o. _____ Clase III ____ a __ c ___ A __ _ 

CLUB :U: CLABs III CLAS& I 

-DP -DQ -DR 

-OZ -DO -OX 

Figura 2. Mapa génico del MHC. Se esquematiza el brazo corto 
del cromosoma 6 en el cuál se encuentran los genes que 
codifican para los antígenos clase I (HLA-A, -B, -C), clase 
II {HLA-DP, -DO, -OR) y clase III. También se deeallan los 
genes que codifican para la región D (8). 



El papel principal de los antí9'enos clase de II del 

MHC, parece ser la mediación de interacciones entre las 

células del siste~a; i~r?t"Une ·: faélul.~s -T-macr6fagos-Linfocitos 
·, ',.' -·': 

B) y otras c~lulas/«:p~~·s,eilt·adoras de antígeno que son 

respuesta inmune 

(7' 8, 9)_. 

Los antígenos -del MHC de clase II son ce-reconocidos 

por célul~s ~04+ ju~t·o con- antígenos presentados por la APC. 

Un reconocimiento similar de antígenos y productos del gen 

MHC ·existe para LTC, ellos reconocen ep!topos de ant!genos 

junto con epítopos de moléculas clase I del MHC. Este 

reconocimiento dual es la base de la restricción 

inmunológica de los LTC. Las moléculas CD4 y CDS determinan 

cuando· los antígenos clase II y clase I, respectivamente, 

están involucrados en el reconocimiento antigénico 

(13,14,15,8) (Pig. 1). 

La generación de una respuesta inmune efectiva 

usualmente involucra la activación y la expansión clona! de 

linfocitos-antígeno especificas. La activación de linfocitos 

T requiere de dos señales: La primera involucra la 

interacción del antígeno en el contexto de una molécula del 

MHC con el receptor antí.génico de células T (TCR) ; y la 

segunda sei\al, la estimulación del TCR causa la expresión 

del receptor para (IL-2r) y la producción de linfocinas, las 

cuales usualmente incluyen IL-2 (14). Esta estimulación 

antigénica conduce al incremento en la síntesis de proteínas 
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Y a ra transición ·de GO a.' __ 01: .Posteriormente, para que 

continue el· ciclo-celula-r, a partir .de· 01. se 1 requi~re de una 

segunda seil~i (1~ )1, is; l!h: 
''.); ., : :~;·:_~¡\~~·:,:· ,.:;::·~:~-· ·_~·:. ··. ···, ~::;-.... 1 _, •• 

Los :i'lrif~6it~~-~T:--~~-~~-~-~i~~~S ~C~~n'.'.~¿Í~ á'~t·rg~ri~- y .. que aan 

no -~~~-.:~~~-6~1~-~.~~~~b /{~;~~-~~~~~~t~·;·· ·pu~den<S-~1-':-·difeie~~·:t-ados de 

los __ -l~_n_foc_ito~: :'.:.T_·, sin>:::activar me'diii~¿~-~-:- i~ :· P_re'S.en~ia ·de 

receptores.- para IL-2 y la habilidad para, proliferar .. en 

respuesta a IL-2 (20) , 

2.2.1 Estructuras 

Molicula de cla•e I. 

Son moléculas bicatenerias, Una de ellas está 

constituída por una glicoproteína polimórfica (44, ooo D) 

codificada por genes en el HLA., que se asocia en forma no 

covalente con una proteína no polim6rfica de peso molecular 

12, 000 conocida como Beta 2-microglobulina, codificada por 

un gen en el cromosoma 15. La molécula está insertada en la 

membrana celular mediante la cadena glicoproteica de peso 

molecular 44,000 que está dividida en regiones. Si 

comenzamos con el extremo -NH2 terminal existe: Una porción 

extracelular hidrofílica, una porción transmembranal 

hidrófoba y una porción intracelular hidrofílica. Los 

determinantes anti~énicoa HLA residen en la porción 

hidrofílica extracelular. La región intracelular hidrofílica 

puede fosforilarse y se ha postulado que esta reacción 
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permite la transmisi6n de las señales extracelulares al 

interior de la célula (S) (Pig.3). 

Moléculas de clase II. 

Consisten en 2 cadenas polipept!dicas (álfa·: y ·beta) . 

Estos péptidos están unidos por '.·fue·~~~~··::.-n~:>c~~aleri.tes y 

ambas cadenas atraviesan la membra.ná: ,pi~'s~'áti6~:~, ·~~~- .-¿á~~~as 
comp_~~~t'.'.'.~-· de ~·;9 -.~:-~:

1

~.:~-~-:7;- aminOácidos alfa y beta es tan 

respectivamente. '·:~·~ ',·:¿;_::>"· 

Cada cadena está diJÚfda:~ en <t:'regiones. principales: 

Dos regiones'·"glob~la~~s·. ~~tr~~~i-~l'~·~e.~\' (alfél · 1; beta l., alfa 

2, b~ta 2); -~~~~~~~g¡~~·::·:~-~~-~·a:·:~f;~~-~-~-~~~~;~i-.. hidrof6bica (TM> 

y una regi6n:i.~b;~a~~;~.J. iip1á.smi~~ hidrof!lica (CYT) (5,6) 

(Pig.3). •" -.. ,·-; .. ::'<· ·c-;:.·-. · 
~:.,., ·,, ·- .. 

. ' -.-:.}\>::~ .. ;~:,': 
La~ -moléculás de clase I y clase II son estructuras 

altamente., ~ p·61i~6rfi,cas, existiendo múleiples alelos 

diferentes en ·cada locus conocido, Este polimorfismo se 

d.efini6 originalmente a través del uso de aloantisueros, 

poblaciones linfocitariae alorreactivas y, más 

recientemente, por anticuerpos monoclonales. Asi, un alelo 

reconocido puede presentar diferentes especificidades 

aloantigénicas, por ejemplo, se puede tener el antígeno HLA

A con diferentes alelos: A 0202, A 0203, A 0204, etc, todos 

ellos con una especificidad aloantigénica hacia el HLA-A2 

(6). 
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A causa de su eslabonamiento··-íntimo, la cOmbinación de 

alelos en un solo_ cromosoma se h_e,reda¡. ··pOr:)o·_·g~ne~al, como 

una unidcÍd, la que se ~on~ce~-como ---~i:·h~piÓti~ó.' ·-P~esto que 
' . ' ·... .· 

nosotros heredamos un cromosoma de· cada P~ogeni ter tenemos 

dos haplotipos HLA. Debido· a·: .~e -to-dos los genes HLA son 

codcminantes, ambos alelos se expresan y en la superficie de 

las células pueden identific.arse 2 grupos completos de 

antígenos HLA. Por herencia mendeliana simple, hay 25\' de 

probabilidad de que 2 hermanos compartan los dos haplotipos, 

25l de que no compartan ninguno de los dos haplotipos y sot 

de que compartan uno de los dos haplotipos (5). Esto 

asumiendo que durante la meiosis en las gónadas paternas no 

se generen nuevas variantes por el entrecruzamiento que 

ocurre en la profase mei6tica. 
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CLASE I 

CADENA PESADA 

338 COCll 

CCOO• Carboxilo tenninal 
OJO= Cadena lateral de 

carbohidratos 

S·S- Unifu disulfuro 

Po4.. Fosfato 

CLASE Il 

Figura 3. Estructura de antlgenos clase 1 y 11. 
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2.2.2 Tipificación de mol&culaa de clase I y II 

El propósito primario de la tipificación, es la 

identificación de determinantes aloespecíficos de moléculas 

de clase I y clase II del MHC. 

El método más común y accesible de tipificación, es el 

serológico. Este método de tipificación se desarrolla por el 

enfrentamiento de las células a tipificar (usualmente 

linfocitos), con antisueros de especificidad definida (por 

ejemplo, HLA-BB} durante cierto tiempo, los anticuerpos se 

unirán solo a antígenos específicos. Cuando el complejo 

_antígeno-anticuerpo está formado sobre la superficie en 

presencia del complemento, la aCtividad del complemento 

provoca la lisia celular siendo posible evaluar la 

microcitotoxicidad generada en el pozo correspondiente con 

ayuda de colorantes vitales como la eosina o azul tripan 

(S). 

Los linfocitos son las células preferidas para la 

tipificación HLA dada su fácil obtención. Estos son 

generalmente aislados a partir de sangre periférica completa 

y separados mediante la centrifugación en un gradiente de 

densidad. También se pueden obtener a partir de ganglios 

linfáticos o del bazo. La suspensi6n celular debe tener una 

viabilidad mayor al 90\" y estar exenta de eritrocitos y 

plaquetas como contaminantes. Excepcionalmente otros tipos 
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celulares, se han ucilizado.tal es el caso de las-pl~quetas, 

amnioci tos y · fibroblástos. ( 5): · 

- ---·- '- > :'' ~ ,.::.,. -' 
Los --- · sue~~~:<~p~~~~~ t·ip:Cf ié.~.(~-~·é -: ~btú·~-~·~~: ~.~.-~{~~,\~1:;_~~~¿~ 

·. ': _,. __ .,.,.•, - ''"; .'»-'· ~ 

ae mujereá ·mú1tr·p~~ras -Y é:ie··ºp~~f~r-~.~c1'a'):·~C):é·n_ .-p~~fda~ ~~_.Estos 

sueros tienen ·ii~~lO~ -,~~lati~~~~iite' --~J:t~·5 . d~- ~nt:icueipos 
dirigidos contra ' determinantes HLA; producto de la 

estimulaci6n contra los antígenos de histocompatibilidad 

paternos presentes en sus hijos (S, 6), 

Para la tipificación de ant!genos de clase II, se 

recomienda el uso de suspensiones enriquecidas en linfocitos 

B debido a la distribución casi exclusiva de los antígenos 

en dichas células (5, 6). 

Un segundo método de tipificación aprovecha el hecho 

de que los linfocitos T son estimulados a proliferar en 

presencia de células portadoras de antigenos de 

histocompatibilidad clase II como son los mismos linfocitos 

T. La prueba es conocida como reacción mixta de linfocitos 

(MLR) y es útil solo en la tipificación de antígenos clase 

II sustituyendo a la serolog!a para la tipificación de estos 

antígenos. En esta prueba los linfocitos a tipificar son 

mezclados con células tipificadoras homocigóticas o de 

especificidad definida. En el cultivo, las células no 

espec!f icas reconocen a las células tipif icadoras como 

extrañas y son estimuladas a la transformación y 
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estimulaci6n. La proliferación puede ser cuantificada por 

diversos métodos ·(6), 

La tipificación de los antigenos HLA se emplea 

primariamente para determinar la compatibilidad HLA antes de 

un transplante, para pruebas de paternidad, para estudios 

antropológicos y para establecer asociaciones de los HLA con 

diversas enfermedades (5). 

En nuestro pa!.s se han identificado 24 laboratorios 

dedicados a diferentes aspectos relacionados a la 

histocompatibilidad, de los cuáles, el 83. 3t realiza 

tipificación de antigenos HLA clase I y II mientras que el 

4l.7t efectaa cultivos mixtos de linfocitos (~l). 
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2, 3 CICLO CELULAR 

Se llama ciclo celular (CC) al intervalo ci~. tiempo que 

transcurre entre una : divisi6n ce.lulái-i i~¡~~~~-S)' y la 

subsecúe?ite -·~· e· .. > i_n~lUye :: "lo.e': ::,·p~o-cesós -:~--'die~ crecimierito, 

replicación del DNAy c:i.t~Cin~si.s ,'./','; ;'> i ;,· 
·~· .. , .... <.'.-::~:.<".f: ':}> ·"/' ;>. ,:·j_! •. . -·. 

··<:::''\.·::'.:.:'.·-;.·:~~ 

El ciClo d~ Jr/~:ii~~~-éit-f><_ '~'~-:~-d:Í.~fd~-~i~:~~O:é se _muestra en 

la Figura· 4, . y , e~ ;;~~Ji~~~,~~·f '.#:~~t~,(~a~~i~r~ria, de ordenar 

los dife,renf:és ·~eVént"¿~·:: conoc,idos ·d~l .'mismo· (22,23). 

Las fases del ciclo celUlar entre dos divisiones 
'·:· ,· 

sucesivas, fueron_ denOminacias 7 por· _Howard y Pele como Gl y 

G2, ya que descubii'eron que~:i~~ ~.;.Ífitesis de DNA {que ocurre 

en la llamada fase S} no es continua entre dos divisiones 

consecutivas. (24). Lajtha, a su vez, demostr6 que existían 

células·que no se dividían sino que estaban en reposo. Este 

estado se conoce como -fase GO, y ahora su inclusión como 

etapa del ciclo celular es discutida (25). 

La. mayo~ia_ :de laa lineas celulares en cultivo tienen 

un ciclo· que·· dura entre 10 y 30 horas (23). De tal manera 

que, . ~fentras- ia fase de mitosis dura aproximadamente una 

hora, G2 varia de 2 a 4 he, la fase s de 7 a e hs y la fase 

Gl, que es la más variable puede tener de l a 9 horas de 

duración (26) • 
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2.3.1 Pasea de~ ciclo celular 

> •• -. • • <· :·_ : 
~:, se ·corlS1dera·: co~o una'" fase. de r_eposo, en 

donde. el>~on~en~do}~ ,~A ·~s b~jo; el cual se incrementa 

cuand~·'·l~ ... céiU1a;;- se·:· induce a proliferar. Se ha demostrado 
7 _.,.~,-;: _- '. e;.,• •• • ·:_,';-. - ' ·.·_.e.-

que loS--- ·n.1ve1eS>de···'.0 ·caldin6dtillna: (proteína. reguladora· de 
, ... - .. · ._. -_ ':··. ' 

enzimas -intracelUlares sensibles al ·cilcio), se· incrementan 

cuando la célula entra en GO, mientrás que los niveles 

disminuyen cuando la célula es inducida a proliferar y sale 

de dicha fase para entrar a Gl (27) . 

~= las variaciones de tiempo observadas en el 

ciclo celular, entre diferentes tipos celulares, se deben 

principalmente, a esta fase, ya que las restantes tienen un 

tiempo · relativamente constante. En esta fase como en la 

anterior, se sintetizan en pequeñas cantidades las histonas 

constituyentes de la cromatina (25) . También en este momento 

los linfocitos T activados incrementan sus antígenos de 

diferenciación COJ, CD4, y CDS, as! como los de clase I del 

MHC, aunque su relación con los procesos de proliferación y 

su significado sean aún oscuros (28) . 

Al final de este periodo, nuevamente se incrementan 

los niveles de caldmodulina, considerándose que esta 

proteína (y por lo tanto el calcio) es importante en la 

regulación de la sinte'sis de DNA. Aparentemente, los eventos 

cruciales que controlan la regulación del crecimiento 
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celular ocurren en esta fase, cuya duración puede ser de l a 

horas (27). 

~: los sucesos sobresalientes son la síntesis de 

DNA e hist6nas, que duran aproximadamente de 6 a s :< horas. ·La 

replicac~6n del material genético se realiza SiMuitá;i~~~~~te 

en 'diferentes cromosomas y en segmento~·,',', de·; -:ún :•--:_miSmo 

cromosoma. :cada segmento o unidad de replicia~·LS~·: s·e ... ~·~noce 
como ·replic6n. Este período puede di'Vid~·~a·~'.:i::~:~·ri·f;~. tr~s 
subestadios, en el primero se duplica el~: ¡s'~·~.:~~~';'i;~~,'. ;¡.el 

restante en loa dos subsiguientes, Durante loS. ~~-~;·'.·~i~·~~~·~s 
se replican las bandas G negativas· {claras), ,.mientiá.s que 

las G positivas (oscuras), se replican en el últimó·. · La 

síntesis de histonas, se sabe que esta acoplada a la 

~íntesis de DNA (29). 

~· el tiempo de duración de G2 es de 2 a 6 

horas, aqu! la célula se prepara para la mitosis, por. lo 

cual se produce una gran condensaci6n cromos6mica (30), ·, 

En esta fase del ciclo celular los linfoc'itos. T 

activados incrementan en su superficie los antígenos de 

clase II del MHC, ignorándose su significado (28), 

~· tiene un tiempo de duración de 

aproximadamente una hora y corresponde a la división celular 

propiamente dicha. Consta de varias etapas: profaae, 

metafase, anafase, y telofase, caracterizándose cada una de 
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ellas por los. diversos eventos qúe ocurren en las mismas 

(JO)• 

(GO) 

. ·-,·: 

Los linfocitos circulantes esl:an"n~~~lmente en reposo 

y para hacerlos proli~·~.~~~~."-~\i,~.:~~~~~-;·,~-~.;.~~e· utilizan una 

fitohemaglutinina (PHA), de 
····-''•,';' 

Phaaeolua vulgaria. Se consid~Í:~· .. ~e la PHA induce la 

producción en los linfocitos T (humanos y de otras especies 

de mam!feros) de IL-2, en presencia de macrófagos, y la 

expresión de IL-2r en las células T correspondientes. (6) 

Estos procesos ocurren en Gl, mientras que el progreso 

h<icia s involucra el consumo de IL-2. La mayor!a de la 

líneas de células T de prolongado tiem~o de cultivo, 

requieren de IL-2 exógena para su continUO. proliferación 

(6). 

En resumen, la evidencia existente, indica que la 

estimulación de las células T por ant!genos o lectinas puede 

ser dividida en dos estadios. El primero manifestado por la 

expresión de IL-2r y la producción de IL-2, que normalmente 

requiere de un ant!geno específico y células accesorias y 

representa la transición del estado de reposo a Gl. El 

segundo involucra la IL-2 que permite a las células 

progresar hacia S. Lo que no está claro es el papel del 

antígeno en el segundo y subsecuentes ciclos de división 

(31, 8) (Pig. 4). 



Se ha demostrado que las células T en , reposo no 

producen IL-2 y tampoco son ·Capaces de responder ª· ·IL-2 

cuando ésta es añadida de ma~era~. ~X~~~n~-::: (~2;:~:~ 
'-. - : : ·: - •Ó • ~ ~ ".;>'.' ·: ~:. 

· · ... ."}<~~.:'.::.;;¡:~ "·X·~: ·:.;.-~:;.. '1<-·; 

con elL::t::::~~s c:e:::i:~asl~~~;~~i~~~~~i~f;~~~i{t~f2i~1:,1:e:. 
gen IL-2 y de los genes codific~d~1'"i;s',para.';IL;2r;d33), ~a 

concentración de IL-2 · _ p~Odu~i~~~·". ~~·~~~fé~·;·~};,i~· ~~~Í~t~~~C~i6n 
célula T-antígeno así como el ~~r!~d~'.; dii~~~h'~' ~~'f~~·'c~·á"l está 
disponible son determinantes en ia. mcign¡·t·~d··~i _:-~~~~en~i6n- de· 

la proliferación de las células T , La expresión del IL-2r 
se dá después de la estimulaci6n al complejo receptor de la 

célula T (34,35) . 

En la expansión clonal de las células T, los IL-2r 

aparecen asincr6nicamente y se requieren 3 días para que la 

población completa los exprese. Conforme transcurre el 

tiempo el nivel de IL-2r declina progresivamente, la 

proliferación eventualmente cesa y la mayoría de las células 

se encuentra en las fases de GO o Gl temprana para los d!as 

12-14 de iniciado el cultivo. Es evidente que la interacción 

IL-2 con su receptor es responsable de las señales 

necesarias para la replicaci6n del DNA y mitosis, sin 

embargo no es claro como es que él complejo célula T

antígeno promueve la progresión del ciclo celular desde Gl y 

la transici6n a la fase s. (36) 
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LT 

(!) 
+ 

GO APC 

~ 
ANTIGENO + IL-1 

G1 35% 

\ 
IL-2 ------LT 

Figura 4. Ciclo celular de loa llnfocltoa . 

. Loa llnfocltoa an GO reciban un eatlmulo antlgénlco y pasan 
a G1 donde sintetizan IL-2 e Inducen fa alnteala de DNA , 

previa a la división celular. 
NOTA: 
'Yo • Proporción de células en cada lasa. 
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2 • 4 METODOS PARA LA l!VALUACION DI! LA PROLil'ERACION 

Cl!LllLAR 

Existen diversos métodos para medir la proporción de 

células que proliferan como lo son la incorporaci6n de un 

análogo de base del DNA como lo es la timidina tritiada (3H

T} , en donde la cantidad de radioactividad incorporada al 

material genético es proporcional a la proliferación 

celular. Este método evalúa un instante dentro del proceso 
.· ,',.'·• 

Proliferativo al momento de la C~sec'há Y~<: nO 'es' posible 
' . ·,·, 

conocer el mí.mero de divisiones qu~ han ·11e~ado a cabO las 

. célUlas a menos que la radioactiVidád- sea. revelada por 

autoradiograf ia . 

a·tra técnica más simple es la que utiliza un análogo 

de base del DNA, la 5-Bromodesoxiuridina (Brdt1) que se 

incorpora al DNA de las células. Los cultivos se arrestan 

con un inhibidor mit6tico (la colchicina o el colcemid) y se 

cuentan las metafases al microscopio después de haber 

realizado una tinci6n diferencial. Esto permite determinar 

el índice mit6tico (I.M.), e identificar metafases de 

células que han completado uno o más ciclos de división "in 

vitre". Esta técnica descrita por Perry y Wolff se basa en 

que la BrdU, en una metafase de primera división, sustituirá 

una sola de las cadenas de la doble hélice en las cromátidas 

hermanas de un cromoSoma. Loa cromosomas en esa metafase 

adquieren una tinci6n homogénea (22). 
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En la división consecutiva (segunda división), una 

cromátida de cada cromosoma metafásico tiene ·,1.:1!1ª · sola·_cadena 

de DNA sustituida bifilarmente (en -- las dos - cadenas) con 
._ . -

BrdU', dando como resultado una ~roP~rci6n , ·?e Sot de 

diferencias en la · i::oloraci6n de los ·cromosoinas. En las 

divisiones subsecuentes, y a consecuencia de la duplicación 

semiconservativa del DNA, la proporción de coloración clara 

con respecto de la oscura, se va haciendo mayor conforme 

transcurren las divisiones celulares (22) (ll'ig. S). 

Esta técnica permite entonces, determinar la 

J?roporci6n de las células que se han dividido una, dos o más 

veces en un determinado periodo de cultivo, lo cuál nos 

sirve para conocer no solo la velocidad de proliferación 

sino tambián calcular la duración del ciclo celular 11 in 

vitro" (37) . 

El fenómeno de tinci6n diferencial es producido por la 

fot6lisia que sufre el DNA en las cromátidas bisustitu!das. 

La fot6lisis ocurre cuando la preparaci6n se expone a la luz 

ultravioleta después de la tinci6n con fluorocromos como el 

Hoechst 33258, que sensibilizan al DNA que ha incorporado 

BrdU, aumentando el nivel de fot6lisis (38). 
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I' 
1 

M1 

M2 

M3 

Figura 5. Modelo para el análisis de proliferación celular. 

Primera división (M1), Segunda división (M2), Tercera 

división (M3). 
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2,5 CULTIVO MIXTO DE MINPOCITOS 

La respuesta inmune mediada por células tiene dos 

importantes fases; a) Reconocimiento, cuando las.cél~l~s-del 

hospedero reconocen ant.!genos solubles o particul.3.d~·~ _ 'eri. ·el . 

contexto del MHC y b) Destrucción, cuando la's células del 

hospedero responden a antígenos extraños. Un pequeño namero 

de células respondedoras adquieren citotoxicidad y 

proliferan. Así, la inmunidad mediada por células puede ser 

descrita en términos de 2 funciones medibles: actividad 

proliferativa (4) y citot6xica (39) . se ha demostrado 

ampliamente que la actividad citot6xica generada durante la 

aloestimulación es específica a antígenos MHC (42) . 

Un ensayo útil para la evaluación de estas fases de la 

respuesta inmune es el cultivo mixto de linfocitos (MLC) . 

En este ensayo, las células generadas son citotóxicas 

a células alogénicas y se ha considerado predictivo de la 

respuesta del huésped hacia transplantes (40) • Las 

evidencias sugieren que las pruebas de MLC predicen 

episodios de reacciones agudas de rechazo a transplantes y 

la sobrevida de un injerto en receptores vi vos cuando los 

donadores del transplante estan relacionados o no al 

receptor o cuando se trata de una donación cadavérica (42). 



Asi el uso .clínico. prim.ario'·para,.e1 ·ensayo del -MLC es 

a 

etc) , 

_de_' - un órgano 

transplantarse : (riñó"n·;·:·. -:,-·~~du1~'.·.:- -:·.ósea~· _ ,.h~gado, 
especi~l~~n~~-- :~~t~~~-: ml~~,:~~-":~:¿~::·l~·~fB.~i11a -,c41;·42)_. 

- , .::c. - ."':'?~: º''~~;- . 
.. - -_:-! ;~-:-;~:.·:-.:'_,~' .'·~·-q;~. ;~º-':-~Y-~,.,,.-:~··'.:··~:;_-,~---

Los ·rE!g¡~~,~~~- "~.--.~-en ~,_-nuestro·· pa:1s indican que el 

tran.splant~' de.·:;r·:{~~ü\-;~ /~~~:~--~~·'.\~·~~: ~~ se realiza con mayor 

frecuencia. y éxit·~-;-.- ·~f~~~~~~i~~/~~~;-~1--·d~· PUlm6n es uno de los 
. ' .;. ~,,::'.:,_. . 

que escasamente _se rea11za·n. ··efi·· nuestro Pa"!s Tabla 1 . 

.. --~.: ~;:-~.':,~~ .. ~ 
,, ... ; 

Tabla 1. Números de tranSP~.~~~~8'. ~~-~;li.za?os a la fecha en 
México (21) . ·:<•: ........... <' 

organo 

Rifi6n 

cornea* 

Piel 

M. ósea 

Higado 

Corazón 

Páncreaa 

Pulmón 

Total acumulado 

Notas 

384 

547 

480 .. 

712 

'562> · ·s25 
<,.,, 

4s0:'"' :.'s70 

350 . no·: : ·sos 
ll ll 

l 

l 

17 ·' 

l 

o 

Total"" 

4·777 

4230 

3871 

97 

24 

l9 

12 

*Para realizar este transplante no es necesaria la 
compatibilidad en los antígenos HLA. 

""El total correspondiente a cada aao involucra al número de 
transplantes realizados en aBos anteriores. 
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Para prevenir ··1as __ reacciOnes-_~,-dél_ .injerto o injerto 

contra húé~~~d, ·el donadC?-r'..Y-~et ~~C;e~tOr::debe ser mutuamente 

no estimÚlad~:s. ~- ~n· < ~i ·' MLc >:~-e~ :·'::·éi~-~-i~,~ no debe existir 

respuesta · _:P~.~1{fé.r~--t~y~--:~:'7 ,<·~~g~~~:· · .. o ésta debe ser 
' · .. -,;. __ -_ .,:;···-::~~;-___ .,,;:r:_-, '~.:·.~_-:.--;'-

" insignificante",é (41'; 42) ''>- --

::,:·:~1±i~iil~,!=:~::.::;::~::::: 
periférica,-; ,bazo;'·:':.ganglios · -linfáticos y raras veces del 

• •', "" ': ,· { ·:~. L:.• ~.'~;; ~ ': f';:~·.:'·' C.;~,:',:,'' 
timo; el · ~úmet:~·_::~e._:_c~l~laa~· -~-¡ que puede variar en varios 

ordenes de magn'i.t~d;!:i~ -iriactivaci6n celular de la población 

estimuladora ·-c~·ua~d~> se· dá el caso) mediante radiación o 

el medio de cultivo y los 

suplementos utilizados; el período de cultivo y entre otras 

el grado de estimulaci6n, que puede ser determinado por 

incorporaci6n de de aminoácidos marcados 

radioactivamente o bien de BrdU (41,42). 

El MLC puede ser realizado de manera unidireccional o 

bidireccional. En cada caso se ven involucrados linfocitos T 

principalmente, de dos individuos diferentes, determinándose 

la proliferación de las células involucradas por cualquiera 

de los métodos mencionados, siendo la incorporaci6n de BrdU 

el método útilizado en el presente trabajo (5) . 
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En el _ens.a.~o· unidireccional, ?-escrito por primera vez 

por·Fritz. H; Bach en.el año de· 1966 (4), las células de uno 

de los individuos· ·involucrados en el cultivo son pretratadas 

por· radiciciÓn. o·_-Mitomicina e preViniendo la s!ntesis de ONA 

sin alterar·< ia-···fllrié-i6~ de las células presentadoras de 

antígeno; mient_ras qUe la otra població'n · celular, las 

células. re~pondedoras o no tratadas,.· pr?liferan en respuesta 

a aloantigenos· MHC expresados, en:. l~ po_blaci6n estimuladora 

{células tratadas}. En ést~: ~as~- l~· .ié~puest2.. proliferativa . . . 
existente es debida al estimulo:recibido por parte del grupo 

celular estimulador corresporldie~te ·hacia las células 

respondedoras (4,S). 

En el caso del cultivo ,mixto ·'.de linfocitos 

bidireccional, lea linfocitos no tratados, provenientes de 

dos individuos A y B, son teniendo como 

respuesta proliferativa total la contribución de ambas 

poblaciones A y B, en donde las células A responden a 

aloantígenos MHC presentes en la población B y éstas a su 

vez responden a los aloantígenos HLA presentes en la 

población A (5) • 

Hay evidencias de que la máxima estimulaci6n en 

cultivos mixtos aparece aproximadamente entre el 3ª y 5ª día 

de cultivo, determinándose en éstos cultivos la 

proliferación por incorporación de 3H-T (3). 
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La mayor.ía de las cél~las que-·respondep en l,a·, reacción 

mixta de linfocitos son' linfocit~s .. --T·. :_Se sabe ·que · 1os 

macr6fagos desempeiian- u~-a funCi~~ .... i~~~-~t·~.nt~~:como APC, ellos 

proveen fa.e.torea ~ofUb-les-~ .~_-·necesarios. 

activación' de la ··-.-cé1ü'ia ·r~'.~T~~fi/,;?~-a~:y· es··/~¡-· 
interleucina-1 (ILCl) 14i'r: 1' ''"·'' 

caso 

algunos 

_:-;;:,; ;.\J 

para la 

de la 

Las células C04+ pr~~e~t;:a~ -. c_láramente una elevada 

respuesta primaria anti-MHC, -~la _cuál es predominantemente 

hacia determinantes de clase· II (Ia} mientras que las APC 

participantes deben ser Ia+, Estas respuestas son 

fácilmente inhibidas con anticuerpos monoclonales anti-CD4+ 

y anti-Ia (41). 

Estudios realizados "in vit:ro" han demostrado que las 

respuestas por parte de los LTH de sangre periférica hacia 

aloant!genos HLA puede estar mediada por 3 distintas vías de 

interacción con las APC; 

l) Células CD4+ que reconocen aloantígenos presentados 

por APC propias (propiamente restringido) ; 2) Células C04 + 

que reconocen a APC alogénicas directamente (alo-

restringido); 3) Células CDS+ que reconocen APC alogénicas 

directamente (ale-restringido) (41). 

Se ha reportado que los linfocitos B, cuando están 

presentes en el MLC pueden ser estimulados y proliferar, 

contribuyendo así a la MLR. Sin embargo la naturaleza de 
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éste fenómeno para los linfocitos B .es probabl.ementÉ! 
. . . 

diferente de la que presentan los lf~f~éito~-~:T~,<Las células 

B no son esti~~ladas ·a· ~en~~; ~e~>.~~;\~:~~·:·1~~-~·~~~'~o~_ ,,~---haya~ 
sido estimulados primero y .as! pródu~iX:; Ü~fociba~ .;1t:i.1~s. en 

- •. : .' ~ ;-,,_ ·,.:=: -~-:: -,-~:\:·:;.::-S¿'.·~~~- ~:.;-;;~:~~;,::::~->-:~:· .-._. ~---. . . -
esti!'lul aci6n de los .linfocitos Lª-~-:-~~~.?,·:~~~,2t.t,1nt-~Í:fe%-on: gama 

(IFN-gama), interleuCina -4 t-·3·IL<~Y\/'.~~~h~~,~~~)I~_Íií¿f.~=:.-~- (IL·-s>, 

interleucina 6 (IL-6J, e!ntre··o.:roa~~: Est·o·s f~~to~es, proveen 
: :. ._. ·'. ; -~. ' 

una segunda seflal a a~ellas:.;.Cé~ufa(: a que se unen vía 

recepto~es de inmunoglobuliil~,'' a. -'¡~~ a1oant!genos de las 

células estimuladoras .... -Asi;·--;:;,'i~.~ cálulas a estimuladas se 

diferencian a células plasmáticas y secretan anticuerpos 

contra aloantigenos (5). 

Los experimentos originales del grupo de Barbara Bain 

y de Fritz Bach en 1964, demostraron que cocultivando 

leucocitos de individuos no relacionados se transformaban en 

blastos y proliferaban de manera similar a aquellos a los 

que se les adicionaba mit6genos (2,42). 

Esta MLR está controlada por la región HLA-D del MHC, 

HLA en humanos (43). En 1971, Edmond J. Yunis y Bernard 

Amos, trabajando con células humanas y Fritz, H. Bach 

trabajando con células de rat6n; demostraron que 

contrariamente con las expectativas, ocurrían reacciones 

mixtas linfocitarias 11 fuertes 11 en mezclas de célul~s 

respondedoras y estimuladoras que presentaban antígenos 

clase I. Estas observaciones sugirieron que la MLR estaba 

gobernada por un loci separado del de clase I. As! varios 
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investigadores mapearon el loci MLR estimulante ft.iera del 

loci A y B en el humano d1~~mde ~erológicamente ·detectaban el 

mapa loci clase II (44). Este loc~s es~á ~~pa~ado del loci 

HLA-A y HLA-B en el crom~-~~~a<~ 6 ,; -~á.'.1.'·. :r:~~~óii -~.·a~-o está 

identificada :·como una -".~_e_g~~ri~~-a·~~!º~~j.a~~:: g~ri· .. -ré~POiisabl~- ·en 

:~~::6~. e::r:i:~~~Mf ::}~~~~i'':~cit::i::~H:~::~l:::::: 
·~-~-· -···;~ -~.:S'f'.".-: .,·,,n/"~ º·"~' '· ' 

sin embargo; :_.uriS..i:-.idetitidi:i.d·;-:-puede gene'rar una estimulación 

mutua débil de ;_¡~f·;~~t:~~'. :~~~i'· 

Ahora:_,~º~.: s~b-~· ·que la mayoría, si no es que todos los 

MLC reacl:iv~'S Sori · caúsados por diferencias en las moléculas 

clase II del HLA; esto se ha comprobado en varios 

estudios,uno de ellos sei'l.ala la respuesta proliferativa 

inducida por HLA-DP incompatibles en individuos compatibles 

para HLA-A, -B, -DR y -DQ, considerándose que las moléculas 

HLA-DP actllan como antígenos convencionales de transplante 

(46,47). 

En particular, las moléculas DR y DQ estan implicadas 

en la activac.i6n primaria de los linfocitos (41,46), aunque 

se discute .. :1a .. P~rtiCipaci6n de las moléculas DP en la 

respuesta P:rimaria , y en el desarrollo de una respuesta 

severa.de injerto contra huésped (46-52). 
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2 • 6 PI.ANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Considerando la utilidad del cultivo mixto de 

linfocitos así como la naturaleza de las mol~culas 

involucradas en la reacción que se genera, es importante 

evaluar la capacidad de dicho sistema para deteminar 

mediante el análisis de proliferación celular e indice 

mit6tico, las incompatibilidades en los antígenos HLA clase 

II {principalmente) entie ci'ertos individuos. Realizando 

p~ra ello, _Cultivos . m~x_tos. de linfocitos bidireccionales 

entre individuos y no emparentados, . ·'.•, 

determin~ndo .- los · p~r~~etr~s antes mencionados mediante la 

incorporaci6n·de BrdU. 
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IU. HIPOTES];S 

El MLC está controlado por los antígenos.HLA del MHC y. 

en especial por los de clase II, ent6nces al· realizar MLC 

entre individuos emparentados y no emparentados se 

presentará una proliferación celular más significativa en 

aquell<?.ª M~C en los que exista menor similitud aloantigénica 

y que podrá ser evaluada por incorporación de BrdU mediante 

el análisis de proporciones metafásicas e índice mitótico en 

cada cultivo. 



IV. OBJETIVOS 

1.-conocer la cinética de proliferación celular en el 

MLC, mediante el análisis de índice mit6tico y proporciones 

metafásicas de primera, segunda, tercera o subsecuentes 

divisiones 

2.-Evaluar·la capacidad del MLC como ensayo predictivo 

de una futura reacción inmunológica hacia aloantígenos HLA 

mediante el análisis del índice mit6tico y la cinética de 

proliferación celular 

3. -Determinar mediante citometría de flujo las 

subpoblaciones linfocitarias CD4+ y CDS+ en el MLC. 

4. -Comparar el método de incorporación de timidina 

tritiada (3H-T) descrito en la literatura y el de 

bromodesoxiuridina (BrdU) , como métodos para la evaluación 

de la proliferación celular en el MLC. 
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v. MATERIAL y METOOOS. 

5. O MATERIAL 

*Placas de cultivo celular 24 pozos _(Costar, 

Cambridge USA) 

*Microplacas de 96 pozos (Costar) 

*Pipetas estériles 1, s y 10 ml 

•Tubos cónicos estériles de 15 ml 

•Jeringas 10 y 20 ml 

*Pipetas Pasteur 

•Tubos de plástico 5 ml 

*Portaobjetos 

•CUbreobjetos 

*Filtros micropore 0.02 y 0,45 um 

*Micropipetas 

•copling 

*Lámpara de luz negra 

•cámara de Neubauer 

5.1 EQUIPO Y APARATOS 

*Centrifuga (Beeckman modelo TJ-6) 

*Microscopio de luz e invertido 

*Cit6metro de Flujo (FAC Sean Becton and 

Dickinson, San J0sé California) 
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5.2 REACTIVOS Y SOLUCIONES 

•Ficóll-Hypaque 

•cloruro de Potasio 

•Metanol absoluto 

•F0sfato de potasio monobásico 

•Fosfato de sodio dibásico 

*Acido acético glacial 

*Etanol 

*Azul de tripan 

*Azul de metileno 

•colcemid (Microlab) 

*Bromo desoxiuridina 

•Solución amortiguadora de fosfatos pH• 7.0 

•Heparina 10 UI/ml 

•Formaldehido 

•Hoechst 33258 

•Anticuerpos monoclonales OKTS+ y OKT4+ 

fluorescentes {Becton & Oickinson) 

•Antisueros específicos MHC clase I y clase.Ir 

•RPMI-1640 (Sigma Chemical Co, St. Louis MO. u .s~.A.) 

•HEPES (GIBCO, Grand Island, N.Y. o. s. A.) 

•L-glutamina (GIBCO) 

•Aminoácidos no esenciales (GIBCO) 

*Bicarbonato de sodio (Grado cultivo de tejidos) 

*Formalina 

*Eosina amarillenta 
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5 , 3 METODOLOGIA 

Se seleccionaron 4 individuos aparentémente sanos en 

donde como requisito indispensable para ingresar al estudio 

los individuos seleccionados no debian haber recibido 

transfusiones san'guineas. TreS de los individuos 

involucrados en el estudio guardan relación familiar: x es 

madre de Y y Z, mientras que A no guarda relación alguna de 

parentesco. 

5.3.1 Colecci6n de muestras 

Para cada cultivo celular, se extrajeron 20 ml de 

sangre periférica a cada individuo con jeringa heparinizada, 

bajo condiciones de esterilidad adecuadas. 

5.3.2 Obtenci6n de célula• 

Cada muestra sanguínea fué colocada sobre Ficoll

Hypaque con una densidad de l. 077 g/ml, éstas se 

centrifugaron a 600 x g por 30 min, enseguida las células 

mononucleares se extrajeron de la fase intermedia del 

gradiente. Las células así obtenidas se lavaron 2 veces con 

medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con: HEPES 2SmM, L

glutamina 2mM, aminoácidos no esenciales O.lmM y Bicarbonato 

de sodio lOg/l) a 350 x g durante 10 min. Posteriormente se 



determinó la viabilidad celular en una alícuota con azul de 

tripan (mayor al 95%) y se ajustó cada grupo celular a la 

concentraci6n deseada con medio de cultivo suplementado. 

5.3.J Cultivo Mixto de Linfocitos 

Los cultivos se realizaron en una placa estéril de 24 

pozos de fondo plano. 

En los pozos correspondientes se. mezclaron 3. o x io5 

células de cada individuo, 10\ de plasma autólogo obtenido 

del gradiente Ficoll-Hypaque (correspondiente a cada 

individuo involucrado en el cultivo), . teniendo como volumen 

total po~ pozo l ml; todo lo anterior en medio de cultivo 

RPMI-1640 suplementado. 

Las combinaciones realizadas para cada cultivo fueron: 

AX 

AY 

AZ 

XY 

xz 
YZ 
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La combinaci6n' .. de 'las ~espuest~·s estimuladoras para 
:.· .. '..·· :- ··. ·., :• 

cada cultivo',se h'i~'6" por 'duPiicadó. :~LaS-:pfacas 'sé:,·i~t:~~'aron 

a 37°c en .. atmósf.~ra•.~e ~KcÍ.~lai;:~fr~<~~ C()2~. por ª·y ·lo 

dias ·con hu~J~i"ad.;'fe·Í·~{i~~~f:'·:> -;-:·,'"_:-··;-; ·,'·t:::. ·.:;:: 
.··~- _ • "r --·'-'-°.-<~ -:;: ,~C:~::r.:\,., ___ ~r;x~:::.:.~;~··.. ··"•e·'···· 
- ·-· ":::\:~-- ... --'.()'', ·~:f'·\t~~ - '.'.•\;-'· <:·'r_~/i{t.:.._' . . -:>····,::'.:: .,, 

medio :

1

e .~t~tr~~~·~J~~~.~~~~~~f~~~:t:;~~t~t~tt~Y•P;¡;d:º:: 
sooul - ·de- _m.eciiO --··RPM·:I-:.-¡64Ó' ~-~up1e:mén~·~ciob'~Pa~~a'/.· ~~~:t.~n~J::- las 

condiciones óptimas de crecimiento (ri~~~i~"n~~-;-; ~:>':·. 
'· -.· .. · 

~ : ,: ; 

Como controles negativos para cada ~:'.ind1Vid~O·, · se 

tuvieron pozos que se componían de células -.P~oPias,---.--1·0% de 

plasma autólogo obtenido del gradiente y medio ... de cÍ.tltivo 

suplementado; teniendo para cada pozo. el_ mi·s~o<trat'á.~ie.n.to 
dado a los· cultivos mixtos. 

Se realizaron ensayos previos los cuales reflejaron 

que la proporción más alta de células en división se 

encontraba entre el s• y 10• día de iniciado el cultivo lo 

que, coincide:ca·n :10.·reportado por incorporaci6n de timidina 

tritiada, ~bt-5niénd~ - así, mediciones adecuadas para el 

indice mitótico.y'la cinética de proliferación celular (CPC) 

en cada cultivo. Eligiendo los periodos de cultivo de B y 10 

días para 'realizar la evaluación de los parámetros en 

estudio para cada período. 
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5.3.4 Citometr!a de flujo 

El análisis: de''1~s··:subpoblaciones Ünf~cii:arias CD4+ 
- ' ,_, ·.>.-; J' ' .. '·.-'.; .·· ·.·· _;._·. _._. 

(OKT4+) y CDS+ '(0,KTB+). se; realizÓ ál inicio .de cada cultivo 

determiriand~.- iaa·: ·p~~P'~·ré-;i~ne!i1 ·:de:., é-~d~ >:-~ubP~-bi~~i6~·-::~ara ·cada 
• .;., •":H ;'··.,.,.•;-_r·-•;·,:-.•.-,•.''·.·:'-•.:,..;;,•:::-_ .;. • .·.,:." ·,: ,• 

indiv~duo inV~~u~:~~~~~~~~.~-:e~,_-~ist~~a- ·aái. ~orno. t~-~i'én' ~--los e 

y d!as de ha.lier: r'!alizado. ;;1 'cu1i:i~~ 

. El. iliarca"j e y procesamiento de las muestras 

correspcindientes por pozo para cada combinaci6n se describe 

a continuaci6n: el contenido de cada poz_o se lavó can PBS a 

4°c a 300 x g durante 10 min, posteriormente el paquete 

celular se resuspendi6 en aproximadamente lOOul de PBS y se 

procedió. al marcaje directo con anticuerpos monoclonales 

OKT4+ y OKTS+ acoplados a fluoresceina y rodamina 

repectivamente. A cada suspensión celular se le adicionó Sul 

de cada anticuerpo monoclonal en dilución 1:8 y 1:4 

respectivamente para el análisis de inmunofluorescencia 

simultáneo. La mezcla obtenida se incubó durante 15 min a 

40c e inmediatamente después las muestras se lavaron 2 veces 

con PBS pH• 7. O frio para finalmente fijar las células 

marcadas con SOOul de PBS-3% de formaldehido pH•7.0. Las 

muestras se conservaron a 4ºC hasta el análisis citométrico. 

El análisis se .. realizó en un cit6metro FACScan 

contando 10, 000 células por muestra. Se calibró el aparato 

con microesferas recubiertas con los fluorocromos 
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correspondientes, de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante, 

5.3.5 An'liaia. al microscopio 

Las muestras de cada cultivo celular fueron.cosechadas 

a los a y 10 dias de iniciado el cultivo. A ~~dá "·Uri-~ ·· d~ 
ellas se les agregó 40ul de una solución de_ colcemid:1oug/ml 

(para detener las células en metafase) 4 horas antes de ser 

cosechadas. Las células fueron cosechadas por centrifugación 

para después resuspenderlas en KCl O. 075M por 15-20 min a 

37°c y posteriormente se fijaron en una solución de metanol 

absoluto"ácido acético glacial 3:1 por 30 min. Después de 2 

lavados con el mismo fijador, las preparaciones se colocaron 

en portaobjetos por medio de goteo y se secaron al aire. 

Las preparaciones cromosómicas se trataron para la 

tinci6n diferencial de las cromátidas, por la técnica FPG de 

Perry y Wolff (19) que consiste en poner en contacto a las 

láminas con las preparaciones cromos6micas con una solución 

O. Sug/ml de solución Hoechst 33258 durante 20-30 min y luego 

lavarlas con amortiguador de fosfatos pH= 7. O para después 

exponerlas a la luz negra durante l.0-1.5 he. 
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Transcurrido el tiempo se secan y se tiñen con 

colorante Giemsa 1:10 eri solución amortiguadora de fosfatos 

pHa 7.0 durante 2·5 min. 
. - - ~:"' .... ·-' : . 

Para dete'rminar la cinéti~a de': P~~iÍf-~_r~C·i~h --~elular 
en cada uno de· los ."ctiltiVo~·/,.;_e~-{1'0o_:?~~:ta·faS'eá;-:~~~secutivas 

se contaron las prop~~~i:b.~~-~-~'.~~·;/~_;i~:~,i~~~:~~·~~~~~'.>~-~~~~~era y 

subsecue_rl~es di ~~_s_iO~e-s ~~_-pa~á~);'iid~~~;·u;¡6:--:-~~,_/1'~~ -~.~~-1.ii véls · (a y 
10 días) . Report'ando la _c'inétié:a:Td~· 'pr~Üf~raciÓn c-elular en 

porcentaje de 

también el índice de rebí'.f~~~J.6ri (I.R.): 

La clasi.ficación de dichas metafases se realizó de 

acuerdo .a su. pa.tr6n de tinci6n: Metafase de iª división 

cuando ambas cromátidas se observar6n de color obscuro, 

metafase de 2ª división cuando una cromátida se tenia de 

oscuro y la otra pálida, metafase de tercera o subsecuentes 

divisiones cuando un cuarto o menos de sus cromátidas se 

teñían de obscuro, tal como se puede observar en la figura 

s. 

ii) Indice Mit6tico 

El análisis de los índices mitóticos (I.M.) se llevó a 

cabo tomando el promedio de cada ensayo de MLC realizado por 

duplicado, contando el número de metafases encontradas en el 

análisis de 2000 núcleos consecutivos en las laminillas de 
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cada cultivo mixto de linfocitos. Este parámetro permitió 

determinar el porcentaje de células que estaban en mitosis, 

S.J.6 Tip~ficaci6n de antígenos clase I y II. 

La- t.ipifi~aci6n de antígenos clase I y II se realizó 

de la- sigui:e.rite __ manera: Se extrajeron lO ml de sangre para 

desfibrinarse, ·ésta.se diluy6 l:l (v/v) con PBS pH• 7.0 para 

después a'epál:-ar los linfocitos mediante el método Ficoll • 

Hypaé¡ue. ·Las ·mue~tras se centrifugaro_n 30 min a 600 x g, 

separandO de la interfase los linfocitos. Una vez separados, 

los linfocitos se lavaron 3 veces con PBS pH •7.0. Se ajustó 

la suspensión celular a la concentración de 4000 células/ul. 

Por otra parte, se dispuso de una microplaca de 96 

pozos que contenía los antisueros específicos para cada 

antígeno HLA clase I y clase II según el caso. Agregando lul 

de la suspensi6n celular anterior a cada pozo. 

La placa se agitó suavemente y se incubó 1 hr a 

temperatura ambiente, transcurrido el tiempo de incubación, 

se agregó Sul de complemento de conejo a cada pozo y se 

incub6 nuevamente hr a temperatura ambiente. 

Posteriormente se agregó Sul/pozo de eosina amarillenta 5% y 

se incubó 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, se 

agregó Sul/pozo de formalina neutralizada 40%. 
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Las placas se guardar:on en el refrigera~or hasta la 
' -. -

evaluación:·de microcitotoxicidad al microscopio invertido o 

2 horas antes .~e efectuar_1a evaluaCión. 

·Para- antígenos clase II, se 

utilizaron linfocitOs B. 'Estos se separaron por la formación 

de rosetas· y la ·sUSpensión utilizada para la tipificación se 

ajust6 .. a .la concentraci6n de 4 000 células/ul y se llev6 a 

cabo el procedimient'o descrito para la tipificación de los 

antigenoa clase I en presencia de los antisueros específicos 

para los antígenos de clase II. 
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5.3.7 Análisis estad!&tico 

Se .utilizó la_~~~~~~. de·-Tukey coi: una_P menor de o.os 

para evaluar_ -la sig~~fi~aci~. estadística de los datos 

obtenidos en -fes 'índiC:es iititóticcs y de r~pliCaCi6ri así como 

para los dé las subpoblaciones linfocitarias en cada uno de 

los ensayos realizados previo análisis de varfanza· (ANOVA) . 
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VI. RESULTADOS 

Haplotipoe HLA 

Los resultados de la tipificación _p.ir~ loS antígenos 

HLA de clase I y II de cada . individuo involucrado en el 

estudio, se muestran en-la tabla 2, 

s~ puede::~bB~.~ii:·(.eiu~·;1os ·individuos Y y z son iguales 

en l~s · ~~ti9e·~~~~ ... -~d_i~~~:·~·.:i:; Y II tipificados, es decir, los 

haplotipo~":'\:.ipifi.C·a:aOS:·Para cada uno corresponden entre sí. 
,·,:( 

Por o~ __ r9'.. P~~t~'-;\':~~~s portan el 50% de los antígenos clase I 

y II d.;r· i',;di'V':l.duo';x, (-A2, -814, -DR2, -DQ). Mientras que el 

indivi_du_o ¡_,J~cí-_. emparentado), no comparte haplotipo HLA-A 

alguno·.~_de :~~~ ·3·;-;Í.ndividuos emparentados. Sin embargo, con el 

indiirid~~ y' comparte todos haplotipos clase II tipificados 

con excePci6n de los haplotipos -OR6 y -003. Mientras que 
'' 

con los iridividuos Y y z comparte los haplotipos -B35,-DR2,-

DQl. 
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Tabla 2 ,· Haplotipos HLA. 

Individuo l!I.A-A HLA-B l!I.A-DR HLA-DQ 

A -24,-3 -35, -4 -2,-s -1, -3 

X -2,-30 -39 (16).' -14 -2, -3 -1, -3 

y -2,-23 -35,-14 -2,-11 -1,-2 

z -2, -23 -35,-14 -2,-11 -1, -2 

Notas . Subtipo ·del.· antígeno 16 • 



Cinética. de proliferación c8lular. 

En .las t·abláá .. 3~ y ·4·. se.'. Pueden observar: los I.M. y las 

proporciones d.~· .ni·;·i .. r-12.·},.·~~';J~~:~ ~~~;,"t:~!llb~én i.;~ · I. R., 

:-::~~r~~&¡,{jil~1~~~i~r0r:~: 
" j . - .. -, .. -.. ; ~ ' .. ·. ,~(~:-~- . 

_La:~:~: pr~p~~c~~~e~. d~.- Ml, M2. y M3 mostraron diferencias 

entre ·' loS '. diver~os per!~dos de cultivo para los MLC de 

individuos emparentados respecto a los no emparentados, 

observándose que en los cultivos de individuos emparentados 

lá.s metafases registradas (menos de lOO) fueron 

primordialmente de primera divisi6n (Ml) manteniéndose dicha 

proporci6n en los cultivos que las presentaron a los 8 y 10 

días de iniciado el cultivo. 

Lo anterior contrasta con los resultados observados en 

los cult:.ivos AX, AY y AZ (individuos no emparentados) en los 

que exist:.i6 una proporción de hasta 27\ de terceras 

divisiones entre el Sª y Bª dia de cultivo y de hase.a 51\ de 

terceras divisiones a los 10 dias de iniciado el cultivo. 

Cabe mencionar que la velocidad del ciclo celular fué 

diferente entre experimento y experimento en los MLC entre 

individuos no emparentados, pero en cada experimento las 

proporciones metafásicas registradas generalmente seguían el 

patrón de comportamiento descrito. 

so 



" ,·. 
Tabla· 3·~ · Propo·;6i-~·~~s···metafá~.i~á-~, ;·:!n~ic:i~- .. :~1t·ótico e 

indice de replicación ·en•MLC 'a::1os:0 ,'diaa.:.de ·cultivo; 

MLC 

AX 45 :•.: jí 
",· ~· ··:':_ ...... ; :{:;¡ :···.·· 

24 l. 790 
26 ;39·:,· ·'·'45.· ''l';O'. 2.390 

AY 40 37 1.830 
40 42 l. 780 
33 40 l.940 

AZ 68 17 15 2',3 l.470 
60 31 9 1.8 1.490 
12 35 53 2.1 2.410 

XY o o ---• 
o o 

xz 10 3 3 0.5 
l 2 l 

YZ o o o 
o o o 

Notai 
* Las metafases registradas no fueron suficientes, 

Sl 
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Tabla 4. ·Proporciones metafásicas, indice mit6tico e 
indice de replicación en MLC a los 10 · dias de _ c~lciv<?.• 

MLC Ml · I.Ri 

AX 47· >1.'650 
17 ·, 2 .340 

AY 17 40 43 f.5 2.260 
53 20 27, 4. 3 L740 
31 57 12 3.5 1.810 
31 28 41 3.l 2.100 

AZ 65 24 ll 1.8 l.460 
55 35 10 2. 6 l.550· 
21 35 44 3 .l 2.230 

XY ll o o .0 
3 l ---· 

xz 8 o o. 6 
2 o --~-· ----· 

YZ 3 l 
4 o 

Nota1 
* Las metafases registradas no fueron suficientes. 
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Los MLC realizados.· con las combinacio~~s· . X, .Y y z, 

(individuos empar.entados) most~a~C?n _ entre - sí ',:Patrones de 

cinética similares con. la· ~~~~.~ci.~i;t :.-~·e .. :~--l~-~---C~"~t'f~O-~-· :C~~ ~a 

.;~~:~rf ~~I~~~~l~l~l~~~1 • 
. emparenta.do~;_ ~~~~'?.!1'~-d~~~f.e~-~~-ª.:; ~e,%-~O~~ ~:c~l_ti~ó~:{~,·:~AY, :: y AZ 

que <pres~~~~~~~:~~~: ~·d1h~-ki~~'.~-~~e ~~~~~i~1~~~~T~·ri ,. niUCho más 
rápida-. ,_:;_::-~-.' .. ,, <"".~'" - •. < ~::-·:· .. --: f-' - -- -.- ,:·-~:: ·.· 

.. :1 :-'~: : .. ~,1,-:: 

~;-~-\:<<<-~:- ·r·,;, 
El ·aná11~.i~- de varianza realizado· entre los indices de 
·.'- :· '" 

replicaci6il 'obt.enidos en cada MLC, demu~stra que los valores 

obt~nido~ .. en los individuos emparentados fueron 

_sig~ificativamente menores respecto a los obtenidos en los 

MLC de individuos no emparentados (p<O .OS). Los rangos de 

los valores se encuentran entre O (YZ) hasta 1. 761 (AY) , a 

los 'a días de iniciado el cultivo. En lo que respecta al 

~análisis realizado entre los índices obtenidos en los 

cultivos de 10 días entre individuos emparentados y no 

emparentados, las diferencias mostraron significancia, de 

manera similar que para los cultivos a los días, 

encontrándose que éstos iban desde O (YZ) hasta l, 977 (AY) 

(Tablas 3, 4, Figura 6) 



2 

1.5 

AX 
.. g.. XY 

2 

1.790.:. Q.537 

3 4 5 6 7 8 

Días de cultivo 

-!- AY 

....... xz 

••••••.•. El 

9 10 11 

Figura 6. Promedios de los Indices de repllcaclón a los 

6 y 10 dlas de cultivo. 
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Xndicea mit6ticoa 

En lo que respecta a los indices mit6ticos, éstes 

difirieron de manera significativa (pc0.05} entre los 

cultivos de individuos emparentados y no emparentados siendo 

mayores éstos últimos. Por otra parte no se encontraron 

diferencias estadisticamente significativas en el I.M. entre 

experimento y experimento para los MLC de individuos 

emparentados ni para los MLC entre individuos no 

emparentados. 

En los cultivos de 8 d~as de individuos emparentados 

se encontraron indices mit6ticos menores de 1\ (XY) mientras 

que en los MLC entre individuos no e~parentados los indices 

registrados llegaron a ser de hasta del 2%. 

A los 10 días de iniciados los cultivos se encontraron 

índices mit6ticos desde 0% (XY) en loe emparentados hasta 

del 3-4\ en loe MLC entre individuos no emparentados ( Tabla 

4, Figura 7) • 
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% l. M. 
4,-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

3 
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2 

3 6 :.0.006 

2.5, 0.006 

3 4 5 6 7 8 

Días de cultivo 
9 

2.5, 0.005 

* 

10 

Figura 7. Promedios de loa Indices mltótlcoa a lo 8 y 10 
dlas de cultivo. 

11 
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Subpoblaciones linfocitarias. 

La determinación inicial de las subpoblaciones 

linfocitarias CD~+ y coa+· .Para cada unO de' los individuos 

involucrados en c'ada·· -e~~~i.mento, resultaron dentro de los 

porcentajes .no·rmales·_: (_Tabla S) .• 

Tab1a s. Subpoblaciones iniciales CD4+. y CD8+ 

¡¡i!:\~:!!ishl2 CDh CDS+ 
t % 

A 46 S3 
44 SS 
34 6S 
S2 48 

X 55 44 
60 40 

y 40 60 
61 38 
36 64 

z 67 33 
so so 

Nota: Rango de referencia 
CD4+ 33·67'11 
CDS+ 2S·7l'li 
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En lo que respece~: a .l.as. ~~bpOJ:;ilaci~~n~s 1 l:in~o·~.~t~'riaá 
encontradas en cada· periodo d~ :c-Ulti~o, ~: POde~OS>~bs.~rV~r· en 

la figura 8 ·'Y: '.9, -, ·~~ .. L.:~~·n'·_ -pro~~~i~;_'·'.:.·;~~~ ·{º~~-::·_~-:~:~-{~-~~~ª· de 

individuos·. .;,;n ~' i~s. )~~t!genos HLA /,~i'~ifi2~bo'~'¡. 'las 

proporciOne~}'?dé ;)~T ~~:'éD4 ¡_-_:·. ~ ~-- Coa~ -nb: <. v~~i:~-~~~:·~:_-=;-:;~:~:~~---~·s;_·:~ de 
manera· s_i.gni:fi·~~éi~a en_ ninguno de los per{odos de cultivo 

- ·.·.~' 

manejados:·:· 

Cabe sefialar que, en aquellos cultivos en los que 

exist!a un 5Dt de compatibilidad en los antígenos HLA clase 

I y II tipificados, la proporción de LT CDS+ tendía a 

incrementarse ligeramente conforme transcurria el periodo de 

c·ultivo (peo. 05) • 

Por otra parte, en los MLC de individuos no 

emparentados, las proporciones de LT CDS+ variaron entre sí 

a los 8 días de iniciado el MLC, de igual manera que para 

los cultivos con un 50\' de compatibilidad, éstas 

proporciones tendían a incrementarse conforme transcurría el 

período de cultivo llegando a encontrarse a los 10 días de 

iniciado el cultivo proporciones de LT CDS+ hasta del 65\-

(Figura a y 9). 
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- AX 

- XY 

10 

Oías de cultivo 

~AY 

'IBiilliilll xz 
D AZ 

D vz 
Figura B. Subpoblaclones llnfocltarlas 004+ a los 8 y 10 

dlas de cultivo. 
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Proporción % 

8 

- AX 

- XY 

10 

Días de cultivo 

flB AY 

ttfil!illill) xz 
D AZ 

D yz 

Figura 9. Subpoblaclones llnfocltarlas CDB• a los B y 10 

dlas de cultivo. 
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VII: DISCUSION 

Los resultados obtenidos, demuestran que la 

proliferación celular entre MLC 5le. iridi~id~o~··.::e·mparen.'tados y 

no emparentados varía considerablerriente .· ::/ÉS~~':. ·.,~~ch~·~-·· es 

evidente si observamos lOs indiCés·-.;·m'il:6~·icOS\·y·,: iá ~~inét.:i.ca 

::1:::~i::::c~:ª ::~u~:r ljs~1~:J1e~~~~iiir~('~e;(~i~lado el 

~~: ·.' :·:~~:. _:~~-"~~~:/~~i~;f~~fa~~:-~;::~¿~.;.,,,~-~«: ·.·' .-J: . 
Si consideramos ;~.;;:,.~er:,~~.·;reconocimiento:·· aloantigénico 

, --: :: :;.~;·. JY:::.': ,·.::.'.\::'.,!:.~~~·\~:':f(;j:;.~\:i\.;~:~r.>·:: "~ ·_ 
generado en ... la '"reacción-., mixta·::~,l~nfocitaria así como el 

control·; _·ge~·¿f:J.C.~i.~\í~~~~;.~ri~6'i~~k~~:.;-~,,·J:a~}"dieerencias observadas 

en 18.. pí:-oi1feráb'i~kf~t-:~:~~6;:r~~t:·tfi~~S ·:mixtos de linfocitos en 

estudio, · c~iñcfde·.· :.d1~', .-~él ~·~h~~-~¿, ~e en los MLC entre 

individuos émpare~t~dos' l~-, .dtvisi.6n celular fué escasa o 

inexistente ~ bien. {~· .~~i:im~~~ci6n en cada caso no era la 

suficiente para desencadenar una respuesta proliferativa 

considerable al punto tal que no fué posible la 

determinación de los indices mitóticos, en contraste con los 

obtenidos para los cultivos mixtos de linfocitos de 

individuos no emparentados en donde se observaron índices 

hasta de Jt. 

En el MLC, se da una activación policlonal de las 

células T y la asincron!a con la que las células responden 

resulta importante ~onsiderarla. cuando observamos la 

progresión del ciclo a través del tiempo, es evidente con 

los resultados, que en los MLC las clonas involucradas CD4+ 
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(al inicio) y CDS+ (en. ·el, transcur'so de la ~:rol~f'7.~ación) 

se modi.ficaron . c~nf-ortrie las · :primeraS recCmOcí.a:n. a los 

aloantígenos con .. re .. t:Z:.l.cci6n del: MHC Y: los. Únf~cit~s . coa+ 

::::::::::.·:~ ~±éi~t~lt~:r.~i~,:f.~~á'ti:o ... Y;;~u~¡~ii~~:~ ,· (MLC 

, .· ..... " . -· ~r~~~: :~<~;~'. .. 
::.·~~;,;--::-'.'-~ - ' . ;;::~·;,_-~ ,._ -:":-

~: ~-~; .. -_i:iz:~ "ü~~l~t~:t~íf~~):m¡:_~ :.: 
Este1;s·_. clonas::~. respondieron·. dé .. :·a'.é:ué'rdo al est.imulo 

. _ .. . . -... "X~~;:,,·~:1\~~·;.:,~ .. ~~1~~:· .2)Wi.~· :";,;~:·': .. . . 
inicial, -·el;:·; ·cuiil:.': pcií: :· 1á'§--presericia· . éontinua del antígeno en 

,- . ____ , . '. ·. '~>::. ':'"";'"" 
el cUlt'ivo; _·:_-prop'ici6 la. proliferación celular y la 

pro9re~16n; .. del ... ···~¡·~lo con el transcurso del tiempo; 

obteriiándose una proliferación celular considerable, 

atribuible a la complejidad de los aloantigenos involucrados 

en los MLC entre individuos no emparentados en contraste a 

los aloantigenos encontrados en los MLC entre individuos 

emparentados. 

Tomando en cuenta que la activación de los diversos 

grupos celulares involucrados en el MLC (LT y APC 

principalmente macr6fagos ya sean propios o alogénicos) (41) 

es atribuida al reconocimiento antigénico de las moléculas -

DR y -DO consideradas como antigenos convencionales 

responsables de la reacción mixta linfocitaria (46·49) , 

podemos decir entonces, que el reconocimiento aloantigénico 

y por consiguiente la respuesta proliferat.iva en los MLC 

entre individuos emparentados coincide con lo esperado, o 

sea fue escasa en comparación a la que existió en los MLC de 

individuos no emparentados, ya que la restricción genét.ica 

en el reconocimiento de los ant.igenos HLA clase I y II por 
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1 

? 

parte de los linfocitos T y el reconocimiento de moléculas 
. ' . . . . . -

aloantigénicas propias (co.ntrol ne9at'i~6)', <' ~-~~~eiici.almente 

similares 6 iguales (individuo~ '.empar~neacio~l; impide de 

alguna manera ~e s~ _d~~-e~:~-~~~~~7- ~-¡~~-~-~~~~sB:~~~nto antigénico 
. ·' . ,• .. •' ·. ' 

(41). Esto ·es evideri.te- sí--;-observamos lo·s :índices mit6ticos 

para lcis individuos no emparentados los cuales muestran de 

alguna manera el estímulo aloantigénico generado en estos 

cult.ivos. 

Por otro lado si tomamos en cuenta en las proporciones 

de metafases registradas a los días, las de primera 

división son predominantes en los MLC de individUos no 

emparentados modificándose la proporción a los 10 días de 

iniciado el cultivo, siendo ahora mayor la de metafases de 

tercera ·divisi6n. Ello demuestra que la progresión del ciclo 

celular respecto al tiempo fué mayor en los MLC de 

individuos no emparentados. 

Ex~s.ten .evidencias que demuestran que la proliferación 

observada en los MLC, en los que se presentaba 

compatibilidá.d total con respecto a los antígenos HLA-A, -8, 

-DR y -DQ, · puede· ser atribuí.da a los antígenos HLA-DP 

(43,44,45), los cuales, inducen una respuesta proliferativa 

significativa, la cual estaría relacionada de manera 

importante en la·. incidencia de severas reacciones injerto 

contra huésped, en el transplant.e de médula ósea entre 

individuos no relacionados y con una compatibilidad t.otal o 
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parcial hacia 16s antígenos HLA·A, -a, -e, ..:oo, -DR e 

incompatibilidades hacia los-. antígenos HLA-DP. (SO, 51, 52) 

En los . cultivos· ::·~~·~J.i·z~d~s ;.~-:·d·f6has.:: "moÍ'éc~'1as ·.·Pu.die~~n 
ser las responsab1e:-::~-e";·:·{~·: .. ~~OÍi~f:;dr~6I6n--::c·eúiiar·i:·e·n:~~~trada 
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:º~ºªM:/•··~:·t:~@<t6~1f~f¡:[~'?t4ri~lkr$§~1f~~}~~ti~Jp::: 
antíge~OB .~ ~IA:.·.t.ii:;~·f i~~d~'~) :· y,_:así · :·tambi_én :·~~~~~e_r.~.~~-·; ·e·s~~mUlo 
prolifer~~i-y~:{':·.~~i~i.~~a:i":,:> ~~-:; , -~{-~· -~~1·~'. :/,~;~iA)tif~:~~~~~~~~~Li ·-de!' 
disparidade~ en Ú~ moléculas HLÁ-A, :;,s, ·. -DR·, -DQ 

involúcradas en cada uno de los cultivos. 

Consideramos que para descartar la posibilidad arriba 

m'encionada hubiese sido conveniente evaluar, el hecho de que 
las moláculas -DP hayan sido las responsables o no de la 

proliferaci6n en los cultivos estudiados, mediante la 

tipificaci6n de dichas moléculas. Sin embargo, esta prueba 

no se realiza en las tipificaciones de rutina, dado su 

elevado costo puesto que involucra el analisis molecular de 

las cadenas polimórficas (53, 54). 

Los resultados obtenidos son comparables con lo 

reportado por. el método tradicional de incorporación de 

timidina. tritJ.ada.'~a~~·.·~l ánálisis de la proliferación en el 
cultivo ~i~t;; ;·:~~!~{tf~~~~i~~~~,~ .~n .dicho método se reporta que 

~.i:::0::h:·fü··~i1l~kf i¡:lti·º c::t:::c::r:::::i::a:::c::t: 
con lo eri~Onf:f~d~_:'.:·POJ!~;~i" ;~~:~~~~.de ·incorporación de BrdU. 

: .. · ... · .. 
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~or otra: pélrt.e, r~sulta_ inte'resante con~~de:=:.~_r .que la 

sensibilidad mostrada por el método· de :.incorporaci6l1 de\sJ::dU 

para eva1úa·r· _1:a·· p~~liferaci,61'1:_:ce.iuiar,~ ~~- e.1·, M·L~,:~~S·'.:'~~eP-~~ble · 
dado que· ~·.10~:-::_ ~~~~l tadOs . -'--áoii ·>:onf i~~le.~.i~:~;--~~-~-(~4.U¿ibi~-~- y_ 

ofrece~· m~~b~1,·_.¡n·f·~lrina~-16n'· Par~· la-_'Ya1o:r¡f~i_6n _~d·~·; r~:-'réSPueElta 
proliie_~~~~y~-~ ~n-;-~1- ~~~ ·;p6~~-~-- .. ~-l·" ~~~l~~r·-·i~· -~~i·~~~i~i ·ae 

prolifera~.Í.6n·.: -ceiUlar: en el· MLC permite .. con<?ce_r· la 

evoluci6n .. de l"as clonas involucradas durante la MLR como ya 

se':'ha·.;-re~ú:z-ado en cultivos de linfocitos estimuladOs cOn 

fitohemaglutinina (SS) (las células que se encontraban en 

primera división y que progresaron hasta llegar a segundas 

divisiones e incluso a terceras divisiones mitóticas) y lo 

cuál representa una gran utilidad cua~do se pretende conocer 

los mecanismos de activación clonal en la MLR dependiente de 

los aloant!genos HLA (-A, -B, -e, -DQ, -DR y -DP 

posiblemente) , as:!. como marcadores característicos de una 

población celular (CD4+· y CDS+), y la evolución de la 

proliferación celular observada en el presente trabajo. 

Finalmente, el haber logrado reproducir el MLC con las 

técnicas citogenéticas y que son utilizadas ampliamente en 

la toxicología genética, amplía las posibilidades de uso 

para.esta prueba ya que se le puede utilizar en el monitoreo 

biológico de individuos o poblaciones expuestas que pudierán 

sufrir daño directo o indirecto al DNA. La importancia de 

utilizar ensayos que permitan caracterizar la respuesta 

inmune de individuos en riesgo por exposición aguda o 

crónica a agentes tóxicos, radica en la necesidad de 



caracterizar los cambios biológicos que sufren estos 

individuos para. establecer .e~., riesgo .qÜe .tienen de sufrir 

enfermedad~·.: . _ . . ';; · C'.·~,.; 
' '-' '__'."< - .~·-'.~;;·_··:_;,. 

r,-a: carac:t·e~.f~-~~i'.6'ii: d_~\:,~~-· ~-~ª-~~esta ··inmune frente a la 
exp0siéi6il";:de?ag~·ntee: ú:i6XiCo:s·, ~es·. relevante por le esencial 

-·- ! '·/':.."'.··'-·-·· 

que el. ·_--si~te~'i ;.iiirñutle;' :r~'.éliita'; ·en ·el mantenimiento de la 
__ ,_._ ::,.) 

salud:humaria .. · 
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vrn. CONCLUSrONES 

Los resultados del presente trabajo.muestran que: 

1. La cinética de proliferaci6~, c~i.:~~ar y, el indice 

mit6tico en er MLC entre . i~d{~f.d{¡~~·~:·no':-~·~pare~t~dos· están 

incrementados en· comparaC.i6n :a. ... : i~~'.::~i~ ·entre individuos ~ 
emparentados: ':: .GL i~~' '~'> · ·· · 

.:'.:-:·· 

2' :r.'a e~~l.;á'cl.6~ del·. ii'ídi~~.'..;,i.tÓÚc~ y la cinética de 

prolifé;acl6~ ce;Üi~~ en · el Mi{· permit~ predecir una 

3; La prog'resi6n del -·ciclO celular en el MLC es 

dependiente de la histocompatibilidad existente en cada 

grupo celular involucrado (cultivo mixto de linfocitos 

bidireccional) . 

4. La evaluación de la proliferación celular en el MLC 

mediante el método de incorporación de BrdU es comparable a 

lo reportado para el método de incorporaci6n de timidina 

tritiada. 

5. El análisis de las subpoblaciones linfocitarias 

CD4+ y CDS+ por citometria de flujo en el MLC bidireccional 

no se modificaron considerablemente entre individuos 

emparentados y no emparentados. 



6, La 

citogenéticas 

implementación 

tradicionales 

del 

de 

MLC con 

cit.ogenética 

técnicas 

permite 

incorporarlo ·a -1a ,gama de pruebas utilizadas en la 

toxicología g~nética: 
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