FCTAD.9 1STYOI0k 17577,

Universidad Nacional Autdnoma S cxmmatric
de México N

Facultad de Estudlos Superlores
CUAUTITLAN

El Cultivo Mixto de Linfocitos ( MLC ): Cinética de Preliferacién
Golular y su Capacidad Predictiva de una Futura Reaccidn
Inmunolégica Hacia Aloantigenos HLA.

I E S | )

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A

PATRICIA RAMIREZ NOGUERA

Direclores de Tesls:
M. ep G. MARIA EUGENIA GONSEBATT B.

DR, LUIS ANGEL TERAN 0.

Cuautitlin Izealll, Edo. de México 1994

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



UN Ay
FAGULTAD D ggnyp.oq

FEERLAL Nal SUPERIORES Ctyrin o
AEADA LY ASLITOT VUYLE APROBATCAIOS

ez . g

i Pay

i)

i

DR  JATHE. KELLER TORRIS . LS
BIRETTOR DE LA FESZ-CLAUTIVLAN ‘ *O0MOmenty gq

b= 1dmar.
PRESENTESE . N Plaunnale,

CIRE LN =agl Rodriguez Cebalics

Ceparcamento de Examni.gs
naies <o la FLE.S. - G

Con base en =21 arm. ZE =2l "ug: .mento  General de Examenes,  aes
UNICET 4 usted qu  revieamos la TESIS TITULADA
vixre e Lindecity M Uindties

de nreliter

colular vy sl cgrocided mrediv rve deounn Suturn reaceifn gppunc-

y&cien barig aleantisenns W

s L]
Dorpicia R._- . -
que presanta __l0 pasante: rricia Ranire: Neouera
con nMmero de cusnkas S30H0502.1 para abtener el TITULOD de:

Auirien Parmacefitica Bfolern

Considerando que dicha tosis redne los requisitos necesarios para
ser discutida en el E/JAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos
nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTANENTE.
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU™ . i cienbre :
Cuautitlan lzcalli, Edo. de Méx., a __ " ge DICIETOYE 4o 59

PRESIDENTE 't on [ "-n-f« Eyspania Gongehatt Bonanarice QKZ/[A)(h

VOCAL O, F, B Tdalin dvitn Mivazawy

SECRETARIO Dr. '1Tco Aatonio Veua LEnes

PRINER SUPLENTE o [, ., ‘urin Fsther Bevuelta Hiryanda

SEGUNDO SUPLENTES =, 2, UZcrer Marue! Zendeias fuitede

UALSDEP/ VAP/OL

[



o

A MIS PADRES:
Por todo el amor, carific y tenacidad que_siempre me han

alentado.

Gracias Bét:y"y‘ Pédrq

A MIS HERMANOS:

Beatriz Carolina Y Rodrigo

A quienes quiero y de los que he aprendido tanto

A ROBERTO:

Por todo el carific y amor, brindado.



[z

AGRADECIMIENTOS

A Maricha por td‘entus;asmb~y ‘apoyo incondicional en

en éste trabajo.

todo momento que fructifici

A’ la Dra

realizar.la mayo

n. tan valiosas en la

afeha'y a la Bi6loga Armida por

su coiébbracién. n-la tipificabién de los antigenos HLA.

Diana Lezcano por su apoyo en el andlisis

citométrico.

A mis compafleros de laboratoric por los buenocs

momentos.



c NTE I [o]

ABREVIATURAS

INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

RBSUMEN
INDICE GENERAL HOJA
I. ANTECEDENTES 1-2
II, INTRODUCCION 3-33
2.0 LINFOCITOS 3-4
2.1 RECONOCIMIENTO ANTIGENICO S-6
2.2 COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD 8-17
2.2.1 Estructuras
2.2.2 Tipificacién moléculas clagse I y clase II
2.3 CICLO CELULAR 18-23
2.3.1 Fasges del ciclo celular
2.4 METODOS PARA LA EBVALUACION DE LA 24-26
PROLIFRRACION CELULAR

2.5 CULTIVO MIXTO DE LINFOCITOS 27-33
2.6 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 34
III. HIPOTESIS 35
IV. OBJETIVO] 36
¥. MATERIAL Y MRTODOQ 37-45
5.0 MATERIAL 37
5.1 EQUIPOS Y APARATOS : a7 .
5.2 REBACTIVOS Y SOLUCIONEE a8
5.3 METODOLOGIA 39-47
5.3.1 Toma de muestras .
$.3.2 Separacidn de células
§.3.3 Cultivo Mixto de Linfocitos
5.3.4 Citometrfa de flujo
S.3.5 Andlisis al microscepio

i) Cinética celular

ii) Indice mitdtico
5.3.6 Tipificacién de antigenos clase I y II.
5.3.7 Anflisis estadistico

¥I. RESULTADOS 48-80
¥II. DISCUSION 61-56
YIII, CONCLUSIONES 67-68
IX. REFERENCIAJ €8-76



ABREVIATURAS

IL-2x

IL-6

Célula presentadora de antfgeno
Bromedesoxiuridina

Cicle celular

Cadena lateral carbohidratos
Carboxile terminal

Cinética de proliferacién celular
Regidn corta citopldsmica

Acido desoxirribenucleico
Acido(N-<2-hidroxietils>)piperazina
etanosulfénico

Ant{gencs Leucocitaries Humanos
Timidina tritiada

Interleucina-1

Interleucina-2

Receptor de interleucina 2
Interleucina-4

Interleucina-5

Interleucina-6

Interferén

Indice mitético

Indice de replicacién

Linfocite T

Linfocito T ¢itotdxico

Linfocito T cooperador

Metafase de primera divisién
Metafase de segunda divisién
Metafagse de tercera divisién

o subsecuente.

Mitosis

Complejo mayor de histocempatibilidad
Cultivo mixto de linfocitos
Interaccién mixta de linfocitos
Reaccién mixta de linfocitos
Amino terminal

Solucién amortiguadora de fosfatos
Fitohemaglutinina

Fosfato

Acido ribonucleico

Enlaces disulfuro

Receptor de células T

Regién transmembranal hidrofébica



Figura
Figura
Figura
Figura
Pigura

Figura

Figura

Figura

Pigura

Tabla
Tabla
Tabla

Tabla

Tabla

INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

6

7

8

1

2

3

4

5

Reconocimiento antigénico

Mapa génico-del MHC :
Estructura de antigenos clase I y II
Ciclo celular de los linfocitos

Modelo para el andlisis de proliferacién
celular

Promedios de los fndices de replicacién a
los 8 y 10 dfas cultive

Promedios de los fndices mitSticos a los 8
y 10 dias de cultivo

Subpoblaciones linfocitarias CD4+ a los B y
10 dfas de cultivo

Subpoblaciones linfocitarias CD8+ a los 8 y
10 dias de cultivo

Transplantes realizados a la fecha en México
Haplotipos HLA

Proporciones metaf4sicas, Indice mitético e
fndice de replicacidén en MLC a los 8 dias de
cultive

Proporciones metafdsicas, indice mitético e

indice de replicacién en MLC a los 10 dfas de

cultivo

Subpoblaciones inilciales CD4+ y CD8+

HOJA

14
23
26

S4

56

60

28
48
51

52

57



RESUMEN

. El cultive mixto de linfocites (MLC), es un ensayo
dtil en el estudio de la respuesta inmune mediada por
células y que esti controlade por moléculas de clase IT
(HLA-DP, -DQ, -DR) del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) en el humanoc (HLA).

Este ensayo se usa clinicamente para la determinacién
de compatibilidad en el transplante de O&rgancs (rifién,
médula &sea, 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 "insignificante" o nula.

El MLC puede ser realizade de manera unidireccicnal o
bidireccional. En el primer caso las c&lulas de uno de los
individuos son tratadas con mitomicina C o radiacién y la
proliferacién existente es debida al estimulo generadeo por
el otre individuo {células respondedoras). En el MLC
bidireccional ambos grupos celulares actdan como
estimuladoras y respondedoras.

Las c¢élulas involucradas en esta reaccién, son
principalmente los linfocitos T (LT}, cuya proliferacién
puede ser determinada mediante la incorporacién de timidina
tritiada o por el método de incorporacién de
bromodesoxiuridina (BrdU) que en este caso fué el elegido.

Se realizaron cultivos mixtos bidireccicnales de
linfocitos entre individuos emparentados y no emparentados
cultivados durante 8 y 10 diasg. Los resultadeos revelaron una
cinética de proliferacién celular incrementada en agquellos
MLC en los que participaban individuos no emparentados, en
comparacidén con la que se encontrd en los MLC de individuos
emparentados y que se determiné mediante el fndice mitdtico
(I.M.) y proporciones metafisicas de primera (M1}, segunda
(M2) y tercera (M3) divisién (diferenciadas por la tincién
especifica para cromdtidas).

Por otro lado se determinaron las subpoblaciones
linfocitarias predominantes en c¢ada cultivo mediante
eitometria de £lujo. En los MLC con 100% de compatibilidad
hacia los antf{gencs HLA de clase I y II las proporciones de
linfocitos T CD4+ y D8+ no variaron entre si{ de manera
significativa en ninguno de los perfodos de cultivo,
mientras que en los gque existfa un 50% de compacibilidad

para estos antigenos, la proporcién de LT CD8+ tendfan .

ligeramente en promedic a incrementarse conforme transcurria
el perfodo de cultivo; presentédndose la misma tendencia en
aquellos MLC entre individuos no emparentados.




Z. ANTEQEDENTES.

La respuesta inmune es resultade de la interaccién del
ant{geno con células efectoras y reguladoras, cuyo objetivo
principal es el de defender al organismo de los diversos

agentes infecciosos y aquellos potencialmente patégenos.

Dentro de las células dinvolucradas en la respuesta
inmune se encuentran los linfocitos T que son loa mediadores
de la respuesta inmune celular en colaboracidén ccn otras

células fagociticas.

Tanto el desarrollo de técnicas de cultivo asf como el
establecimiento de métodos "in vitro" gque simulen procescs
de inmunizacidn "in vive", han pravié:o de herramientas para

el estudio de la inmunidad mediada por células.

Uno de estos ensayos de monitoreo inmunolégico, con
potencial predictivo de una reacciém humana hacia

aloantfgencs 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 cultive de § dias,
un nimeroc pequeiio de “células grandes" con nicleo prominente
y algunas de ellas en mitosais. Los investigadores notaron
que los cultivos habfan sido realizados con sangre de 2

individuos, sin imaginarse que la respuegta proliferativa

i
'
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era debida a la reaccidén mixta de linfocitos (MLR) descrita

tiempo después (1).

El descubrimiento se realizé mas tarde por -dos grupos

de investigadores Barbara Bain y col. y Fritz"_H.,Baéh'r con>

Rurt = Hirschhorn; quienes demostraron "V@E' cdc'uily:.ivélrido"

leucocitos de. " individuos vn'o", igiadionédos,’ és};os".i se

transformaban: en blasto' Y proliferaba‘n‘d'e méner ;sfﬁilér a‘

aquellos a los que se les adicionaﬁan mitégéno':‘s; (2,3)7 S

Dos afios -desbués:'el Vgrupo de Fril:‘z 'H. Bach describid
un métoci; en el qual, a diferencia del anterior, existfa un
grupo de "células respondedoras" frente a otro grupc celular
estimulador que se trataba con Mitomicina € para avitar la
.replicacién de su DNA y, por leo tante, 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 linfocites
(MLC), Yy la reaccidén dada en el cultivo se conoce como
reaccidn mixta de linfocitos (MLR) o bien interaccién mixta
de linfocitea (MLI). Ahora se sabe que el cultivo mixto de
linfocitos (MLC) constituye una forma especial de .
estimulacién antigénica producida por antfgencs HLA

alogénicos en los linfocitos (5).



II ODUCCT:

2.0 LINPOCITOS

Los. linfoeitos son producxdos en- los ézganes linfoides

primarios o cencrales {timo. y médul ésea) en'elevada

cantidad (109/dia) Estas células m .ian dos t pcs generales

- de funciones inmunolégi' as »reéuladcra (5)

- Dentro’ de las Euncione ‘efectoras estén: incluidas, las
: reacciones . de hipersensib lidad =" : réchazo de
aloinjertcs, .'la ‘inmunidad humcra.l y 1a reacbividad de
injerto contra huésped s).

yaé funciones reguladoras de 135/ células T  estén
représem:adas por  su capacidad = para éon:rolat Vla
citotoxicidad mediada por células T Y- la produccién de

inmunoglobulinas por linfocitos B (5).

Los linfocites T y B son activades por estimulacién
antigénica. Para que esto ocurra el antigeno debe ser
"presentado" a los linfocitos por células accesorias. Esta
interaccidén involucra el reconocimiento de moléculas
egpecificas en la superficie de ambas células. Esta
activacién trae consigo un incremente en la sintesis de
proteinas y en la expresién de un gran nimeroc de moléculas
de superficie induciendo 1la aparicién de marcadores

adicionales {marcadores de activacidén), como la interleucina



2 (IL-2) y su receptor j,('IvL-zyry) ,-moléculas del Complejo Mayor

receptores’ de

de  Histocompatibilidad:: (MHC): 'clase -;II

transferrina;

- entre otras (5);

xpresién de glicoproteinas' :
de membrana llamadas CD4 cps lque puedén ser definidas con
anticuerpos monoclonales. El grupo die células CD4+, expresan
una glicoproteina de’ 62 kD, mientras que el de células CD8+
expresan una gl:.coproteina de 76kD. Estas moléculas acttan
como receptores 'para molécﬁlas del MHC clase I y de clase
II, respectivamente, y ambas contribuyen al reconocimiento
de antigencs por parte de la ecé&lula T (reconocimiento
inmune) y a su activacidn ({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 cooperacifn celular. Dentro de las
células CD4+ existen las inductoras o efectoras y las de
ayuda o cooperadoras (LTH) mientras que dentro de las CD8+

existen las supresoras y las citotéxicas (LTC) (7).

El perfodo de reconocimiento antigénico, involucra la
respuesta de las células T por la sintesis y secresidén de
citocinas y de los receptores correspondientes de alta

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



2,1 RECONOCIMIENTO ANTIGENICO

Las células T reconocen directamente al antigeno’aobr’e .
la superficie de células presentadoras de antigeno (APC) . na
gran maycria de antigenos requzeren ot procesamiento,
intracelular antes de que puedan ser presem:adas a 1a9‘
células T en foma inmunogénica sienda &BLO. un rasgo comun

~de laa reacciones inmunes involucradas con células T (B) . si'
por cualquier caso la degradacién interna del’ antigeno es:
_bloqueada, las APC son incapaces- de presentar el antigeno’

(1,8).

N Los LTH, vveconocen el antigenco sob.re Apc ‘c:on'
restricoién genética por el MHC, es decir, el haplotipo que
deberé'presentar la APC deberi ser el propio, ésto implica
que las células T pueden de alguna manera recouocer el
antigeno y el MHC sobre otras células (8), diche proceso se

describird mds ampliamente.

La mayoria de las c©8lulas T que expresan moléculas
CD4+ retonocen al antigeno en asociacién con moléculas de
clase II en la APC. Mientras que las células CD8+ reconccen
al antfgeno en asociacidén con meléculas de clase I {5,6)
(Pig. 1) y se conocen como cflulas T citotdxicas.
Principalmente pertenecen al grupc de linfocitos CDB+, sin

embarge una minorfa de LTC {menor del 10%) son CD4+ {6).
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Los L'rc son una/ subpoblacién de 1infoc1cos pequefios,

en la«des:ruccién de células

células ~de - transplante

la provision'

interleuc ina

dependiente de antigeno yila diferenciac:.én de las células

efectoras "in vit;o" (G 3




CLASE |

CELULA
PLASMATICA

Fig. 1 Reconocimiento antigénico

Reconocimlento del LT al antigeno /\ procesado por

las APC en asociacién con moléculas clase ll Y clage | que
induce la secrecion de citocinas reguladoras de [a respuesta

inumune celular y humoral.
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2.2 COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD CLASE I ¥ II

En 1931 Landsteiner, sugirié que de manera similar a
los grupos sanguineos, podfa haber antigenos invelucrades en
la aceptacién o rechazo de tejidos a transplantar, al
encontrarse, por primera véz, anticuerpos leucocaglutinantes

en los sueres de pacientes politransfundides y en los sueros

.de  20-30% . de las mujeres multiparas. El andlisis de los

patrones de reaccién de estos antisueros indicd que cada uno
de éstos daba xeaccién 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 patrén de reacciones sugirié

que loe antisueros estaban identificando aloantigenos, es
decir,' antigenos presentes en las células de individuos de
una misma especie los cuales eran producto de un locus

genético polimdrfico (5).

El nombre de antigenos de histocompatibilidad se
adopté para egtos antigenocs involucrados en el rechazo a un
injerto. Estin ¢odificados por un gen localizado en el brazo
corto del cromosoma 6 (Pig.2), (8). Se reconoce ahora que
las protefnas codificadas en esta regién estin involucradas
en muchos aspectos del reconccimiento inmunolégico,
incluyendo interacciones entre diferentes células linfoides,

v en las gque se ven involucrados linfocitos y APC (S,10).

8
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Con base a su dlstribucién cisnlar y estruc:ural los
antigenos HLA (antigenos de . leucoc:.\:os humanos), se han
dividido en 2 clases: e
An&_iggnga__gg__;_lggg'_;,; liarﬁados .también antigenes
tf.piccsr de his-tocompatibilida‘d, incluyen a los antigenos
HL_.A-A. HLA-B y HLA-C. Su funcién principal es la de mediar
el reconocimiento de "antigenos nominales por los LTC con

fenotipo . cD8+ (9,10), (Fig. 2).

Los ‘antigencp de clage I, incluyen a los antigenos
HLA-b, HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP, Esta moléculas presén:an una
distribucién mis restringida, se encuentran en algunos
' componentes del sistema inmune, incluyendo células B,
.células del linaje monocito/macrdfago (cé&lulas epiteliales,
de Langerhans y células dendriticas), epitelio tfmico Y
células T aectivadas. Asf mismo, pueden expresarse achre

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

Cromosoma 6

D Clase III B [+ A
CLASE II Crasz III Crasg I
CLASE II
-DP -DQ -DR

-DZ -p0 -DX

Figura 2. Mapa génico del MHC. Se esquematiza el brazo corto
del cromeosoma 6 en el cuil se encuentran los genes gque
codifican para los antigenos c¢lase I (HLA-A, -B, -C), clase
IT {HLA-DP, -DQ, -DR} y clase III. También se detallan los
genes que codifican para la regién D (8}).
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El papel prxnczpal de los antigenos clase de II del

MHC, parece ser: la medxacién de interaccicnes entre 1las

'células del’ sis:ema inmune (células T macréfagos Linfocitos

‘E) y _qt‘x.'as‘_ resentadoras de am:igeno que son

necesarias’

egulacién : de la respuesta inmune

17,8,9)

Los antigenos del MHC de clase II son co-reconocidos

per células CD4+ jun:o con ant{genos presentados por la APC.
Un’ réconocimiento similar de antfgenocs y productos del gen
MHC ‘existe para LTC, ellos reconocen epitopos de antigenos
junto  con epitopos de moléculas clase I del MHC. Este
reconocimiente dual es la bkase de la restriccién
’ inmunolégica de los LTC. Las moléculas CD4 y CD8 determinan
cuande los antigenos clase II y clase I, respectivamente,
estéin involucrados en el reconocimiento antigénico

{13,14,15,8) (rig. 1).

La generacidSn de una respuesta inmune efectiva
usualmente involucra la activacién y la expansién clonal de
linfoecitos-ant{geno especificos, La activacién de linfocites
T requiere de dos seflales; La primera involucra la
interaccién del antfigeno en el contextc de una molécula del
MHC con el receptor antigénico de células T (TCR); y la -
gegunda seflal, la estimulacién del TCR causa la expresién
del receptor para {(IL-2r) y la produccién de linfocinas, las
cuales usualmente incluyen IL-2 (14). Esta estimulacién

antigénica conduce al incremento en la sintesis de proteinas
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y a' la translclén de GD a Gl._ Posteriormem:e. para. que

continue el ] "a parv::.r de G1: 8 equiere de una

. seguinda seftal (16,17,18,18

receptorea para IL-2 y la habilidad para proliferar en

‘respuesta a IL-2 (20).

2.2.1 Estructuras

Molécula de clase I.

Son moléculas bicatenerias, Una de ellas ests
constitufida por una glicoproteina polimérfica (44,000 D)
codificada por genes en el HLA, que se asocia en forma no
covalente con una protefna no polimérfica de peso molecular
12,000 conocida como Beta 2-microglobulina, codificada por
un gen en el cromogoma 15. La molécula estd insertada en la
membrana celular mediante la cadena glicoproteica de peso
molecular 44,000 que estd dividida en 3 regiones. si
comenzamos con el extremo -NH; terminal existe: Una percién
extracelular hidrofflica, una porcién transmembranal
hidr6foba y wuna porcién intracelular hidrofflica. Los
determinantes antigénicos HLA residen en la porcién
hidrofflica extracelular. La regidn intracelular hidrofflica

puede fosforilarse y se ha postulade gque esta reaccién
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permite la transmisién de las seflales extracelulares al

. Vim:erior de la célula (5) (Pig.3).

Moléculas de clase IX.

respect ivamente .

Cada cadena est:é

itoplésmica hidrofilica {cyr) (5,6)

alelos

polimSrficas, existiendo miltiples

:difg;gn:es en ‘cada locus conocido. Este polimorfismo se
- definié originalmente a través del uso de aloantisueros,
poblaciones linfocitarias alorreactivas Y mis
recientemente, por anticuerpcs monoclonales. Asi, un alelo
reconocido puede presentar diferentea especificidades
aloantigénicas, por ejemplo, se puede tener el antigeno HLA-
A con diferentea alelos: A 0202, A 0203, A 0204, etc, todos
ellos con una especificidad aloantigénica hacia el HLA-A2

().




A causa de su eslabonamiento in::.mo, la combinac.\én de

alelos en un solo cromosoma se hered

porlo general come

una’ umdad, la que. se conoce ccmo el ipo. Pueato que

nosotros heredamos un cromosoma de cada progenitor tenemos

dos haplotipoa HLA Debido‘ ;que :z:odos lcs genes HLA son

codominantes, ambos alelos se expreaan y en la superficie de
las ' células pueden identificarse 2 grupes completog de
antfgenos HLA, Por herencia mendeliana simple, hay 25% de
probabilidad de que 2 hermanos compartan los dos haplotipos,
25% de que no compartan ninguno de les dos haplotipos y 50%
de que compartan uno de los dos haplotipos (5). Esto
asumiendo que durante la meiosis en las génadas paternas no
se generen nuevas variantes por el entrecruzamiento que

ocurre en la profase meiética.
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CLASE I CLASE II

M,
15 CHO
19
(el
MICROGLOBULINA 117 P
173
200
221
229 237

COOH= Carboxilo terminal

CGH0= Cadena lateral de
carbohidratos

5-5= Unign disulfuro
P04= Fosfato

Figura 3. Estructura de antigenos clase | y Il.



"

. 2.2.2 Tipificacién de moléculas de clage I y II

El  propésito primario de 1la tipificacién, es 1la

1d'eAntA:iv§'icacAi<5n' :de determinantes aloespecificos de moléculas

" de clase T y clase It del MHC.

El método mis comin y accesible de tipificacién, es el
serolégico. Este método de tipificacién se desarroila por el
enfrentamiento de las cé&lulas a tipificar (usualmente
linfocites), con antisueros de especificidad definida (por
ejemplo, HLA-B8) durante cierto tiempo, los anticuerpos se

unirdn solo a antigenos especificos. Cuando el complejo

antigenoc-anticuerpo esti formado sgobre la superficie en

presencia del complemento, la actividad del complemento
provoc‘a la 1lisis celular siende posible evaluar 1la
microcitotoxicidad generada en el pozo corzespondiente con
ayuda de colorantes vitales como la eosina o azul tripan

{s).

Los linfocitos son las células preferidas para la
tipificacién HLA dada su f&4cil obtencién. Estos son
generalmente aislados a partir de sangre periférica completa
y separados mediante la centrifugacién en un gradiente de
densidad. Tambisén se pueden obtener a partir de ganglies
linfiticos o del bazo., La suspensién celular debe tener una
viabilidad mayor al 90% y estar exenta de eritrocitos y

plagquetas comc contaminantes. Excepcionalmente otros tipes

15
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celulares: se: han ul::.l:.zado tal es el caso de las

amniccit:os y fibrcblas:o :

.. sueros t:ienén 'titﬁlé; . g:elativamentér : ar{Eicueipdé
dirigidos: . contra ‘dete_rmin'ia‘ntes‘. L HLA, ' producto de. ‘la
eatimulacidén contra ios. am".f.genos de histocompatibilidad

paternos presentes en sus hijos (5,6),

Para la tipificacién de antigencs de clase II, se
recomienda el uso de suspensiones enriquecidas en linfocitos
B debido a la distribucién casi exclusiva de loa antigenos

en dichas cé&lulas (5,6).

Un segundo método de tipificacién aprovecha el hecho
de que los linfocitos T son estimulados a proliferar en
presencia de células portadoras de antfgencs de
histocompatibilidad clase II como son leoa mismos linfocitos
T. La prueba es conocida como reaccién mixta de linfocitos
(MLR) y es iitil solo en la tipificacién de antigenos clase
IL sustituyendo a la serologfa para la tipificacién de estos
antigenos. En esta prueba los linfocitos a tipificar sen
mezclados con <células tipificadoras homocigdticas o de
egspecificidad definida. En el cultivo, las c¢élulas no
especificas reconocéu a las cé&lulas tipificadoras como

extrafias y son estimuladas a la transformacién y
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estimulacién. -La: proliferacién pueae ger cuantificada por

diversos métodos (6)

,L? tipifi%ﬁaci&n de los antigenos HLA se emplea
primﬁriémeﬁte para determinar la compatibilidad HLA antes de
.un"trar'xs'pla.n:e, para pruebag de paternidad, para esﬁudios
antropoldgicos y para establecer asociaciones de los HLA con

diversas enfermedades (5).

En nuestro pafs se han identificado 24 laboratorios
dedicado.a a diferentes aspeccos’ relacionados a la
histocompatibilidad, de los cufles, el 83.3% realiza
tipificacién de antigenos HLA clase I y II mientras que el

'41.7% efectia cultivos mixtos de linfocitos {(21).




2.3 CICLO CELULAR

: Se llama ciclo celular (CC) al J.nt:ervalo de tlempo que

t:ranscurze en:re ‘;ina divis:.én'

subsecuen:e

muestra en

-, ‘de:'ordenar

llo“-cel\'.\lar entre dos divisicnes

L&s fasésk déi

sucesivas, Eueron denominada

pot Howard y Pelc como Gl y

'Gz, ya que descubrieron que“la- sintesis de DNA {que ocurre
en la llamada fage- S) no-es continua entre dos divisiones
consecutiva‘\av (29). La&th_a, a su vez, demostrd que existfan
células ‘que no se dividfan sino gue estaban en reposo. Este
" estado se 'c"c:i'mce"’cromo "Egse GO0, y ahora au inclusién como

etapa del ciclo ceklpvl:ar es discutida (25).

La may Ia de las lineas celulares en cultivo tienen

un ciclo Lque dura entre 10 y 30 horas (23). De tal manera
que ientras la‘ fase de mitosis dura aproximadamente una
hora, Gz varia ‘de 2 a 4 hs, la fase S de 7 a 8 hs y la fase
_Gl, que. es la mis variable puede tener de 1 a 9 horas de

duracién (26).

18



2.3.1 Pacas del ecicle "celuia'r .

—'enzimas incracelulares sensibles al calcio), se’ incrementan
‘cuando la célula entra en~G0," m:.en:ras que los niveles
‘disminuyen cuando la- célula es inducida a proliferar y sale

de dicha fase para entrar a Gt (27).

FASE Gl: las variaciones de tiempo observadas en el
ciclo celular, entre diferentes tipos celulares, se deben
'principalmem:e, a esta fase, ya que las restantes tienen un
tiempo " relativamente conastante. En esta fase como en la
anterior, se gintetizan en pequeflas cantidades las histonas
conatituyentes de la cromatina (25). También en este momente
los 1linfocitos T activados incrementan sus antigenos de
diferenciacién CD3, CD4, y CDB, asi come los de clase I del
MHC, aunque su relacién con los procesos de proliferacién y

su significado sean adn oscuros (28).

Al final de este perfiodo, nuevamente se incrementan
los niveles de caldmodulina, considerdndose que esta
protefna (y por lo tantos el calcio) es importante en la
regulacién de la sintesis de DNA. Aparentemente, los eventos

cruciales que controlan la regulacién del crecimiento

19
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celular ocurren en esca fase, cuya duracién puede ser de 1 a

9 horas (27).

EAiE_g los sucesos sobresalientes son la sim:esis de ’

DNA e histonas, que duran aproximadamen:e de’ 6 a 8 horas.

'replicacién del material genético se rea.liza .s,

en. diferentes

cromosomas

Yy en

como_5 :ep;l.icén. Este perfiodo puede
: suﬁeséadios; en el primerc se duplica el 15% é ¢
: reatam:e en los dos subsiguientes, Duranr.e los dos pri
» se replican las bandas G negativas: (claras), mienl:ras que',':‘ -
las G positivas (oscuras}, se replican en el ult_:i‘mpl-ga'_."
sintesis de histonas, se sabe que esta aéoplada ':av la’

sintesis de DNA (29). - S .

FASE G2: el tiempo de duracién de G2 es de 2 a 6
horas, aquif la célula se prepara para ia mitosis, por'. lov_'v

cual se produce una gran cond i&n cr Smica (30).. -

En esta fase del ciclo celular los 1in£ddj.fosf T
activados incrementan en su superficie los anr.'!Qeﬁoa 'cie

clage II del MHC, ignorindose su significado (28).

MITOSIS: riene un tiempo de ‘duracién de
aproximadamente una hora y corresponde a la dj.visién celular
propiamente dicha. Consta de wvarias ' etapas: profase,

metafase, anafase, y telofase, caracterizdndese cada una de
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ellas por- los diverscs. eventos que ocurren en las mismas

(30) .

Los linfocitos circulantes e tan- mente en reposo

(G0) y para hacerles pzc‘ii'fé;a
serie de mit&getios, de los
fitohemaglutinina (PHA), - glucopx

Phaseolus wvulgaris. Se céhsidgra' q;xe la PHA induce 1la
produccidn en los linfocitoé' T (humanos y de otras especies
de mamiferos) de IL-2, en presencia de macréfagos, y 1la

expresién de IL-2r en las células T correspondientes. (§)

Estos procesos ocurren en Gl, mientras que el progreso
hacia S involucra el consume de IL-2. La mayoria de la
lfneas de células T de prolongado tiempo de cultivo,
requieren de IL-2 exégena para su continu; proliferacién

(6).

En resumen, la evidencia existente, indica que la
estimulacién de las c¢élulas T por antfgenos o lectinas puede
sexr dividida en dos estadios. El1 primero manifestado por la
expresién de IL-2r y la produccién de IL-2, que normalmente
requiere de un antigeno especifico y <¢élulas accesorias y
representa la transicién del estado de repose a Gl. El
segqunde involucra la IL-2 que permite a las células
progresar hacia S. Lo que no estd claro es el papel del
antfgeno en el gegundc y subsecuentes ciclos de divisién

(31,8) (Fig. 4).
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Se ha demostrado que las células ‘T en reposo no

producen 1IL-2 vy tampoco scn capaces de

cuando ésta es aﬁadida»de»mane‘
con el antfgeno, coordi

célula T-antigeno asi como el periodo durante el cuél‘esté

disponible son determinantes ‘en 1a maguitud extensién de’
la proliferacién de las células T . La expresién del IL-2r
se dd después de la estimulacién al complejo receptor de la

célula T (34,35).

En- la expansidén clonal de las células T, los IL-2r
aparecen asincrédnicamente y se requieren 3 dfas para que la
poblacién completa los exprese. Conforme transcurre el
tiempo el nivel de IL-2r declina progresivamente, la
proliferacién eventualmente cesa y la mayorfa de las células
ge encuentra en las fases de G0 o Gl temprana para los dias
12-14 de iniciado el cultive. Es evidente que la interaccidn
IL-2 con su receptor es responsable de las sefiales
necesarias para la replicacién del DNA y mitosis, sin
embargo no es claro como es que &l complejo célula T-
antfgeno promueve la progreaién del ciclo celular desde Gl y

la transicién a la fase S. (36)
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GO

Figura 4. Ciclo celular de tos Iinfocltos.

.Los linfocitos en GO reciben un eatimulo antigénico y pasan
a Q1 donde sintetizan IL-2 & Inducen la sintesls de DNA
previa a la divisién celular.

NOTA:
% = Proporcién de célufas en cada fase.
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2.4 METODOS PARA LA EVALUACION DE LA PROLIFERACION
CELULAR

Existen diversos m&todos para medir la proporcién de
células que proliferan como lo son la incorporacién de un
andlcgo de base del DNA como lo es la timidina tritiada (JH-
T}, en 'd'_:nde la cantidad de radicactividad incorporada.al

material géné:ico es proporcional a: la’ p‘rcliferacién:

celular. Este método evalda un ins:ante dem:r ;del  proceso

proliferativo al momento de la c secha. no“es: posible'

‘conocer el nimero de divisiones que han 11evado a cabo las

“.células a menos que la radioaccividadga_e‘a‘ revelada por

autoradiograffa .

Otra técnica més si.mpie es la que utiliza un andlogo
de base del DNA, la S;Bromodesoxiuridina (BrdU) que se
incorpora al DNA de las céiulas. Los cultivos se arrestan
con un inhibidor mitéticor (la colchicina o el colcemid) y se
cuentan las metafases al - microscopio después de haber
realizado una tincién diferencial. Esto permite determinar
el <fIndice mitético (I.M.), e identificar metafases de
células que han completado uno o mids ciclos de divisidén “"in
vitro". Esta técnica descrita por Perry y Wolff , se basa en
que la BrdU, en una metafase de primera divisién, sustituird
una sola de las cadenas de la doble hélice en las cromidtidas
hermanas de un cromosoma. Los cromosomas en esa metafase

adquieren una tincién homogénea (22}.



En’ la divisién consecutiva (segunéﬁ‘IdiV;siéhf,l una
cromitidad de cada cromosema metafﬁsico\éiéne*ﬁpa'éﬁi;{cadena
de  DNA austitﬁ;da_ Bifilarmentg ‘(gﬁf11§;>ldos adenas)  con
Brdu, dande édmo_ rééuffééd ruﬁé{féfepqtcién JAéfisb% de
diferencias  en “la" coloracién ; de Léé"bfbﬁéédmés.<;én ‘las
divisioneé—éubsecuentes, Yy a consecﬁeﬁCia‘dé.ia duplicacién
.semicoﬁservaciva del DNA, la pioporciéﬁ de coloracién clara
'con'feépecto de la oscura, se Qa haciendo mayor conforme

transcurren las divisiones celulares (22) (rPig. 5).

Esta técnica permite entonces, determinar la
proporcién de las células que se han dividido una, dos o mas
veces en un determinadeo periodo de cultivo, lo cuidl nos
airve ﬁara conocer no solo la velocidad de proliferacién
aino tahbién calcular la duracién del cicle celular "in

vitro" (37).

El fenémeno de tincién diferencial es producido por la
fotSlisis gue sufre el DNA en las crométidas bisustituidas.
La fotélisis ocurre cuando la preparacién se expone a la luz
ultravicleta después de la tincién con fluorocromos cemo el
Hoechst 33258, que sensibilizan al DNA que ha incorporado

BrdU, aumentando el nivel de fotélisis (38).
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M2 -— V7T
M3

Figura 6. Modelo para el analisis de proliferacién celular.

Primera divisién (M1), Segunda division (M2), Tercera
divigion (M3).
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2,5 CULTIVO MIXTO DE LINFOCITOS

27

La respuest:a'inmune mediada por células tiene"dos-,

impcrtantes fases: a) Reconocimiento, cuando las, células del‘,,—“,

hospedero ‘reconocen antigenos solubles o particuladc

contexto dal MHC y b) Destrueccidén, cuande laa celulas del
hoépedero responden a antigenos ex:raﬂos._Un,pequeﬂo nfimero
de células respondedoras  adquieren citoto:;ici.dad y
proliferan. Asf, la inmunidad mediada por cé&lulas puede ser
descrita en términos de 2 funciones medibles: actividad
proliferativa (4) y citotéxica (3%9). Se ha demostrade
ampliamente que la actividad citotdxica generada durante la

aloestimulacién es especifica a antigenos MHC (42).

Un ensayo titil para la evaluacién de estas fases de la

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

En este enpayo, las células generadas son citotdxicas
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 vives cuando leos
donadores del transplante estan relacionades o no al

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

"el . ",‘
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) Ast el .uso clinico primario pa:a el ensayo del MLC es

la seleccién de un' do ad' on pa::.ble de un érgano 'a

que escasamente se realizan en nuestro pais Tabla 1.

Tabla 1. Numeros ‘de transp

ados a la fecha en
México (21). :

Organo

T Total”

11993
Rifién ‘384 488 4777
Cornea® 547 ‘143 . az30
piel - '7"'”;1.56 3871
M. ésea . 1,9  ‘ 97
Higado 3 1 4. 0. B 1 24
Corazén 3 3 s 1 1 19
Pancreas 3 4 1 "o 0 12
Pulmén ] 0 2 0 0 3
Total acumulade 12983
Yota:

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

*El total correspondiente a cada ailo involucra al numero de
transplantes realizados en aflos anteriores. ’



existir

: _' no debe

égﬁa debe sexr

mpl eado,

Algunas de ellas

t:imo; ei niimero ’d
; iﬂacniv&cién celular de la poblacidn

estimuladora (cuan e dé el caso) mediante radiacién o

I:ratam:.em:o con. Mil:omicina C; el medio de cultivo y los
suplementos utilizados, el periodo de cultivo y entre otras
el grade de estimulacidén, que puede ser determinade peor
incorporacién de 3g-1, de aminoicidos marcados

radiocactivamente o bien de BrduU (41,42).

Bl MLC puede ser realizade de manera unidireccienal o
bidireccional. En cada caso se ven involucrados linfocitos T
principalmente, de dos individuos diferentes, determindndose
la proliferacién de las células involucradas por cualquiera
de los métodos mencionados, siendo la incorporacién de BrdU

el método dtilizado en el presente trabajoc (5).
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En el ensayo unid;reccional, descrx:o por primera vez

por Fricz, H. Bach en ‘el: aﬁo de 1966 (4), las células de uno

de 1os 1ndividucs involucradcs en el cul:ivo son precratadas

por radiacién o Micomicina [of previniendo la _sintesis de DNA

‘sxn alterar la funcién de las células presentadoras de

antigeno, mientras que la otra poblacién‘ celular, las

células xespondedoras ) no tracadas, prol;feran en respuesta

a aloantigenos MHC expresados e la poblaclén estimuladora

{células tratadas}. En és:e caso la respuesta proliferat;va
existente es debida al eatimulo recibido por par:e del grupo
celular estimulador correspcndien:e hacia las = cé&lulas

respondedoras (4,5).

En el caso | del’ *cultivd' m;xco ‘de . linfocitos

bidireécional, los linfocitos rio tra:ados, prqyenientes de
dos individues A y B, son " cocultivadoa teniendo como
respuesta proliferativa notal la contribucién de ambas
poblaciones A y B, en donde las célulaa A responden a
aloantigenos MHC presentes en la poblacién B y éstas a su
vez responden a los aloantfgenos HLA presentes en 1la

peoblacién A (5).

Hay evidencias de que la mixima estimulacién en
cultivos mixtos aparece aproximadamente entre el 3° y 5° dia
de cultivo, determin&ndose en éstos cultives la

proliferacién por incorporacién de 3T (3.



La mayoria de las células que responden en la reacclénv :

mixta de linfoc1tos son 11nfocitos ', sabe que los

macréfagas desempex"{an una funcidn:importante: como APC, ,ellos

‘proveen ’ algunos factores

‘ecesarios. para’ la

activacxénf.‘- de _la caso de 1a

J.nterleucina -1 (IL 1)

Las células “CD4+  presentan clarament:e una elevada

respuesta primaria ant:ile;l flar cuél es predom:.nan:emen:e
hacia deteminantes de clase ITI' (Ta) mientras que las APC
participantes deben .ser Ia+. Estas respuestas son
fdcilmente inhibidas con anticuerpos monoclonales anti-CD4+

Y anti-Ia (41).

Bstudios realizados "in vitro" han demostrado que las
respuestas por parte de los LTH de sangre periférica hacia
aloantfigenos HLA puede estar mediada por 3 distintas vias de

interaccién con las APC:

1) Células CD4+ que reconocen aloantigenos presentados
por APC propias (propiamente restringido); 2} Células CD4+
que reconocen a APC alogénicas directamente {alo-~
restringide); 3) Cé&lulas CD8+ que reconocen APC alogénicas

directamente (alo-reatringido) (41).

Se ha reportade que los linfocitos B, cuando estan
presentes en el MLC pueden ser estimulados y proliferar,

contribuyende asfi a la MLR, Sin embargo la naturaleza de

1
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éste fenémeno para icé linfoc:.t:os 1B ';e"s 'pzr‘ob;bilemenc'e

d:.ferem:e de la que presem:an los linfot::.t:o

. (IFN gama) m:erleucina

interléucina 6 {IL- 6), em:re o s‘factcres, proveen

una segundé seflal a- aquella p

receptores de inmunoglobulina. a:, los'véibéntigenos de las

células es:imuladoras. la.a células B’ estimuladas ase
diferencian a cé&lulas plaam&ticas Yy secretan anticuerpos

contra aloantigencs (5);

Los experimentos originales del grupo de Barbara Bain
y de Fritz Bach en 1964, demostraron que cocultivando
leucocitos de individuos no relacionades se transformaban en
blastos y proliferaban de manera similar a aquellos a los

que se les adicionaba mitégenocs (2,42).

Esta MLR estd controlada por la regién i-l)‘..A-D del MHC,
HIA en humanos (43). En 1971, Edmond J. Yunis y Bernard
Amos, trabajando con cé&lulas humanas ¥y Fritz, H. Bach
trabajando con células de ratdn; demostraron que
contrariamente con las expectativas, ocurrian reacciones
mixtas linfocitarias “fuertes" en mezclas de células
regpondedoras y estiml:lladoras que pregentaban antigenos
clase I. Estas observaciones sugirieron gque la MLR estaba

gobernada por un loei separado del de clase I. Asi varios



investigadores mapearon. el 1oc1 MLR esc:.mulante Euera del

loci Ay B en el humano - donde

mapa loci clase II (44)'

: (HLA DP,

H,LATDQ:

‘mutua débi

‘gabt_a ‘que la: mayoria, si no es que todos los

MLC .feéétivo 'séri"ca\isados por diferencias en las moléculas
cl_aéé i1 ‘d-evly "HLA; esto se ha comprobado en varios
estudics,uno” de  ellos seffala la respuesta proliferativa
inducida -por HLA-DP incompatibles en individuos compatibles
para HLA-A, -B, -DR y -DQ, considerindose que las moléculas
HLA-DP actdan como antigenos convencionales de transplante

(46,47).

En pézticular, las moléculas DR y DQ estan implicadas
en ‘la accivaciﬁn primaria de los linfocitos (41,46}, aunque
se discute 1a." paruicipacién de las moléculas DP en la
respuesna primaria y en el desarrollo de wuna respuesta

severa de injert:o contra huésped (46-52) .,
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légicamente dececnaban el X

Este-'locus” esti: separado del loci S



2.6 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Considerando la utilidad del cultivo mixto de
linfocitos asi eomo la naturaleza de las moléeculas
involucradas_ en la reaccién que se genera, es importante
evaluar - la capacidad de dicho sistema para deteminar
median:é .el andlisis de proliferacién celular e {ndice
mitético, las 'incompa_tibilidédes: en log antfgenos HLA clase

IT . {principalmente) enﬁfé ‘ciertos -individuos. Realizando

para  ello, ,'cult‘i_vbe mixtos ‘de -1infocitos bidireccionales

entre - individuos - e'nlpa‘ren't'ad_oa"'- Yy . no  emparentados,

determin:aﬁdo" los“p'a';"éﬁetrcsméhtes mencionados mediante 1la

incorporacién’de - BrdU.:

34



IIT. HIPOTESIS
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El MLC estd controlado par los ancigenos HLA del MHC y.

en espec:.al por los de clase II, encénces al’ realizar MLC
entre ind:.viduos emparentados ‘y”‘ nb emparentados se
: presentaré una prollferacién celular més significativa- en
" aquellos ML_C en los que exista menor similitud aloantigénica
£ gi.xg'i:odré ser evaluada por incorporacién de BrdU mediante
ely Vénélisis de proporciones metafdsicas e fndice mitético en

“cada cultivo.



iV. OBJETIVOS

l.-Conocer la cinética de proliferacidn celular en el
MLC, mediante el anilisis de fndice mitéStico y proporciones
metafdsicas de primera, segunda, tercera © sSubsecuentes

divisiones

2.-Evaluar 'la capacidad del MLC como ensayc predictivo
de una futura reaccién inmuneclégica hacia alcantigenos HLA
mediante el  andlisis del indice mitStico y la cinética de

proliferacién celular

3.-Determinar mediante citometria de flujo las

sul‘:poblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+ en el MLC.

4.-Comparar el método de incorporacién de timidina
tritiada (3H-T} descrito en la literatura y el de
bromodesoxiuridina (Brdu), como métodos para la evaluacién

de la proliferacién celular en el MLC.
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V. TER TODOS,

5.0 MATERIAL

*pPlacas de cultivo celular 24 pézos {Cosgtar,

Cambridge USA)

‘*Microplacas de 96 pozos (CoQ:arY
*Pipetas estériles 1, 5 y 10 ml
*Tubos cénicos estériles de 15 ml
tJeringas 10 y 20 ml

*pipetas Pagteur

*Tubos de pléstico 5 ml
*portacbjetos

tCubrecbjetes

*Filtros micropore 0.02 y 0.45 um
*Micropipetas

*Copling

*Limpara de luz negra

+Cimara de Neubauer
5.1 EQUIPO Y APARATOS

*Centrifuga (Beackman modelo TJ-6)
*Microscopio de luz e invertide
*CitSmetro de Flujo (FAC Scan Becton and

Dickinson, San José California)
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5.2 REACTIVOS Y SOLUCIONES

'Ficéli-Hypaéue

tcloru}o de Potasio
'*Méﬁééél'éﬁsélp:o

‘ff§éfét6:ﬂerpotasio monobssico

‘_*?éaﬁaéo de sodio dibdsico
_'*Aéidd acético glacial
+*Etanol
*Aazul de tripan
*Azul de metileno
*Colcemid (Microlab)
*Bromo desoxiuridina
*Solucién amortiguadora de fosfatos pHa 7.0
'Héparina 10 UI/ml
*Formaldehido
*Hoechst 33258
*Anticuerpos monoclonales OKT8+ y OKT4+
fluorescentes {Becton & Dickinson)

*Antisueros especificos MHC clase I y clasélII:;
*RPMI-1640 (Sigma Chemical Co, St. Louis MO. U.5.A.)
*HEPES (GIBCO, Grand Island, N.Y. U. S. A.) B
*L-glutamina (GIBCO) ’
*Aminodcidos no esencialea (GIBCO)
*Bicarbonato de sodio (Grado cultivo de tejidaQY
*Formalina

*Eosina amarillenta
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5.3 METODOLOGIA

Se seleccionaron 4 inleidUOS aparentemence sanos en
donde como requisito Lndispensable para Lngresar al estudio
los individuos seleccionados © nodebfan- haber”'recibido
transfusiones san§u£neas' : fres o de illos iﬂdivzéucs
involucrados en el estudio guardan relacién familiar: X es

" madre de ¥ y Z, mientras que A no guarda relacién alguna de

parentesco.

5.3.1 Coleccién de muestras

Para cada cultive celular, se extrajeron 20 ml de
sangre periférica a cada individuo con jeringa heparinizada,

bajo condiciones de esterilidad adecuadas.

§.3.2 Obtencién de células

Cada muestra sanguinea fué colocada sobre Ficoll-
Hypaque con una densidad de 1.077 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 asi obtenidas se lavaron 2 veces con
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con: HEPES 25mM, L-
glutamina 2mM, amino&cidos no esenciales 0.1mM y Bicarbonato

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



determind la viabilidad celular en una alicuota con azul de
tripan (mayor al 95%) y se ajustd cada grupo celular a 1la

concentracisén deseada con medio de cultivo suplementado.

5.3.3 Cultivo Mixto de Linfocitosa

Los cultives se realizaron en una placa estéril de 24
pozos de fondo plano.

"En los pozos correspondientes se mezclaron 3.0 x 10°
células de cada individuo, 10% de plasma autéloge obtenido
del = gradiente Ficoll-Hypaque (correspondiente a cada
individuo involuczado en el cultive), teniendo como volumen
total por pozo 1 ml; todo lo anteri&r en medio de cultivo

RPMI-1640 suplementado.

Las combinaciones realizadas para cada cultive fueren:

AY
AZ
XY
Xz
Yz

40



41

Come controles negatives para : ééda

plasma autélogo obtenido del gradiente y medi' de ,cixl;i'\;o ;‘

supl.ernent:ado,- teniendo para cada pozo’ elA mism_otr; a'ﬁ;iéii;o"

dado a los cultivos mixtos.

Se realizaron ensayos prevics . los cuales reflejaron
que la proporcién mis alta de células en divisién se
encontraba entre gL.S' ‘y' 10° dia de iniciado el cultive lo

que, coincide con 1o reportado por incorporacién de timidina

tritiadja'; ;:bt‘enié’nd;":a’si, mediciones adecuadas para el

indice mitéﬁicé y‘la cinética de proliferacién celular (CPC}
en cada. culc:Lvo. Eligiendo los perfodos de cultivo de 8 y 10
dias para realizar la evaluacién de los parimetros en

egtudio para cada periodo.



5.3.4 Citometrfa de’ flujo

dete fmiﬁ;hac,

_indiv;dﬁo involucrado

1w3153,ma;caje,.fy'. proceéamiento de las muestras
borrespﬁndléhtéékpor.pozo para cada combinacién se describe
a continﬁacibn: el contenido de cada pozo se lavé con PBS a
4_°c a 300 x g durante 10 min, posteriormente el pagquete
celular se resuspendis en aproximadamente 100ul de PBS y se
procedid. al marcaje directe con anticuerpos monoclonales
OKT4+ y OKT8+ acoplados a fluorescefna y rodamina
repectivamente, A cada suspensién celular se le adiecioné Sul
de cada anticuerpc monoclonal en dilucién 1:8 y 1:4
respectivamente para el andlisis de inmunofluorescencia
gimultineo. La mezcla cbtenidé se incubé durante 15 min a
4°c e inmediatamente después las muestras se lavaron 2 veces
con PBS pH= 7.0 frfo para €£inalmente fijar las células
marcadas con %00ul de PBS-3% de formaldehido pH=7.0, Las

muestras se conservarcn a 4°C hasta el andlisis citométrico.

El anilisigs se . realizé en un citémetro . FACScan
contando 10,000 células por muestra. Se calibrd el aparato

con microesferas recubiertas con los fluorocromos

42



correspondientes; de ' acuerdo a las instrucciones del

fabricante,

5.3.5 An&lisis al microscopio

i) ‘Ciclo celular. -

Las mues:raa de cada cultivo celular fueron cosechadas

a'los 8 y 10 difas de iniciado el cultivo

43

ellas se les agregd 40ul de una solucién de colcemid 10ug/ml

(para detener las células en metafase) 4 hogas_aptes de ser
cosechadas. Las células fueron cesechadas por centrifugaciédn
para después resuspenderlas en KCl 0.075M por 15-20 min a
379C y posteriormente se fijaron en una solucidn de metanol
absoluto-4cido 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 cromosémicas se trataron para la
tincidn diferencial de las cromidtidas, por la técnica FPG de
Perry y Wolff (19) que consiste en poner en contacto a las
l4minas con las preparaciones cromosdmicas con una solucién
0.5ug/ml de solucién Hoechat 33258 durante 20-30 min y luege
lavarlas con amortiguador de fosfatos pH= 7.0 para después

exponerlas a la luz negra durante 1.0-1.5 hs.




; a4
Transcurride .el- tiempo . se 'secan s 'se tiﬂen con

colorance Glemsa 1:10 ‘en solucién amorciguadora de Eosfa:os

pH= 7.0 duran:e 2-5 min.

10 dfas).

Repcr:ando la

La clasificacién ‘de -dichas metafages se realizé de

acuerdo. .a. su pacrén de ‘tincién: Metafase de 1? divisién
cuando - am.bas\- cro_métidas se observarén de color obscuro,
metafase dev 22 aivisién cuande una cromdtida se tenfa de
oscuro y la otra pélida, metafase de tercera o subgsecuentes
diviaiones cuando un cuarto o mencs de sus cromitidas se
tefifan de obscuro, tal como se puede observar en la figura

s.
ii) Indice Mitético

Bl anilisis de los Indices mitdticos (I.M.} se llevd a
cabo tomande el promedio de cada ensayo de MLC realizado por
dupl'icado, contando el nimero de metafases encontradas en el

andlisis de 2000 nfGcleos consecutivos en las laminillas de



cada cultivo mixto4de linfocitos. Este pardmetro permitis

determinaf el pbrcentaje de células que estaban en mitosis,

'5;3.G'Tib4£icucién de ant{gencs clase I y II.

La tipificacxén de ancigenos clase I y II se realizs

de la- siguiente manera. Se extrajeron 10 ml de sangre para

: desfibrinarse ésta se d11uy6 1:{1 (v/v) con PBS pH= 7.0 para

despues separar los 1in£ocitos mediante el método Ficoll-

Hypaque. Las mue;tras se centrifugaron 30 min a 600 x g,
separandc de la ‘interfase los linfocitos. Una vez separados,
los linfocitos se lavaron 3 veces con PBS pH =7.0. Se ajusté

la suspensién celular a la concentracién de 4000 células/ul.

Por otra parte, se dispuso de una microplaca de 96
pozos que contenfa 1los antisueros especificos para cada
antigeno HLA clase I y clase II seglin el caso. Agregandoc 1lul

de la suspensién celular anterior a cada pozo.

La placa se agitd suavemente y sge incubd 1 hr a
temperatura ambiente, transcurrido el tiempo de incubacién,
se agregd 5ul de complemento de conejo a cada pozo y se
incubd nuevamente 1 hr a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregd Sul/pozo de eosina amarxillenta S% vy
se incubd 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, se

agregd Sul/pozo de formalina neutralizada 40%.
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Las placas se guardarnn en el refrxgerador has:a la

evaluacién’ de microcicocox1cidad al microscoplo invertido °

2 horas antes de efectuarrla evaluacién.

) tipificacién de antigenos clase II,‘ sé
'utilizaron linfoci;os B. Estoa se separaron por la formacién
de rcsetaa V'd 1a suspension utilizada para la tipificacién se
:ajustdbaila concentracién de 4 006 células/ul y se llevé a
cabo el prdceaimlen:b descrito para la tipificacién de los
antigenos clase I en presencia de los antisueros especificos

para los antigencs de clase II.
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5.3.7 Andliais’ eatadistico . .

Se utl.l:.zé la prueba de 'I'ukey con una P menor de 0.0S

para evaluar la significacia estadisr_rva-rde' los datos

obtenidos en los Indices mitéticos y de" replicac:.dn asi como
para los de las subpcblaciones linfocitar:.as en cada’uno de

los ensayos realizados previoc andlisis de varianza’ (ANOVA).



DQl .

VI. RESULTADOS

Haplotipos HLA

48

Los resultados de la t:.pificacién para los antigenos'

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

estudio; se muestran en.la tabla 2. i

‘Se puede cbservar que loa individuos ¥ y 2 son iguales

y II tipificados, es decir, 1los

,;iavt'avcada uno corresponden entre sf.
1] 'p'or!:;an el 50% de loes antigenos clase I
¢ (-A2, '-B14, -DR2, -DQ). Mientras que el

no; emx;arentado), no comparte haplotipo HLA-A

: con excep ién de 1os haplotipos -DR6 y -DQ3. Mientras cue

: con los individuos Y y % comparte los haplotipes -B3S,-DR2,-

i
i
|
!
i
|
)
i
r
i



Tabla 2. Haplotipos HLA,

49

:gdividuo HLA-A HLA-B m-nn HLA-DQ
A -24,-3 -35,-4 . -2,-8 -1,-3
x -2,-30  -39(16)",-14  -2,-3 -1,-3
¥>  -2,-23 . '7$,s.fz4' -2,-12 -1,-2
z  -3§,'-'1-:7 _ -2,-11 -1, -2

Nokay - .ov 0 o T
* Subtipo ‘del: angigqno 16,



Cinética de proliferacién celular,

emparentado,

dfas.de ".t‘n‘ir;

. roporciones:- de M1,”M2iy M3 mostraron diferencias
‘éx;t:rl : _hleréés;:p‘eri'bdos" de cuiti.vc;"péfa les. MLC de
"individuag eméaren:ados respect§ a los no emparentados,
' observéindose que en los cultives de individuos emparentados
las metafases registradas {menos de 100) fueron
primordialmente de primera divisidén (M1l) manteniéndose dicha
proporcién en los cultivos que las presentaron a leos 8 y 10

dfas de iniciado el cultivo.

Lo anterior contrasta con los resultados observados en
los cultivos AX, AY y AZ (individuos no emparentados) en los
que existié una proporcién de hasta 27% de terceras
divisiones entre el 5° y 8° dfa de cultivo y de hasta 51% de

terceras divisiones a los 10 dfas de iniciado el cultive.

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 metafdsicas registradas generalmente seguian el

patrén de comportamiento descrito.
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ks Tabli‘3:"§répor¢ioﬁés-méiafééicaé, tndice mitetico e
indice de.replicacidn:en:MLC e: cultivo
. : y
MLE
AT g 1,790
E Lot s " :2.390
i i
| AY. a0 a3t : : 1,830
. W : . S 1.780

1.940

: . Az ' a7 SRy T 1470
| : g : e alel T lr 1,490
L : o R 2.410

XY 0 0 0 — P
0 0 0 BEER e
Xz 10 3.3 0.5 : S
1 2 1 S R
¥z R 0 0 R B
| .0 0 [+] aaat J—
|
Notats

* Las. metafases registradas no fueron suficien:es.



. Tabla 4. -Proporcicnes metéflésicas,-
fndice de replicacién.en MLC a los 10:dias:de cu

fndice micético e
ledvo, <~

37,

MLC
Ax -
AY
AZ 65 124 11 1.8 1.460
55 5. 10 2.6 1,550
21 357 44 3,1 -~ 2,230
L XY 11 [ 0 0.8 ceeanw
3 3 1 .- aasaw
X2 - 8 L4 S0, ek
2 0 o Slaiw
Yz 3 2 1 Y NN PP .
a4 0 0 welw ——aew
Nota:

‘% Las metafases registradas no fueron suficientes.
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. obtenidos

Los MLC real;zados con las combinac:.ones x,: X y z,

(indiv:.duos emparentadoa) mcstraron ‘entre’:s{ pa:rcmes de'

e varianza realizado ent:re los {ndices de

replicacié' obtenidos en cada MLC, demueat:ra que los valores

-'lvoe individuos ' emparentados fueron

significativamem:e menores respecto a los obtenidos en los

‘MLC de - individuos no emparentados (p<0.05). Los rangos de

Y los "yalo;‘_es se encuent:z‘an entre 0 {¥Z} hasta 1.761 (AY), a

3 los'f 2 ‘dfas ‘de iniciado el cultive. En lo que respecta al

-énﬁiisié »v're'aliéado entre los fndices obtenidos en los

cu'lyt:-':';\_los‘ de’ 10 dfas entre individucs emparentades y no
émpérént:ados, las diferencias mostraron significancia, de
maneré similar que para los culeivos a los 8 dias,
encontrindose gue é&stos iban desde ¢ (¥Z) hasta 1,277 (AY)

(Tablas 3, 4, Figura 6)



2.090': 0:424

1790 20,537

1.5

SL747.30.420
71781 0190

1,095 0.488

077 5'0.244

0.5
a T e T e e D
0 12848 Y67 -8 910
o ‘Dias de culitivo
—‘_—.AX' —4— Ay *- Az
“ER XY = XZ el ¥4

Figura 8, Promedios de los Indices de replicacién a los

8 y 10 dlas de cultivo.
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Indices mitdticos

En lo que respecta a 1los fIndices mitéticos, é&stos
difirieron de manera significativa (p><0.05) entre los
cultivos de individuos emparentados y no emparentados siendo
mayores éstos Ultimos. Por otra parte no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el I.M. entre
experimento y experimento para 1los MLC de individuos
emparentados ni para los MLC entre individuos no
emparentados.

En los cultiveos de 8 dfas de individuos emparentades
se encontraron I{ndices mitéticos menores de 1% {(XY¥) mientras
que en los MLC entre individuos no emparentados los Indices

registrados llegaron a ser de hasta del 2¥%.

A los 10 dfas de iniciados los cultivos se encontraron
fndices mitéticos desde 0% (XY) en los emparentados hasta
del 3-4% en log MLC entre individuos no emparentados { Tabla

4, Figura 7).
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%1 M
4
3.6 »0.008
3_. .....
2 ST aaem
1—. - -
_ '. ' 04 s 0.002 -

6] 1 2 3 4 5 6 7 8 2 1 "
Dias de cultivo
—e= AX =AY ¢ ¥-AZ  BeXY ——XZ =S YZ

Figura 7. Promedios de los indices mitoticos a lo 8 y 10
dias de cultive.
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Subpoblaciones linfocitarias,

La determinacién inicial ‘lde, las subpoblaciones

11nfocicar:.aa CD4+ y- CD8+‘ para cada - uno de "los individuos

xperimento,. resul!:amn dentro de los

Tabla 5. Subpoblaciones iniciales CD4+ v’ CDB+

Individug D4+ LR B
X . %
A 46 o B 53
44 55
34 65
52 48
X 55 44
60 40
Y 40 - - 60
61 . 3s
36 64
2 67 33
50 50

Nota: Rangs de referencia
CDA+ 33-67%
CDB+ 28=71%



e cultive

manera si ni ica va- en’ ninguno de .'I.oa periodoa

mane j ado 8.

Cabe aeﬂalar que, en aquellos cultivos en los que
Vexistia un’ 50% de compatibilidad en los antfgenos HLA clase
(I y II tipificadoa, la proporcién de LT CD8+ tendfa a
inerementarse ligeramente conforme transcurria el pexrfodo de

cultivo {p<0.05).

Por otra parte, en los MLC de individuos no
emparentados, las proporciones de LT CD8+ variaron entre si
a los 8 dias de iniciado el MLC, de igual manera gque para
los cultives «con un S0% de compatibilidad, éstas
proporciones tendfan a incrementarse conforme transcurria el
perfodo de cultivo llegando a encontrarse a los 10 dias de
iniciado el cultivo proporciones de LT CD8+ hasta del 65%

(Figura B y 9).



Propzreion %

M Ak T sz
v vz

Figura 8. Subpoblaciones linfocitarias CD4+ alos 8 y 10
dias de cultivo.




60

_ Proporcion %
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60 -

50 1

40 A
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20 7
i
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|
o X —
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Dias de cultivo
W Ax T3 az
B < T vz

Figura 9. Subpobiaciones linfocitarias CD8+ a los 8 y 10
dlas de cultivo.



VIY. DISGUSION

Les resultados obtenidos; demuestran que “la

61

- preliferacidn celular entre MLC. de individuus emparentadcs y E

no emparentades varia considerablement

evidente si' cbservamos los indic

MLC

en los entre

inexistente o bien la es!:imulac:.dn en cada case no era la

suficiente para deaencadenar una respuesta proliferativa
considerablé al punto tal que no fué posible 1la
determinacisdn de los Indiée§ 7mit5t:icos, en contraste con los
obtenidos para los. cultivos mixtos de linfocitos de
individuos no emparentados en donde se observaron indices

hasta de 3%.

En el MLC, se da una activacién policlonal dg las
eélulas T 'y la asincronfa con la que las células responden
resulta importante considerarla. Cuando observamos la
prcgreﬁién del cieclo a través del tiempo, es evidente con

los resultados, que en los MLC las clonas invelucradas CD4+



ﬁroliferacién celular y 1la

s lic el transcurso del tiempo;
' oﬁ;éﬁiéiﬁdo_ée “una proliferacién celular considerable,
.aéribﬁlble a la complejidad de les aloantigenos involucrados
en los MLC entre individuos no emparentadeos en contraste a
los aleocantigenos encontrades en los MLC entre individuos

emparentados.

Tomando en cuenta que la activacién de los diversos
grupos celulares involucrades en el MLC (LT y APC
principalmente macréfagoa ya sean propios o alogénicos) (41)
es atribuida al reconocimiento antigénico de las moléculas -
DR y -DQ <consideradas como antigenos convencionales
regponsables de la reaccién mixta linfocitaria (46-49),
podemos decir entonces, que el reconocimiento aloantigénico
y por consiguiente la respuesta proliferativa en los MLC
entre individuos emparentados coincide coft lo esperade, ©
gea fue escasa en comparacién a la que existid en los MLC de
individuos no emparentades, ya que la restriceién genética

en el reconocimiento de los antigenos HLA clase I y II por



parte de los linfocitos T y el xeconoc;m:.em:o de moléculas
aloantigénicas propias “neg:

( individuos

similares 6 iguales

alguna manera que

(41) . "Esto es ev:.dente si observamos los :indices mi:éticos
para los indiv:.duos no. emparencados los cuales muestran de
alguna manera el estimulo aloantigénico generado en estos

cultivos.

Por otro lado si tomamos en cuenta en las proporciones
de metafaées registradas a los 8 dfas, las de primera
divisién son predominantes en los MLC de individuos no
eméarentados modificdndose la proporcién a los 10 dfas de
i;niciado el cultivo, siendeo ahora mayor la de metafases de
tercera divisidn., Ello demuestra que la progresién del ciclo
celular  ‘respecto al tiempo fué mayor en los MLC de

individuos no emparentados.

Existen evidencias que demuestran que la proliferacidén

observada .en‘,. los. MLC, en los que se presentaba

co_mpal: oi. ”dad total con respecto a los antfgenos HLA-A, -B,
-DR y%-DQ,_puede ser atribufda a los antfgenos HLA-DP
(43, l4,4\5)’,"{idé ‘ci;él‘es, inducen una respuesta proliferativa
significativia:/ ] 41‘a cual estarfa relacionada de manera
impﬁrtante en 'J‘.a’tjincidencia de severas reacciones injerto

contra huésped én el transplante de médula &sea entre

individuos no rEIaclonados y con una compatibilidad total o
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parcial hacia 15; a'nl:f.vgenosr'_ HLA-A," -8, =C,. <DQ, : *BR ‘e
incompatibilidades hacia'-los’antigencs’ VHLA-D'P. (50,51,52)

en’lag ‘,l;r‘\oléc'ul'a's"l HLA-A,

invol cr"ac_llas‘;e'n cada uno 'de los cultivos.

'-bcénéidéramos gue para descartar la pesibilidad arriba
mencionada hubiese sido conveniente evaluar, el hecho de que
las moléculas -bP hayan side las responsables ¢ no de 1la
proliferacién en los cultives estudiados, mediante la
tipificacién de dichas moléculas. Sin embarge, esta prueba
ho ée realiza en las tipificaciones de rutina, dado su
elevado costo puesto que involucra el anallsis molecular de

las cadenas polimérficas (53, 54).

Los resultados ' obtenidos son comparables con lo

reportado poxj..ei' é do"\’tra‘dicional de incorporacidén de

timidina t::rii:‘iada para‘e ﬁx;él}isia de la proliferacién en el

1 ‘&:kdltivo correlacionando ésto

con lo encon o.de incorporacién de BrdU.



65

Por otra parte, resulca :.nr_etesance considerar que 1a

evolucién de las ‘clonas 1nvolucradas durante la MLR ‘como’ yaz

'[,ise' ha realizado en cultivos de linfocitos estimulados con

f‘i‘ hemaglutinina (55) (las células que se encontraban en
primera divisién ¥ que progresaron hasta llegar a segundas
divisiones e incluso a terceras divisiones mitéticas) y lo

‘ cudl representa una gran utilidad cuando se pretende conocer

los mecanismos de activacién clonal en la MLR dependiente de
los aloantigenos HLA (-A, -B, ~-C, =-DQ, =-DR y =DP
poaiblemente) , as{ como marcadores caracterfsticos de una
poblacién celular (CD4+ y CD8+), y la evolucién de la

proliferacién celular observada en el presente trabajo.

Finalmente, el haber logrado reproducir el MLC con las
técnicas citogendéticas y que son utilizadas ampliamente en
la ‘toxicologfia genética, amplfa las posibilidades de uso
pafa,esca prueba ya que se le puede utilizar en el monitoreo
bioldgico de individucs o poblaciones expuestas que pudierén
sufrir daflo directe © indirectc al DNA. La imwportancia de
utilizar ensayes que permitan caracterizar la respuesta
inmune de individucs en riesge por exposicién aguda o

crénica a agentes toéxices, radica en la necesidad de
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caracterizar. -log.: caimb_icis biolégigcs Cque; sufren - ‘estos

_indivigduos ;pa:'av esyt:‘ab]_.ec:e‘x: el i‘iesgo que ;cieneri {ie, sufrir

puesta inmune frente a la
es relevante por lo esencial

resulta’ én el ‘mantenimientc de la



VIII. CONCLUSTONES

Los resultados del presente trabajo muestran que:

1. La cinética de prolifeéaciéﬁ ‘lvul.lar*y.;-el indice
mitdtico en el  MLC entr'é‘ii;idi‘}id\igs no emp.a‘r;xiéar'd'o's’ est&n

incrementados en";‘oinparaé'i?.‘m MLC ‘entre "ylndlviduos M

jl'a' cinética de

pfedecir una

reaccién inmu 2 hacia aloancf.gen LA "in vivo"

3". La: prcgresién del cic lo celular en el MLC es
dependiente de’ la histocompatibilidad existente en cada
grupo "eelular involucrado (cultivo “mixto -de linfocites

" bidireccicnal).

4. La evaluacién de la proliferacién celular en el MLC
mediante el método de incorporacién de BrdU es comparable a
lo reportado para el método de incorporacién de timidina

tritiada.

5. El1 andlisis de las subpoblacionea 1linfocitarias
CD4+ y CD8+ por citometrfia de flujo en el MLC bidireccional
no se modificaron considerablemente entre individuos

emparentados y no emparentados.
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[-38 La . implementacidn del MLC con técnicas
citogenéticas. ‘tradicionales: -de : citogenética ‘permite

incgrpc.r‘arl‘.o';f‘-‘é “la .- gama : de pruebas utilizada_é en . la

toxicologia ,"'gyené’:irf:a.l’; L
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