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Por. muci?o tiempo la ambicidn de los cirujanos ha sido poder transplantar teji--
dos u .Brganos de una persona a otra sin tener la preccupacisn por la posibilidad~
de rechazo: pero como se sabe en general, los injertos pricticados en el mismo in
dividuo son ficilmente aceptados mientras que los realizados entre individuos de~
la misama especie pero ‘gen‘tiugnta diferentes son rapidamente raechazados. La prin

cipal barrera para el transplante lo constituyen los antigenos de histocompatibili

dad, los cuales son sustancias de leza protefca pr tes en la membrana ce-
lular y que inducen a la respuesta inmune de rechazo al injerto (54).

Eatos antfgencs por su insunogenicidad se clasifican en dos grandes génpon. los
wuy inmunogénicos en ¢l Complejo Principal de Histocompatibilidad y los menos in~
nmunogénicos en el Complejo Secundario de Hiltoco-pnttbuidad‘. en este trabajo nos
referimos exclusivamente a los primeros y que se estudiaron 1n1c1ilnnu en el ra-
tén por Pater Gorer en 1936, al identificar un grupo de antigenos cuya compatibilf
dad entre ¢l animal doninto y receptor njorqbn en forma notoria la capacidad de -
supervivancia del injerto (59). Ponu:!.omntu. realizando injertos de tumorea en-
tre ‘dtvou‘n cepas, Snell demostrd que se trataba de un sistema de ant{genos de -
histocompatibilidad al cual 1lams He2 (23). En el afic de 1948, Snell, Gorer y Ly-

man reconocieron que los genes que determinan la presencia de estos antfgenos se

ran en el ¢ 17 (f£ig. 1).
El estudio en humanos se inicia en los afios 50's, con Dausset y Rapaport y asi
se astablece que el sistems de histocompatibtlidad (MHC) del inglés "Major Histo-

coipltlbllity Complex” a5 una serie de genes fuertemente enlazados en el brazo -

corto del cr 6 ( Smico) norsalmente heredados en bloque y llamados "ha
plotipo HLA", la herencia de este segmento puede seguirae dentro de una familia -
por tipificaciSn celular (fig. 2). Tenamos que se hereda un cromosoma 6 materno y

otro paterno o sea dos haplotipos, si llamawos a los haplotipos paternos a y b,
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Figura 1. Complejo principal de Histocompatibilidad.

(8-2)
Ragibn
KyD - Importantes en el fenlmeno de restriccifn de
células blanco (virus + cflula propis) en
reaccifn injerto contra hufeped (GVH) y en
reaccifn mixta de linfocitos.
I En respuasta inmume a mt!ﬁaol especfficon.

Suceptibilidad 8 virus ontogfnicos. Resccifn
mixts de linfocitos. Interacciln cflula-cfluls.

Ss , Slp Controlan la sintesis del complemento.

Tls Contxola la safntesis de los sntigenos timoleucémicos.
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y & los maternos c y d, los hijos de esta pareja heredan unc de los haplotipos de
cada padre, por lo que pueden tener las siguientes posibilidades de combinaciones:
ac, ad, bc o bd. Una quinta combinacién posible tendria que ser igual a alguno de
ellos, de tal manera que existe un 25 de probabilidades de que dos hermanos sean
:ldlinticos en su HLA (ac/ac), un 25X de probabilidades de que dos hermanos sean -

completamente diferentes (ac/bd) y un 50X de ser parclalmente idénticos (Fig. 3).y
( Fig. 3a.) ‘ :

CLASIFICACION DEL SISTEMA HLA.

Los antfgenos de histocompatibilidad se clasifican de acuerdo a sus diferencias
estructurales y quimicas comoc en la localizacidn o expt_‘isisn en sus moléculas, de
manera general todos estan compuestos por varios polipéptidos y son determinantes

an el control genftico de la respueata inmune ( 20 )(24).

Antfpnou clase I: Pertenecen a las protefnas codificadas por los loci A.' By
C del MHC y se axpresan an la membrana de todas las cflulas nucleadas, se componen
de dos cadenas de polipéptidos: Une glicoproteina (P,M.= 44 000 Daltons) y la p2-
microglobulina (§2n) (P.H.- 12 000 Daltons). Las mol&culas clase I son importantes
para que las células T citotSxicas reconozcan antfgenos extraiios que se expresen
en la membrana celular (antfgenos HLA o virales), pero su verdaderc papel fisiolé-
gico estd relacionado al fenSmenc de restriccidn HLA (60 ). BasSndose en eatudios
astructurales, la cadena da 44 000 Daltons puede ser dividida en tres regiones.
Comenzando por la parte smino terminal de la molécula, tenemos una regiSn hidro
fflica extracelular, una hidrofShica transmembranal y la dltima hidrofflica intra-
celular (intracitoplasmitica). La primera regidn se divide en tres dominios. El do
minio N-terminal presenta e)] sitio de unidn para el oligosacdrido, mientras que el
pegundo y tercero contienen un segmento (loop) semejante a las inmunoglobulinas.
EL primero y segundo dominio presentan los determinantes antigénicos de la molécu
" 1a siendo los sitios reconocidos por las células citotdxicas y por los anticuerpos
(fig 4). El reconocimiento de c&lulas infectadas por virus puede ser uno de los -~

aspectos de la funcién del MHC en eliminar células extraitas { 12).
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Fig. 3a.- HEHENCIA HIA, Paires con 4 haplotipue diferentes
(2 o2 caua uno) tienen hijos con 4 poeibles cambilaciones, existiendo 25%
de probabilidad de campatibilidad total o incompatibilidad total y 508 de
campatibilidad parcial.



Antigenos clase 11 Pertenecen al locus D del MHC, en el que es posible dn:lntr7
tres loci: DR, DP y DQ ( 56). Estos antigenos estan constitufdos por dos glicopép-
tidos: Uno (con P.M. = 34 000 Daltons) que es el alfa y el beta (con un P.M. = 29
000 Daltons) y se expresan en la membrans de linfocitos-B, linfocitos-T (regulado-
res) y macrS5fagos. Cada una de las cadenas consiste de tres regiones: Una hidroff-
lica extracelular, una hidrofébica y una hidrofflica intracelular. La regiSn hidro
£ff11ca de la cadena alfa contiene t:!o- dominios constantes, uno pressnta un sitio
de unisn para oligosacdridos y el segundo contiene un puente disulfuro intracade-
nas, mientras que la cadena bata consiste de d'ol dominios extracelulares sisndo
uno de ellos variable (polisdrfica) y el segundo dominio. extracelular de ambas ca-

- denas muestra semejanza a la porcisn de las 1 lobulinas. En el caso

de la HLA-DQ las cadenas alfa y beta tienen reglones variables, perc en el caso de
la HLA-DP 3810 la cadena bata tiens regiones variables. Las upoc!.ftclda-dn de HLA
=DR, -DQ y -DP se detectan serolSgicaments sobre poblaciones celulares enriquecidas
de linfocitos B. ( 76).(Fig. 4 ).

Estos antfgenos son importantes porque intervienen en el reconocimiento que lle
van a cabo los linfocitos T cooperadores o supresores a los ll‘ltt..‘llﬂl solubles ex-
hibidos por los macrSfagos y son necesarios para la activaciSn de los linfocitos B,
el paso esencial ds la inducciSn de la respuesta {nmune hacia todos los antigenos,
en. la activacién del linfocito T auxiliar y esta activacidn no es inducida por an-
tIgenos 1ibres sino sS5lo por ant{genos presentados por una célula accegoria y en
ﬁ que es necesario que despliegue las glicoprotefnas de 1a clase II del MHC ( 86).

Tanto la clase I como la clase II son conocidas como los antfgenos clisicos de
histocompatibilidad ya que controlan la expresidn polimbrfica de antfgenos de su-

perficie de gran fwportancia por su particlpacisn en la generscifn de rechazo.
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Antfgenos clase III : Comprenden protefnas del sistema del complemento, el cual
contiene genes que determinan al segundo y cuarto componente del complemsnto (C2 y
C4) de 1a via cliieica y el factor B (Bf) de 1la via alterna (57,73). A diferencia =

de las clases anteriores, estas pro

no se ran integradas a las membra
nas celularses, sino en estado soluble en el plasma.

NOMENCLATURA: )

Con el propSsito de dasarrollar una nomenclaturs esténdar, en 1967 se formS un

 comit® bajo los auspicios de la Organizaciin Mundial de la Salud, el cual después

de considerablas debates, decidis llamar HLA-A ‘(human 1limphocyte sistem A) al com
plejo principal de hiqtoco-patibllidld y & los alelos correspondientes con un ni-
mero como HL-Al, HL-BS, stc. (58).

Actualmente la uo-.nélntur- utilizads para el sistema HLA se designa de la si-
guiente manera: El HLA-A, ~B, -C, etc., ss refiere a los loci, los nimeros que si
guen indican los alelos de cada locus, por sjemplo: HLA-Al, identifica al complejo
HLA, el locus [A] y el alelo especifico {1]). A los alelos qu; no estén claraments
definidos se les da un estado provisional conteniendo el prefijo v antes del nims .
ro, como sjemplo tenemos HLA-Awl9 (1,74).

POLIMORFISMNO: )

Una de les caracterfsticas del HLA que ful ripidamente descublerta, es que los
genes que comprenden dicho complejo poseen el pnlt-orfln-# afs grande conocido en
usniferos, dicho tfrmino nos indica la gran variedad de alelos dentro de un mismo
locus (20,31).

De todos los genes que cifran el ﬁmA. «l nis polimSrfico es el HLA-B con 52 ==
alelos conocidos hasta la fecha (cbviamente cada alelo express uns especificidad
diferante), seguido en frecuencis por el HLA-D con 26 alelos, ¢l HLA-A con 24,
stc. (1), Una lista completa de especificidades conocidas hasta 1987, se da en la

tabla 1 ,



TABLA N2}

ESPECIFICIDADES HLA RRCONOCIDAS HASTA LA FECHA.

HLA-B

HLA-B

¢ 1987 )

HLA-D

HLA-DR

DR
DR2
DR3
DR4
DRS
DRw6
DR?
DRwS
DRY
DRulG
DRwll
DRwi2
DRw13
DRVl4
DRvlS
DRvl6
DRwl?
DRw18
DRu52
DRw33

10



RECOMBINACION O ENTRECRUZAMIENTO:

Ocasionalmente ocurre la recombinacidn genética entre cromosomas homélogos
dando lugar a nuevos haplotipos y se ha vintnvqua 8 menos probable antre genes
que estéin estrechamente unidos que entre los que estdin miis separados. La recom-
binacién ha sido utilizada para la localiraciSn relativa dentro del cromosoma y
calcular la distancis genética entre los loct (20,68). (fig. 5 y 6).

Los genes qulvcodiﬂcln los antfgenos HLA se encuentran situados muy prSximos
unos de otros (aprox. 2cM, es decir 0.08% del genoma humanc). La causa de la pro
xmud de estos nnu' podria explicarse suponiendo que una functﬁ'n tan especisll
sada como el ‘t.conochhnto de las estructuras extrafias y el control de mecanis- -
wos espac{ficos de defenss, requiers un secanismo regulador finaments ajustado, -
y que s8lo podrfa obtenerss gracias a esa proximidad.(59,63,68).

DESEQUILIBRIO DE ENLACE: '

En cada locus génico de 1a poblaciSn humans se pusden detectar wuchas especifi
cidades diferentas, pussto que pricticamente cualquier antfgeno de is ragifn A pus
de estar unido con al antfgeno B, C o D, el nimero de haplotipos p'nnnr.u en los

- seres humanos es muy grande, y con dos cromosomas no idénticos la cantidad total
de genotipos postbles ea enorse. En condiciones ideales como puede ser una pobla-
cibn en squilibrio y con procreacifn al azar, la teorfs genftica predice que la -
frecuencia con quoldo- up.cci.ﬁ.cidndu aparecen juntae viens dada por el producto
de ﬁl fncu-ncln; de los gunu- individuales (79). Por ejemplo, si el 16X de la -
poblaciSn tiene un antfgeno HLA-A determinado (Al) y el 10X tiene un antfgeno HIA
-8 particular (88), la probabilidad de hsllar sl antfgeno Al unido genéticamente
al B8 en el mismo cromosoma viene dada por. el producto de sus respsctivas fr;cucp_

‘cias genfticas (16X X 10% = 1,6%). Sin embargo en la prictica esto no siempre es

as1, tenemos que §ate haplotipo en 1a poblacién fsics se ra con una -
fracuencis de 8.8, son als frecuentes que los valores ssperados al azar (59).

Este fenSmeno es llamado desequilibrio de enlace.
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Figura 6.~ Distancia entre los genes que comprendan el complejo

sayor de histocompatibilidad. En la parte superior, ss susstra la posicidn.del . ‘

“complejo HLA relacionado & otvos marcadores: PGM3: 3 Fosfoglucomutasa; GLO 1:
Glioxalasa: Pg5: PepsinSgeno urinario. Las distanciss estén dadas en centimorgan.

En 1a parte inferior se seialan las distancias genfticas antre los diferentes loci-

qus. comprenden el sistema HIA.



La comparacidn entre individuos de diferentes razas muestran grandes diferen-
cias en 1a frecuencia de genes (tabla 2), 1o cual es de gran utilidad en investi~
gaciones antropoldgicas (34). Las frecuencias establecidas en una poblacién nor-
mal en comparacién con algunas patologlas en ocasiones presentan desequilibrios -
de enlace tal .cono se muestra en la tabla 3 (3,38,62).

SEROLOGIA:

La definicidn seroldgica de los productos genéticos HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ y
=DP es uno de los refinamientos continuos en la detecciin de antfgenos HLA, Los =
susros originalmente utilizados detectan especificidades supertipicas (piblicas),
es decir antfgenos compartidos o comunes a varios alelos, por ejemplo: HLA-B38 y
HLA-B16. En contraste los antigenos caracterfsticos de un s6lo alelo (y no otros)
son Illud& subtipicos (privados) tal como en el caso de HLA-A28,

En varios casos, los antfgenos que inicialmente se pensaba que eran subtfpicos,
se encontrd que estaban formados por mis de un antfgeno, estos iltimos denominados
"gplit" (divisidn) de las espscificidades originales. En la tabla 4 se encuentran
las especificidades originales y entre paréntesis sus "splits" (14,47).

Entre los ant{genos supertipicos y los subtfpicos se encuentran un grupo de an-
tfgenos no denominados que dan lugar a reacciones cruzsdas entrs grupos determina-
dos de alelos, estos conjuntos perfectamente definidos denominados "Cregs" (cross
reaction groups) se encuentran en las tablas 5 y 6 (20,37,47).

Fuentes de antisueros:

1.~ Mujeres multfparas.- Una gran cantidad de anticuerpos para el anflisis de
los antfgenos HLA son aotivudol de sujeres multIparas las cuales son inmunizadas
durante la gestaciSn por antfgenos paternos presentes sobre las células fatales
en la circulaciSn materna (20). Se ha propuesto que las células fetales que llegan
& atravezar la placenta son las responsables de inducir la producciSn de dichos =
anticuerpos, los cuales estan presentes en la madre en relaciln directa con el nl-

asro de embarazos (22).



TABLA- ' 2
FRECUENCIA DE GENES EN DIVERSAS POBLACIONES MESTIZAS

Carolina del Norte Peri México
HLA<A N« J0] N=33 N=2Q0
A2 30 38 32
A28 2 .5 8
A9 13 20 20
Ml9 10 15 6
Al 15 3 6
A3 12 3 8
Al0 2 2 6
All 10 6 8
A29 1 3 1
30 6 6 2
A3l 1 6 2
Awd2 1 - 1
23 1 - 1
Blancos 6 28 17
HLA-B
B3 6 5 13
W35 7 28 24
340 2 3 1
Bl1S 4 6 4
| ) 3 - 4
87 13 3 6
1] 10 - 6
2 22 2 4
813 1 2 1
Bl4 k) 6 4
81?7 8 2 -
313 1 [ 3
22 1 - 2
32?7 4 - 3
M2l 4 5 3
Blancos 1 2 12



T ABLA 3

ASOCIACION HLA-ENFERMEDAD"

ENFERMEDAD HLA *RR
Espondilitis Anquilosante 827 87.4
ARTROPATIAS Sindrome de Reiter B27 37.0
Artritis Reumatoide DR& 4.2
Diabetes Inlll\lino dependiente D;DH 3.3.
D/DR4 6.4
ENDOCRINAS D/DR2 0.2
Enfermedad de Graves D/DR3 3.7
Eafersedad Ldiop&tica de Addison D/DR3 6.3
ocmms Uveitis Anterior Aguda . 827 10.4
~ Neuritis Sptica D/DR2 2.4,
INFLAMATORIAS Tiroiditis Subaguda B35 13,7
INTESTINALES Enfermedad Celisca D/DR3 10.8
HEPATICAS Hepatitis Crfnica Autoinmune B8 9.0
" . NEUROLOGICAS Esclerosis Mfiltiple D/DR2 &1
Pgoriasis Vulgaris Cwb 13.3
CUTANEAS Penfigus (Judfos) D/DR4 14,4
Dermatitis Herpetiforme D/DR3 . 15.4
Eafermedad de behcet B5 6.3
Miastenia Gravis D/DRY - 2.5
)1 ] 2.7
Sindrome de Sicca D/oR3 9.7
SISTEMICAS Lupus Eritematosa Sistémico D/DR3 5.8
. Hemocromatosis Idiopktica A3 8.2
. Bi4 &7
Sindrome de Goodpsture D/DR2 15.9
Nefropatfa Membranosa Idiopftica D/DR3 12.0

axd .
*RR,= Riesgo Relativo. Calculadopor bxc , en donde ay b son el ndmero

de individuos con ] e o en el paciente y ¢ y d el carficter

presente o ausente en la poblacidn control.



TABLA

LISTA DE ESPECIFICIDADES QUE HACEN “SPLIT" CON OTRAS ESPECIFICIDADES

Especificidades originales

A9
ALO

. Awl9
A28
B5
B12
Bl4
B1S
Bl6
B1?
21
Bw22
B4&0
Bw70

“splits"

A23,A24
A25,A26 ,Aw34 , Aut6
A29,A30,A31 ,432,Av33,4%74 .
Aw68,Au69

251,Bu52

B44,B45

Bwbh ,But5

Bu62 Bw63 ,Bu75 ,Bu76,Bu7T
B38, 539

Bus7,Bu58

849 ,BuS0

Bw5h,BuS5 ,Bu56

Bw50,Bubl

Bul,BuT2

Ow9,Cul0

DRwS ,DRv16

DRw1?7,Dhwl8

DRw1l,DRvl2

DRw13,DRwlé

Dwll ,Dwl7

1LAS SICUIINTES ESPECIFICIDADES FUEWON POSTERIORMENTE AGRECADAS

Bubs B5,813,817,827,837,B38(16) ,B44(12) ,Bwk?,849(21) ,B51(5),
Bu52(5) ,Bu(53} ,BuS7(17) ,Bw5B(17) ,Bw59,Bw63(15) ,Bw77(15) .
Wb: B7,38,814,818,0u22,835,839(16) , B40,Bukl,Bw2,B45(12) ,

Buk6, DukB, Pw50(21)BuS54(w22) ,BuS5(22) ,BuS6(w22) ;Bwb0(40) ,
mx(m) +Bu62(15) ,Bw64(14) ,Dub5(14) ,Bu67 ,BuT0,Bu71{w70),
uu(wo) 273 .Iv‘lS(lS) »Bw16(15) .

DRw52: DR3 .DrS.DM.DhB sDRwll (5) ,DRw12(5) ,DRw13{w6) ,DRwli(w6) ,

DRwl17(3),DRw1S8(3) .

DRv53: DR&,DR7,DRI,

17



TABLA 5

. REACCION CRUZADA

LOCUS A
9 (A23==2A24)
AH36— Al MO (A25=55A26) (Aw69) A28-—=A2
ll
A29——-A30—A31—Av33—Av34
Avl9
Avb.‘i A3l
LOCUS B

Bl6 (BIsA=T—=339')
Bl8'emew=aBlé's=2D8'

LN~ Y ——— L LI L — Y D))

BlshIm——==pui6'
I‘Tl (ll.gn\__—z 50" TL hh\ 21
. . 5 27%
(Bukbn==2B45") L
o BALY -..---., 40° 478
—" PR
g™ B13W

Los patrones de reactividad cruzada de antfgenos HLA-A y B son obteni-
dol‘ por tipificacifn convencional usando anticuerpos humanos. l’uatu' reaccibn
cruzada (==——==); Reaccién cruzada establecida (ew—e=) y reaccién cruzads
ocasional (- ~ - =).. La presencia de los antfgenos Bwi y Bub sobre antigenos

del locus B es indicada por (%) para Bwé y (') para Bub.



TABIA 6

REACCIONES CRUZADAS

DR1 \ .
W
b, 1) —0!\5\

19
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Es muy probable que con el aumento de embarazos, los fetos lleven antfgenos
de histocompatibilidad diferentes, por lo que es comfin que las multfparas ten-
8an sueros que reaccionen con varios antigenos (multiespecfficos). Un porcentaje

sustancial (10-30%) de multfparas produce un anticuerpo anti-HLA, s8lo cerca del

1 al 2% de ellas, producen un anti. po sufici especffico para ser uti-
lizado como reactivo de tipificaciSn ( 87 ). En consecuencia, deberd seleccionarse
un gran nGmero de sueros a fin de establecer reactivos de calidad. La absorcifn
placentaria de anticuetpos maternos dirigidos a antfgenos de histocompatibilidad
fetales, impide la penetracidn a la circulacifn fetal y ejercer cualquier efacto
dafiine ( 48); por lo que el suero obtenido de la placenta es una buena fuente de
antisueros tipificadores ( 42), (40).

2.- Pacientes transplantados.- Hay varios estudios que demuestran la formacifn
de anticusrpos anti-HLA despufs del transplante rendl y generalmente son d4i o poli
especificos (36). Aunque la respuesta celular es la forma clésica del rechazo de
transplantes en la prlctica ufdica y para evitar Esto se les administra inmunosu-
presores lo que da como resultado que una cantidad apreciable de ellos tengan an-
tfcuerpos (respuesta humoral) gque provoca un deterioro muy lento del injerto (a-
préximsdamente 2 afios como en el rechazo crénico) ( 20), (82).

3.~ Pacientes transfundidos.- La sangre contiene linfocitos ricos an antfgenos
de histocompatibilidad y coio al hacer una transfusién no se tiene en cuents la
compatibilidad para HLA entre donador y receptor, la mayorfa de los paciantes que
son politransfundidos forman anticusrpos que son por lo general multiespecfficos
debido a las sensibilizaciones afiltiples involucradas (14.20,29).

4.- Pacientes inmunizados intencionalmente.- A veces se pusden lograr transfu-
siones sangufneas repstidas a voluntarios, de sangre que contenga un determinado
antfgeno con el f£in de producir anticuerpos capates de detectar al determinante.

Las insunizaciones continuas, tienen la d aja de que d a la pfrdida

del anticuerpo (20).
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Las lnnunizacl;mes se 1levan a cabo mediante la inyeccildn de leucocitos semanalmen
te lo que produce una buena respuesta de anticuerpos contra los antfgenos HLA in-
compatibles, por injertos de piel a intervalos de 2 a 3 semanas detectando la for-
macién de anticuerpos después del segundo estfmulo o bien por transfusisn sanguf-
nea inyectando 20 ml de sangre total continuamente hasta que el individuo responda,
los dos primeros no estin libres de riesgo por lo que la inmunizacién por transfu-
ciones es ¢l método wls adecuado ( 60). Ls mayorfa dea los sueros en estos casos
son poliespacificos y para obtener mejores resultados, conviens tipificar pravia-
mente a los donadores para buscar un receptor que tenga ninimas diferencias en los
antfgenos y aiin asi la probabilidad de encontrar sueros monoespecificos es muy pe-
queiia { 19 ), ( 23 ). .

5.~ InmunizaciSn de animsles.- Algunos intentos se han realizado para utilizar

antisueros producidos en otras especies eapecial primates { 60 ).An cuando

se ha postulado que los aueros producidos asf son mis f£hciles de obtener, inmuni-
zando a un miembro de una especie en relacisn filogenética cercana al donador del
naterfial inmunizante, se ha visto que el tftulo de antisuero es alto pero las re-
acciones wmuy awplias por lo que tienen uns aplicacisn muy lfaitada, sin embargo
utilizando antfgenos altamente purificados y absorciones sxhaustivases posible
obtener anticuerpos de buena calidad resolutiva ( 67 ).

6.~ Produccisn de anticuerpos wonoclonales.=- Se han realfzado una gran varie-
dad de experimentos para producir anticuerpos monoclonales que sean utilizados
como reactivos de tipificacidn ya que comc hemos visto, la mayorfa de las fuentes
nencionadas anteriormente producen antisuesros poliespecificos. Esta situacifn ha
casbiado radicalmante desde que se demostr§ que las células dc'bnzo del ratdn in
wmunizado pueden fusionarse a células de mieloma y generar hibridos celulares que
secretan anticuerpos especfficos (33 ). Los hibridomas celulares producidos son
justamente tan heterogénecs como el anticuerpo en el ratén original, psro es po~
sible seleccionar una o wis 1fneas celulares que secreten anticuerpos especfficos

para el antfgeno de interés (52).
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"Este método ha sido utilizado para generar anticuerpos monoclonales de antige-
nos humanos de diferenciacién y para glicoprotefnas HLA bien definidas (38). En -
este caso también es necesaria la purificaciSn de los antigenos de histocompatibi
lidad. Definitivamente de todas las fuentes menclionadas, &sta {iltima es la mejor,
ya que permite producir anticuerpos con alto tftulo y adecuada especificidad para
‘ser utilizado en la tipificacién, teniendo como inconveniente su complicada elabo
racién y su alto costo por le que se ha exclufdo de algunos laboratorios que rsa-
. lizan tipificaclonss en nuestro pafs (22).

La tdnntiftc-ci&n de los ant{genos de histocompatibilidad se realiza por medio
de mEtodos seroldgicos. Entre los nitodoi de valoracifn y detecciSn de antfgenos
y anticuerpos HLA se encuentran la leucoaglutinacidn, radio inmuno anilisis (R.I.A)
enzime linked immuno sorbent assay (E.L.I.S.A.), fijacidn ds complemento, inmuno~=
fluorescencia y microcitotoxicidad. Hasta ahora la técnica miis ampliamente usada -
es la de microcitotSxicidad, la cual consiste biisicamente en incubar la suspencidn
de linfocitos con diferentes antisueros tipificadores; si eatos contienen anticuer
pos contra los antfgenos HLA presentes en la membrana celular, se llevard a cabo -
1a reaccisn sntfgrno-anticuerpo, que al adicionar el complemento provoca muerte ce
lular. Asf, la alteracisn de la permeabilidad de la membrana se vigualiza madisnte
sl empleo de colorantes vitales tales como la eosina y el arzul tripéin, los cuales
penetran & través de las células que han sido dailadas mientras que las vivas lo -
excluyen, al final se evaliia la reaccifn de acuerdo al grado de mortalidad celular.
(2, 75). Ya que la preparaciin de linfocitos frescos y almacenados constituyen un
grave probleaa que se hace evidente en la viabilidad, se ha diseiiado un método do. v
congelacién y almacenamiento de paneles celularss en placa, que nos proporciona -
grandes ventajas con respecto al tiempo, costo, gasto de reactivos, viabilidad, rs
productividad y confiabilidad del método. De acuerdo a la literatura sn 1970 ya as .
habfa descrito un método de congelacisSn programada, el cusl utilizaba un equipo al-

tamente costosc, imposible de adquirir en los laboratorios de tipiffcacidn (55,85).



‘ . . "

En 1984, Baroci S., Constantini M. y col. disefiaron otro método de congela
cidn y slmacenamiento de llnfocltou; usando un equipo comin de laboratorio.
(4,6).

El método que hemos diseiiado lleva las bases de lo ya existente en la 1i-
teraturas, 1.610 que s¢ han hecho bastantes mdttlcicionu para lograr su es-
tandarizacisn de acuerdo & los requerimientos del laboratoric y establecerlo
como un método confiable, econSmico y capaz de ser llevado a cabo en cual-

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

al una temp ura de -80°C. ( 8), (69 ).



FUNDAMENTACGCION DEL TEMA
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FUNDAMENTACION DEL TEMA:

£l descubrimiento de que la capacidad de sobrevivir de un transplante era ma-~
yor si el donante y el receptor eran HLA y ABC idénticos, que si sflo eran simila~
res en uno de los dog, demostrd que el HLA era un sistema de histocompatibilidad -
importante y su estudio ha tenido cowo efecto un incremcnto en la viabilidad de los
transplantes de 6rganos. El fendmeno de rechazo muestra dos caracterfsticas clave -
de la fnmunidad: la memoria y la eapecificidad y solamente resultan suceptibles pa-
ra experimentar el fenSmeno de rechazo del injerto aquellas regiones del organismo
receptor que son accesibles para el sistema inmunitarie, también se sabe gue ia ca-
pacidad para rechazar los injertos puede transferirse con linfocitos previamente -~
sensibilizados. Eetas y otras observaciones confirman la responsabilidad del siste-
ma inmunitario en el rechazo del injerto. En los transplantes renales fue en donde
primero se observd la importancia de la compatibilidad HLA entre el donante y el re
ceptor. Las cifras sobre la importancis de la identidad HLA en la supsrvivencia del
rifibn son claras: Si nos referimos a los loci HLA-B y HLA-DR, si son idénticos en-
tre el donante y el receptor, la supervivencia del injerto al cabo de un afio es de
§0!. cuando hay total diferencis entre los custro loci es de 79% y con respecto a -
los loct HLA-A y HLA-B, un 40% si son idéncicos y 16X si no mon idénticos., Se obser
va que la identidad HLA es importante inclusc en el uso de potentes inmunosupresores.

‘La importancia del HLA hace que sea necesario establecer un mecanismo an el -~

- cual sea posible rar un r d do para un d dado, de tal forma

que la disparidad HLA ees 1s minima posible. Pars ello se crean listas de espera -
bﬁn .lu enfermos potencisles receptares de un riiidn que han sido previamente tipi~
fﬁcndou y se tiene registrado sus respectivos fenotipos HLA-A, HLA-~B, HLA-C y HLA-
DR. ’Unl vez determinade el fenotipo HLA del donante puede iniciarge 1a bilaqueda de

. los vﬂncaptotu sdecuados (39).
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Una vez elegidos los potenciales receptores en funcién del grupo sanguineo
y compatibilidad HLA, se realiza previo al transplante, una prueba cruzada (cross
-match) en la que se enfrenta el suero del receptor con linfocitos del donante. Si
se produce muerte celular (mediada por complemento), el transplante no se¢ lleva a
cabo pues el receptor tiene anticuerpos frente a los determinantes HLA del donante
que podrian dar lugar a un rechazo hiperagudo, los cuales estdn causados por anti-
cuerpos dirigidos contra los grupos sangulneos o bien contra los antfgenos HLA de
clase I. En 1a actualidad se flega a transplantar con pruebas cruzadas positivas,

V esto es vilido en pacientes hiperinmunizados, ain as{ es mis importante el grado -
de compatibilidad en los antIgenos HLA, cuanto mayor sea el niimero de antfgenos =
que comparten el donante y el receptor, mayor es la probabilidad de que el injerto
evolucione favorablemente. En similar situacidn se encuentran las condiciones para
el transplante de otros drganos como son: médula osea, cdrnea, higado, corazén, pul
mén y péincreas. Hay que resaltar la importancia que tiene el sistema HLA en todos
los transplantes ya que todas las células del organismo expresa, en mayor o wemnor
grado, dichos ant{genos en su superficie. Es verdad que en algunos tipos de trans-
plantes (como higado y corazén) no se toma en cuenta esa compatibilidad HLA, como
debe de ser, ya que esto es debido a medios loglsticos (tiempo de iaquemia fria,-
etc.) que fmpiden se biisque una pareja donante/receptor lo mis adecuada posidle, -
sin que ello implique un deterioro del Srgano a transpiantar, Debido a esta causa
es muy baja la tasa de #xitos de transplante, pero se espera que en un futuro ia -
aleccidn de la pareja donante/receptor tenga mds en cuenta la compatibilidad HLA en
todos los transplantes que se realicen. (39) (fig. 7)

Dado que la comprensiin del HLA aumenta tanto en el nimero de sus loci y als
los, como en su aplicaciGn: la cual va desde transplantes de Srganos, transfusiones,
asoclacifn a diversas enfermedades, pruebas de paternidad, produccién de anticuer-
pos monoclonales, mapeo gendtico hasta investigaciones antropoldgicas; las necesi~

dades de grandes cantidades de reactivos HLA tambifn deberin sumentar (59).
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Alin cuando existen varias fuentes de antlisueros-HLA, como son pacientes so-

metidos a miltiples transfusiones, mujeres multfparas, etc. (anteriormente mencig

nados) la mayorfa de los sueros contienen anticuerpos que r simult. n
te diferentes antigenos HLA (multiespec{ficos), los sueros que detectan un silo -
antfgeno HLA (monoespecifico) son muy raros y diffciles de obtener. En consecuen—
cla no es ficil establecer la composicidn antigénica de los linfocitos y tienen -
que utilizarse microtécnicas cuidando de conservar la cantidad 1fmitada de antisue
ros especfficos comerciales, ya que tienen un valor muy elevado por lo que es diff

‘ cil proveer al laboratorio de los mismos, ademis tomando en cuenta la situacidn -
econfmica por la que pasa nuestro pafs, donde la obtencidn de recursos para el la-
boratorio se encusntra muy escasa y repercute en el abastecimiento de reactives y
material biolGgico para el diagnéstico clinico a todos los niveles institucicnales
y como consecusncia tambidn a los pacientes de bajos recursos econbmicos. Por tal
wotivo se tiene un gran interés en obtener antisueros HLA provenientes de placen-
tag y determinar su especificidad.

Se «ligis la placents, como fuente de obtencién de antisueros HLA, por las -
ventajas que representa como son: 1) Es un Srgano de desecho, 2) Se obtienen gran-
des cantidades de suero, 3) No es necesario convencer al paciente para que done la
muestra, y 4) Se adquiere en grandes cantidades por 1la alta tasa de natalidad que
hay en nuestro pafs.

Para tal fin se requiers la formacidn de un panel celular especifico de re-
ferencia, con linfocitos de la poblacifn mexicana y conservar ese panel por la tic
nica de congelaciSn y almacenamiento celular en placa. Este siscema darfa como ven
tajas: la reduccién de tiempos y costos, mayor acceso a reactivos y a material, y
el incremento notable a ia confiabilidad de resultados ya que después de la conge-
lacidn las funciones celulares se mant{enen. Se pretende entonces obtener mayor bs

neficio a bajo costo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los conocimientos actuales de los antIgenos de histocompatiﬁilidad se haﬁ
establecido en la poblacidn caucdisica,dado que las frecuencias de alelos co-
mo en combinaciones de ellos varfan notablemente segin la raza nos crea pro-
blemas com:-NS poder usar tablas de frecuencias extranjeras. -Los marcado-
es lsocilc;ol a patologfas (salvo B27 con espondilitis anquilosante)no son
del todo universales. -Antisueros cavracterizados en una poblacién pueden mog
trar inexplicable uactlvivdnd o estar ausente en otras. -El nlimero de antf-
genos indeterminandos (blancos) en la poblacidn mexicana es muy alto, esto
pudiera debsrse a la ineficacia de los antisueros antes descritos o bien a
la existencia de alelos exclusivos de nuestra raza. Lo anterior constituye
las razones para establecer un banco de antisueros propio de nuestra pobla~
ci6n con el fin de tener todas las especificidades reconocidas internacional

. mente asi como disminuir en gran medida los antigencs indeterminados.

Los antfgenos de histocompatibilidad se determinan seroldgicaments por la
técnica de microcitotSxicidad; la principal dosv;-ntljl de enta técnica es
que no se cuenta con un panel de referencia de linfocitos de poblaciin mexi=
cana, otra degventaja es que los sueros comerciales reconocen lm:t.gno" de
poblaciones cauciisicas ademiis de que todos son muy caros y su espleoc debe ser
Uy cuidadoio. Por lo tanto el presente trabajo pretende: 1} Estandarizar un
wftodo de congelacidn y almacenamiento de clulas, que en comparaciin con el
wftodo habitual traerd grandes vantajas, tanto en la reduccién de tiempo y.
gasto de reactivos empleados como la confiabilidad de los resultados, ademis
de que s una t&endca que se puede realizar sin la necesidad de un squipe
costosc. 2) Forsar un panel celular con espscificidades de poblacifn mexica-
nl.' 3) Establecer un ptognin de busqueda de antisueros HLA para determinar

1as especificidades de los antisueros provenientes de las placentas humanas



evaluandolos como reactivos HLA, disminuyendo asf el precio de estos sueros
en un gran porcentaje con respscto a los sueros comerciales.

4) Implementar la técnica de congelacifn para diferentes estudios bioldgicos
como son tnnnpinntu de Srganos y tejidos, produccidn de anticuerpos mono-
clonales, gendtica poblacional, serologla HLA, etc.

5) fntorcn-bio con otros laboratorios para expander nuestro panel de tipifi-

cacifn. Se pretende asf obtener mayor beneficio a bajo costo.

n



OBJETIVOS



1

~

Disefiar y estandarizar un mEtodo de congelaciin y slmacenamiento

de células.
2) Construir un panel celular con especificidades mexicanas.

3) Establecer un programa de bisqueda.de antisueros tipificadores

~

del Sistema HLA a partir de placentas humanas.

4

~

Realizar la evaluacidn de dicha fuente como reactivos HLA.

5

~

Comparar este mitodo con el comiinmente usado.

6) Obtener mayor beneficio a bajo costo.

7) Seleccionar antisueros para intercambio nacional e internacional.
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HIPOTESTIS



Un ‘pnnnl de linfocitos obtenidos en la poblacién mexicana,
seleccionard antisueros miis especificos para los marcadores

locales.

3



MATERIAL b 4 METODOS



REACTIVOS:

Linfograd (ficoll-hypaque)} Lab. Microlab.
Medio R PN - I (1640) Lab. Microlab.
Dimetilsulféxido. J.T. Baker, S.A. de C.V.

Aceite minaral (U.S.P.) Lab. Loitz, S.A. de C.V,

SOLUCIONES: (*)

Formalina al 40X con P.B.S.

Eosina ssarillents al 5% con agua destilada
Azul tripin al 3% con EDTA pHe 7.2

E DT A disldico pH = 7.2

Diluyents de complemento

P.B.S. (bufer de fosfatos pH = 7.2)

SoluciSn Hanks (solucibn salina balanceada).

MATEREAL BOLOGICO:

S.F.T. (Susro fetal de ternera)
Colplnmtovdo conejo

Sueros ds placentss

Sueros de rvef ia. QuimicaHoschsty Pel-Freeze.

Suero control negativo
Suero control positivo

Linfocitos purificados .

(*) Ver preparacifn de soluciones, en apéndice.
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MATERIAL DE LABORATORIO:

Coladores de plidstico

Reciplentes de plistico de 1 lt. para recolectar el suero de placenta,
Guantes de cirujanc

Pipetas Pasteur. Robbins Scientific Corp.

Tubos de ensaye 13 X 100 . Pyrex. para separar linfocitos.
Pipetas graduadas de 1 ml, 5 ul y 10 ml. Pyrex.

Tubos con tapSn de rosca de 15 X 150 sm. Pyrex.

Perlas de vidrio

Gradillas mstéilicas para tubos de ensaye

Frascos de cristal de 100 sl.

Microplacas para microcitotoxicidad. Terasaki y Falcon U.S.A.
Tubos para centrffuga de plistico con tap8n de rosca. Nunc.

Jeringas Hamilton de 50 ul y 250 ul. Robbins Scientiftc. Corp.

EQUIPO:
Microcentr{fuga Beckman 152
Centr{fuga Becksan T J -~ 6 con unidad de refrigeracién.
Agitador tipo VSrtex. Sybron/Thersoline Maxi Mix.
' MicroscSpio Sptico Carl ZEISS
- MicroscSpio invertido con condonl;dor de contraste de fases "Amsrican optical™
donjllldor de ultra baja tempsratura "REVCO"
Refrigerador vertical "American”
Cangol;doi vertical "American”

Incubadora "Incubaril"
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EXTRACCION DE SUEROS DE PLACENTAS

Se recolectan las placentas de mujeres mexicanas provenientes del servicio de
obstetricia del Centro Hospitalario 20 de Noviembre y se procesan de acuerdo al

siguiente método:

1.- Se recibe la placenta en una bolea de plistico, inmediatamente despufs se
escurrs el suero sobre el tamiz con un recipiente de recoleccidn.

2,- La placenta eas dividida en varias .porcionu que 8se colocan sobre el tamiz,
se tapan con un pléstico y se comprimen con una prensa de aprox. 2 kg., se
deja escurrir durante 30 min.

3.~ Todo el material extrafdo se centrifugs a 3 000 r.p.m. durante 30 min, a 4°C,

4.~ El sobrenadante se vuelve a centrifugar a 3 000 r.p.m. durante 30 min. a 4°C.

S.- El suero obtenido se almacena a -20°C en frascos de cristal ds 100 ml, correc
taments rotulados.

6.~ Aparte se preparan unas microalfcuotas de 400 ul en tubos para microcentrf-

fuga "Nunc" y se almacenan a ~20°C., listas para usarse cuando se requisran.



PURIFICACION DE LINFOCITOS: .

La purificacifn de linfocitos de sangre periférica se logra por centrifugacidn
en gradiente de densidad sobre una mezcla de Ficoll-Hypaque (la densidad de la
ezcla deber§ estar entre 1.076 y 1,078) . Después de la centrifugacifn, los eritro
citos y polimorfonucleares se depositan en el fondo, mientras que los linfocitos
permanecen cercanos a la interfase entre el suero y la soluciSn separadora.
Material:

Linfograd (Ficoll-Hypaque) Lab. Microlab; México.

Solucisn salina balanceads de Hanks. Lab. Microlab; MExico.

Método:

1l.- Se towa la muestra de sangre por puncifn venosa (20 =l)

2.~ Se coloca la sangre en tubos de rosca (con perlas de vidrio) y se desfibrina
mecinicanente por rotacién,

3,- En un tubo de ensaye se colocan 3 ml de la solucifn de Ficoll-Hypaque,

4= Sn' estratifica cuidadossmente la sangre con una pipeta Pasteur sobre el linfo
grad para evitar que se mezclen smbas fases. v

5.= Se centrifuga a 1500 r.p.m. durante 40 minutos.

6.~ La banda de linfocitos se recupera con la ayuda de una pipeta Pasteur y se co -

loca en un tubo de ensayo.
7.~ Se lavan los linfocitos con soluciSn de Hanks centrifugando a 2500 rpa por 10

min, Se repite esta operacifn 2 veces afs.
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SEPARACION DE LINFOCITOS T y B.

El método empleado para la separaciSa de los linfocitos T y B, se basa
en la capacidad que tienen los linfocitos B y los macrdfagos de adherirse
a 1a fibra de nylon. As{ cuando la suspensidn celular es pasada a travis
de una columna de lana de nylon se eluyen los linfocitos T, mientras que
loa linfocitos B son liberados mecinicamente por compresién. Msdiante es-
te métodc, se obtisene una pureza de linfocitos T del 96X, por lo que es
recomendable pars la separacién de subpoblaciones de linfocitos.

Haterial:

Ademiia del descrito anteriormante:

Medto de Cultivo McCoy Sa wodif. Lab.Microlab; M&xico. Se le aiiade 5% de

suero f;tll de ternera (SFY).

Fibra de lana de nylon.

Columnas de pléatico de tmm de difimetro y de 12-14 ca de largo.
Praparacifn de 1la columna de nylon, .

- Sellar con calor un axtrewo de' la columna con &ngulo de 45°.

= Pesar 100 mg de fibra de nylon y sumergirla en solucidn de Hanks.

~Espacar el nylon dentro de la columna, debiendo quedar ei rellenc de a-
proximadamente & cm de largo.

=~ Hacer un orificio a la colusna por el extremo sellado de manera que par-
mita el flujo de 1fquidos.

= Llenar la columna con madio de cultivo {5X SFT) y colocaris horizontal-
mente dentro de una estufa a 37°C durante 30 min; aellando con medio de

eultivo.



Material bioldgico:

Linfocitos totaics purificados.

Mécodo:

1.-

2

S,

6.-

7.-

Los linfocitos purificados se resuspenden en 0.5 ml de medio de cultivo.

Poner la columna (preincubada) verticslmente y aplicar la suspensién de
chlulas con"la ayuda de una pipeta Pasteur de tal forma que ocupa la to

talidad del espacio relleno de fibra teniendo cuidado de sellarla.
Incubar la columna horizontalmente a 37°C por 30 min.

Se coloca 1ls columna verticalmeante sobre un tubo ds ensays y se lava
con 15 ml de medio McCoy (5% SFT), para recuperar los linfacitos T. Las
cflulas cbtenidas en la primera lavada serdn utilizadss para la deter-

minacisn de especificidades -A, -B.

Se centrifuga el tubo de linfocitos T a 1500 rpm durante 10 min.

n, 'y d N

yr P los linfocitos en medio de cul-

tar sl

tivo (5% SFT).

Contar las células en un hemocitSmetro y ajustarlas a una concentracidn

da 4 X 106 células/ml con medic de cultivo.
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PRUEBA D¥ VIABILIDAD,

Debido a que la prueba de microcitotdxicidad requiere de linfocitos vi-
vos, es necesario vigilar su viabilidad, determinfndola por la exclusidn
de un colorante vital como el azul tripén. El porciento de viabilidad que

ss considera adecuado es de ?p}. como mInimo.

Material:
~Azul tripin (Hartaman l.ondon Co. Philadelphia, E.U.A.), diluido a1l 1% con
con agus destilada.
-Solucifn sslina awortiguada, pH = 7.0 - 7.4 (FTA). COPMI 44/45 . Behring
Inst.
= EDTA diaSdico. J.T. Baker Chem. Col, al 2% con solucidn salina amortigua-
dora, pii = 7,2
= Colorants: Mszclar 3 partes de azul tripan al 1X con 7 partes de EDTA al
2%, quedando la concantracién final al 0.3%
NEtodo:
1.~ Se mezcla 0.1 ml de la suspensiSn de 1linfocitos con 0.1 ml del coloran-
te sn un tubo de ensaye.
2.~ Incubar s temperatura ambiente durante 2 minutos,
3.~ Colocar una gota de 1a mezcla sobre un portaobjetos, cubrir con un cu-
brecbjetos.
4.~ laser usando el objetivo seco fuerte. Las c&lulas muertas incorporan el
.colounn y se tifien de azul, mientras que las vivas lo excluyen y se
observan refringentes.

5.~ Contar 100 cflulas, calculando el £ de viabilidad.
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MICROCITOTOXICIDAD.

Hay varias formas de valorar y detectar ant{genos y anticuerpos HLA, pe-
ro hasta ahora la técnfca uks ampliamente usada es la citotoxicidad. El mé-
todo que se empleS es una modificaciSn de Amos a la técnica de Terasaki y
Mc Cldlané-

La prueba de microcitotoxicidad consiaste b&sicamente en incubar la B.Ill-
pensiSa de linfocitos con diferentes antisueros; si &stos contiensn anci-
cuerpos (Ac) contra antfgenos (Ag) HLA se llevard a cabo ls reaccidn Ag-Ac.
§1i adicionamos suero de conejo como fuente de complemento (C') @ste serd fi
jado y activado por el complejo formado lo cual provoca lisis parcial de la
cflula. Ls alteracifn en la permsabilidad de la membrana se visualiza median
te el empleo de un colorante vital = tal como la eosina o el azul tripan -
los cuales penstran a travis de las células que han sido dafadas, uientras
que las vivas lo excluyen. (Fig. 8)

Material:

Adenls del descrito anteriormente.

Aceite mineral (USP) Sigma de Néxtco, S.A.

Colorante azul tripan al 0.3% con EDTA al 2%

Diluyente de complemento.

Material biolSgico:

Sueros de placentas

Susros de referencia

Sueros control negativo

Sueros control positivos

Linfocitos T purificados

Complemento de conejo
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Fig. Nt 8.- Prusba de Microcitotoxicidad,
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PREPARACION DE PLACAS TERASARI CON ANTISUEROS

Se afiade 5 ul de aceite mtn.cnl a cada pozo, para evitar la desecacién del
antisuerc, el cual se coloca en cantidad de | ul por pozo y se mantienen en con
gelamiento hasta su uso.

METODO DE MICROCITOTOXICIDAD:
l.- Dascongelar las Apllcn que vayan a usarse dejandolas que alcancen la tempe-

ratura ambiente.

2.~ Afiadir } ul de la suspensiSn celular, aprox. 6 000 cels./ ul a cada uno de

los pozos de cads placa.
3.~ Mezclar suavemante empleando un agitador tipo Vértex.
4.~ Incubar a temperatura sabiente durante 30 sinutos.

5.~ Se pone una gota de solucién de Hanks en cada pozo de la placa y se dejan

sedimantar las células d 10 a temp tura ambiente.
6.~ Sacudir la placa con el fin de eliminar el Hanks y el suero que no reacciona.

7.~ Se adicionsn 5 ul de complemento de consjo a cada pozo y se mazcla suaveman-

te con el agitador.
8.~ Incubar a temperatura smbisnte durante 30 minutos.

9.~ Ss deposita en cada pozo colorante azul tripén y se incuba 20 minutos a tem~

peratura ambiante.

10.~ La placa se sacude & fin de eliminar ¢l exceso de colorants.
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11.- Adicionar una gota de solucidn de Hanks y dejar que las celulas ssdimenten

durante 10 sinutos.

12,= Las reacciones son evaluadas en un microscopio Sptico en base al siguiente

criterio:
Células Muertas (%) Calificacidn Interpretacién
0 === 19 1 © Negativo
20 --- 29 2 Negativo
30 --- 49 [} Dudoso
50 === 79 6 Positivo
80 --- 100 8 Positivo



2.~

die
5.=

7.~

METODO INICIALMENTE PROPUESTO PARA LA CONGELACION

DE CELULAS EN MICROPLACA.

Colocar una microplaca Terasaki en hielo, correctamenta rotulada.
En cada pozo se colocan 15 ul de mezcla congelante.
Mezcla co;golann: 90X de S,F.T. (suero fatal de ternera) y 10X

de D.M.S.0. (dimetilsulfdxido).
Se prepara y se mantiene sumergida en hielo.
Se ajusta la concentraciSn de linfocitos a 6 X 10% cels./ml.
Previamente purificados sobre un gradiente de ficoll/hypaque y
resuspendidos en medio de cultivo RPM-1 (1640) que tiene 20X de
S.P.T.
Se coloca ! ul de Esta concentraciSn celular & la microplaca.
Se incuban 10 min. a 4°C
Posteriorments se coloca sobre una cama de alcohol al 70X a - 80°C,
durante 24 hrs.
Se pasa la microplaca Terasaki al tanque de NitrSgeno 1fqutdo (=170°C)
1ista para cuando u"uquhn su uso.
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METODO DE CONGELACION CELULAR EN MICROPLACA Y SU ALMACENAMIENTO.
(METODO ESTANDARIZADO)
1.~ Se coloca l1a microplaca sobre un baiio de hielo.

2.- En cada pozo se colocan 3 pl de mezcla congelante (90% de sueroc fetal
de ternera [SFT] y 10X de dimetilsulfdxido [DMSO]), la cual se encuen=

tra gumergida en hielo.

3.~ Se ajusta la concentracién de linfocitos a 7 X 105 cels. /ml, previamen-

te purificados sobre un gradiente de densidad de Ficoll/hypaque.

4.- Los linfocitos se encuentran resuspendidos en medio de cultivo RPMI-1640

(con 20X de SFT); de esta suspensidn se coloca 1 pl en cada pozo.

5.~ Se agregan 30 ul de aceite mineral a cada pozo, para evitar deshidrata-

cifn celular y pirdida celular en los lavados posteriores.

6.- Se coloca la microplaca directamente en el congelador REVCO (-80°C),

donde se deja de 2 hrs. a toda 1la noche para 1 e al

P

1a en nitrdgeno 1fquido hata que ee requiera.

7.- E1 slmacenasiento puede ser en el REVCO (conservandose hasta un aiio) &

an nitrSgeno 1fquido, por tiempo indefinido.
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METODO DE DESCONGELACION CELULAR EN MICROPLACA.

1.~ Sacar la llctopllc; del nicrégeno 1fquido 5 del REVCO, segln ses el caso.

2.- Transportarls sobre un bafio de hielo.

3.~ Dajarla a tempsraturs ambiente hasta qus se descongele.

4.=- Inmsdiatamente despulis, colocar una gota de SFT frfo en cada pozo,
utilizando uns pipata pastsur.

5.« Se esperan 10 sinutos y posteriormente se sacude la placa.

6.~ Se proceds a lavar 2 veces ls placa con PBS (solucidn buffer de fomfa-
tos).

7.~ La-placa se encuentra lista para la tipificaciln y/o viabilidad; 0i-

guisndo 1a técnica de microcitotoxicidad de Terasaki.
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TABLA N* 3

RESULTADOS DE LA TECNICA DE COHGHMCIO;I CELULAR Y ALMACENAMIENTO.

VARTABLE  DIFERENTES ENSAYOS  EFECTO EFECTO SIN ALTERACION

POSITIVO NEGATIVO ALGUNA
TEMPERATURA 4% . - - .
-80°c * - -
-196°C " - -
TIENPO DE 10 min. & 4°C - - »
CONGELACION 1 ailo_en REVCO * -
por afios en N2 11q. * - -

VOLUMEN DE 3 ul

- - -

MEZCLA 3 ul - - L]

CONGELANTE 10 ul - L] -

15 ul - . -

VOLUMEN DE sin aceite - » -

ACEITE 10 vl - - -

20 ul - - -

30 ul . - -

40 ul - - ]

CANTIDAD 6X 102 cels./ul - - .

DE CELULAS 7 X 10" cels./ml +* - -

POSICION DE izquierda c- : - .

LAS PLACAS ER an medfc y al fondo - - L]

EL CONGELADOR derscha - - L]

CAMA DE al 702 - - .
ALCOHOL .

TIEMPO DE 1 dfa - 1 afio (REVCO) * - -

ALMACENANIENTO | dfa - afios (N7 15q.)

VIABILIDAD REVCO (80%-95%) L -
Nz 1fq. (85% - 95%)

* = Reaccifn que se obtuvo con dicho ensayo.

- = gin reaceidn.



TABLA N2'8

RESULTADOS DE LA TECNICA DE DESCONGELAMIENTO.

VARIABLE DIFERERTES ENSAYOS EFECTO EFECTO SIN ALTERACIOR
POSLITIVO NEGATIVO ALGUNA

MEDIO DE CULTIVO RPM-1 1640 - - *
PARA LAVADOS sol. Hank's - - L
PBS . - -
NUMERO DE 1 lavado - * -
LAVADOS 2 lavados * - -
TEMPERATURAS 10 min - 2 hrs. * - -
DE INCUBACION a temp. ambiente
10 min.~- 2 hre. - - «
a 4°C.
TEMPERATURAS DE 37°c - - &
DESCONGELACION temparatura . - -
ambiente (T.A.)
VIABILIDAD muy buena con un - - -
manejo cuidadoso
- CANTIDAD s¢ mantiene al . - -
CELULAR trabajarlas
cuidadosamente

# = Reaccién que se obtuvo con dicho ensayo.
- = Sin reaccidn.
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Para detersinar las condiciones de congelemiento dentro del REVCO,

se probaron las siguientes variantes:

1.= Colocsr las microplacas en cama de alcohol al 50%

27- Colocar las microplacas sn casa de alcohol al 70%

3.~ Colocar las microplacas en alcohol concentrado,

4.~ Colocar las microplscas en forma directa. )
S.« Teniendo como referencis una curva de congelacisn programads (1°C/min).

Los resultados los encontramos ilustrados en la grfica N® 1 .
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CUADRO K= L

CONSTRUCCION DE UN PANEL CELULAR CON ESPECIFICIDADES MEXICANAS.

DONADOR CELULAR MEXICANO

L.-CLAUDIA GARCIA
2.~ DANIEL SALAZAR
3.-SOLEDAD RODRIGUEZ
&.~IGRACIO PARAMO

. 9.~ LETICIA VILIA®
6.~ LUIS A. TERAN
7. NOEMI RODRIGUEZ
8.~ ARMIDA JUAREZ
9.~ MARTIN MIRANDA
10.- VERONICA PONCE
11.-J0SE GPE.RODRIGUEZ
12.- 0SCAR GALVAN
13.~ REYNA FLORES CIMA
14.- DAVID GARCIA
15.- CARLOS SANCHEZ
16.~ ERASMO MARTINEZ
17.- ANGEL CAMARENA
18.- SIGIVREDO PEDRAZA
19.- OLIVIA HERNANDEZ
20.- RICARDO VAZQUEZ
21.~ ANGELES MENDOZA
22.~ CEORGINA MARTINEZ
23.~ MA.TERESA HERRERA
24.- ELBA VALERCIA M.
25,-MANUEL, WIRANDA C.
26.- RITA GONZALEZ

ESPECIFICIDAD

A3l A23(9) B39 BX
A2 ALO B51(5) B35
A2 A23(9) B35 BX
A3 Avl9 B8 B17

AlO Avwl9 BS B35

Al A2 Bl4 B35

Al0 All B B4O

A2 Al10 BB Bl4

A2 A28 B5 B35

A9 A30(w19) B14 B4O
A23(9) A29,31(wl9) B51(5) BX
A2 A9 B51(5) BX

A2 A23(9) B4O B7
A2 A26 B51(5) BX
Al ALO B7 BB

A2 A9 B51(5) B12
A9 ALQ B5 p21

A2 Awl9 BS B21

A2 Awl9 Bé4(12) BX
Al A3 B8 B1S

Avl9 A23(9) B13 BX
A9 A10 B12 B14

A28 A26(10) B12 Blé
A9 A30(wl9) B12 B39(16)
A2 A) B5 B21

Al AL0 B&4(12) BX
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PROGRAMA DE BUSQUEDA DE ANTISUEROS HLA.

Seleccidn de sueros pira anticuerpos HLA

Laboratorio clfnico Laboratorio de investigacidn

Detectar: Definir:
Antisusros: clase I Clase I

clase II Clase IL
frecuentes programa frecusntes

pac, transplantados de baja frecuencia
pac. con rechazo transplantes nuevas especificidades
FASES DEL R de anti
PROGRAMA

construccidn de un panel de linfocitos

anflisis e interpretacidn de datos

FUENTES DE Placentas de mujeres multiparas
ANTISUEROS

Intercambio
Un gran nimero de sueros de placenta
deberén probarse.

Utilizar un panel celular lo miis

completo posible.

Emplear un método estadistico adecuado

para caracterizar los antisueros,
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CONSTRUCCION DEL PANEL CELULAR

Los individuos que constituyan ¢l panel deberin de enterarse del es-
tudio y lll; implicaciones.

Recolecciln de datos:

Nombre Proyecto

Direccién Fenotipo

Telefono Grupo racial:

N2 de aangrias Indfgena Mestizo

Tiempo de participacidn

Aceptacifn de cooperacidn

Responsable del proyecto

l

El panel de linfocitos debe de tener las siguientes caracterfsticas:
= fTener una adecuada representacifn de todas las especificidades, asf co-

dnd tnad,

mo de antf .

- Cada antfgeno debe estar representado en 2 5 3 paneles diferentes:
a) Un panel que contenga las sspecificidades mfs frecuentes en
1a poblaciSn mexicena.

b

~

Otro que contenga los antfgenos de baja frecuencia.

Resulta diffcil para un laboratorio adquirir tal panel especiali-
zado, de ahf que se n?n-ionda usar la ayuda de un laboratorio de
referencia, por lo que es importante contar con paneles de grupos

raciasles al nuestro.

~

c) Debemos incluir un panel en donde se encuentren uno § mis ant{gencs

indetarminados "blancos” con el objeto de identificar nuevos alelos.



Para seleccionar las células del panel, se eliminaron aquelas que:

- presentaban antigenos del mismo grupo de reactividad cruzada.

~'las que resultaron homocigotas.

- y las que presentaban la combinacion de un antfgeno con alguno de
sus "splits" (subtipos).

Con dos de los 3 paneles anteriores, se puede aumentar la eficacia sin

sacrificar calidad en la caracterizacidn del suero.

COLECCION DE LOS SUEROS

PLACENTA — FRACCIONAR ~ ~~——————9  EXPRIMIR

ALMACENAR 1
-20°C S——  SUERO, (] MATERIAL
EXTRAIDO

HICROALICUOTA

. Los sueros deban ser probados con linfocitos provenientes de sangre
fresca y ahora con la ventaja de poder probarlos también con clulas
congeladas.

La técnica utilizada para seleccionar a los sueros deberd sar la misma

utilizada pars la tipificaciSn HLA,
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ANALISIS DE  DATOS

Para determinar la especificidad de un suero, es mediante la‘con[n-
taciSn de reactividad entre sueros problema y sueros de referencia de

un panel celular. Esto se logra mediante el uso de tablas de 2 X 2 .

SUERO DE REFERENCIA
+ -

SUERC + a b

PROBLEMA - c d
Donde: as +4 concordantes positivas

b= + - falsos positivos

c® =+ Falsos negativos

d= ~ - concordantes negativos

Pata exsminar un gran nimero de susros y pars asignar la especifici-

dad adicionales, se puede utilizar el llamado anflisis de inclusifin.

El prog de putadora para dicho anflisis tncluye una tabla de
2%2, 1s X2 y 41 cosficiente de correlacidn (r). Sin embargo aste mé-
todo no raconace subespscificidades a msnos que su sxistencia haya sido
praviamsnts tossdid en cusnts, por 1o que para un mejor anlisis, deberk
ser necesario un anfliels descriptivo.

La definicifn de nuevos antfgenos 8§ subespecificidades requiere de
probar linfocitos de otras razas.

Cuando una nueva serie de antfgenos es explorads, tal como el IQ, en
tonces un programs tipo "Cluster” (agrupacisn). es decir para anslizar

datos que tienden a agruparse, se puede utilizer.



EéQUW GENERAL DE BUSQUEDA DE ANTISUEROS HLA
PLACENTAS DE MUJERES MULTIPARAS
SUERO

ALICUOTAS

DEFINICION DE ESPECIFICIDAD
CELULAS CON Ags. FRECUENTES

/ ' \ NEGATIVOS

SELECCION DE SUEROS CON CELULAS
CON Ags. INDETERMINADOS

/ \NE‘GATIVOS

POSITIVOS

POSITIVOS
ELIMINAR

DEFINICION DE ESPECIFICIDAD

CELULAS CON Ags. DE BAJA

FRECUENCIA (LAB.DE REFERENCIA)
ANALISIS NO DBFINIIL!S

DE :

INCLUSION

PROBAR CON CELULAS
DE OTRA RAZA.

ANALISIS DESCRIPTIVO
TIPO “CLUSTER"
(AGRUPACION DE DATOS)
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ANALISIS DE RESULTADOS
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La determinaciGn de varios parimetros en diferentes ensayos (ver ,'tnbla N2 Ty
N2 8), permitieroi llegar al disefio de una técnica de congelacidn celular en wicro
placa. Asf, tenemos que:
1.- La temperatura de congelacién juega un papel muy importante, pues se observs -
que si se trabaja todo el procedimiento sobre hielo, no es necesario incubar la -
placa a 4°C, sino que se coloca directamente en la unidad de congelaciin (REVCO a
-80°C) obteniendo resultados satisfactorios.
2.~ Con respecto al tismpo de congelamiento, se observs que después de dos horas -
en el REVCO (-80°C) ya se podfan pasar al nitrSgeno 1fquido, sin llegar a alterar
1a sembrana celular.
3.= E1 volumen de mezcla congelante se fue variando desde 15 ul hasta 3 ul; se ob-
servé qua no afectaba a 1a viabilidad pero sI a la cantidad, pues entre ny;w volu

man se colocaba, en el de los lavados se llegaban a perder wis células, en

cambio con un volumen de 3 ul se conserva nfis la cantidad de células.
&4.- £l volumen ds aceite mineral se estableci’ en 30 ul, ya que aparte de conservar
hidratadas a las células, permitia que se perdiersn menos cé&lulas,

5.~ Para ayudar a mantener un buen nimero de células despufs de d lar 1a pla

ca, se optd por sembrar 7 X 108 cels./ml en lugar de 6 X 108 cels./ml, lo cual re~
sultS muy baneficioso; ys que en efecto se mantuvo una mayor cantidad de cilulas.

- 6.= La posicifn de las placas en el congelador, no altero en ninglin aspscto los -

tepultados de congelacifn.

7.~ Seglin los resultados de la grifica N* I, 1a congelaciSn en cama de alcohol al

50% as grfdunl. comparable a 1a de un equipo costoso donde la congelacifn es pro-

graszda a 1°C/min.; la que se supone es ideal.
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8.~ En cama de alcohol al 70X, la temperatura de congelamiento también es
gradual aunque es un poco wis rapida.

9,~ En cama de alcohol concentrado, el congelamiento es gradual a una velo-
cidad intermedia entre las dos anteriormente mencionadas.

10,~ E1 congelanients en forma directa, aunque primerc es gradual a partir
de los 10 minutos donde registra una temperatura de -10°C, sufre una cafda -
ripida y a los 15 minutos ya ha alcanzado -40°C, posteriormente se vuelve a
ser lento. .

1[.-i.n capa de alcohol & cunlquhr- concentracidn es poco prictica, ya que
no es posible apilsr varias placas, puede llegar @ derramarse, esto provo-
ca la desnaturalizacisén del medio & incluso llega a matar a las células.
12.~Se obsarv que la velocidad de congslamtanto celular dentro del REVCO,
no afecta la menbrana celular, por lo que se optd metsr las placas directa-
wance.

13.-E1 tiempo de slwacenamiento en el REVCO es aaplic, va desds dfas hasta
un siio, en este caszo ss probd hasca 6 meses dando buenom resultados de via-

bilided (80T - 95%).

15.-K1 al iento en nicrdg 1fquido es por tiempo indefinido, las

) cé€lulas sé congervan con muy buens viabilided (85X - 95%), lo cual trae
grandes ventajss por mer un mitodo aplicable & otros estudios biclogicos.
15.-Al descongelar se observs que los 3 medios de cultivo utilizados para
hacer los lavados, dsban igual resultado, opti&ndoss por el PBS. con fines

" précticos en cuanto & uso, pnpancxsﬁ y vendimients.

16.-5s unb‘ucls hacer 2 lavados postariorss a ls ducangniciﬁn porque
con uno, quedsba residucs de DMSO perjudicando la viabilidad celular. '
.17.-tn cuanto a los tiempos de incubacifn a temperatura ambients (T.A.), se

abservs que después de descongeladas las células conservaban una buena vie-
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btudnd hasta 2 hrs, lo que permite trabajar correctamente la técnica de
microcitotSxicidad a T.A. .

18.-La temperatura de descongelacion puede ser de 37°C § de T.A., sin que
exista alteracién celular y en cuestién de tiempo no es muy grande la dife

rencia, lo que nos da la ventaja de trabajar a T.A, do no se -

disponible un bafio marfa a 37°C & cuando se trabaje un gran lots de placas.
19.=5s ha comprobado que trabajando adecuadamente esta técnica con todos
los cuidados y detalles que &sta implica, se logra conservar una buena can-
tidad celular, ademiis de una excelente viabilidad.

20~ Con el propSsito de obtener sueros anti-HLA de una fuente natural y &r-
gano de desecho como es la placenta humana, se exprimisron meciinicamente
585 placentas, de los sueros obtenidos 252 fueron citotSxicos al ser proba-
dos con un panel formado al azar, para observar citotSxicidad. Posteriormen
te serin enfrentados a un panel selectivo, formado por especificidades re=
presentativas de la poblacién mexicana; los resultados obtenidos serfn so-
metidos & un anflisis estadfstico para establecer su especificidad corree~
pondiente y asf finalmente lograr la obtencidn de sueros anti-HLA espacifi-~
cos, en buena cantidad, calidad y a bajo costo.

21+~ Se construys un panel celular con especificidades conocidas (Cuadro N1)

dicho panel fue sometido a la tdcnica de congelacidn diseiiada, p 1 n
te despufs de la d laciSn se determing nuevamente sus especificidades .
HLA, los resultados demostraron que aiin despuis de d ladas, las célu=

las no sufren cambio alguno en sus detersinantes antigénicos. Se cemprobs
también que efectivamente la t&cnica diseiiada en comparacidn con la técnica
usual de aicrocitotbxicidad ahorra tiempo, uso de material y reactivos; y

sobre todo abate en gran porcentaje el costo qus estas prusbas provocan.



CONCLUSIONES



Los objetivos planteados fueron alcanzados en gran medida, ya que los
resultados obtenidos después de un exhaustivo estudio y una amplia experi-

mentacidn, demostraron ser satisfactorios.

- Se disefio un método de congelacidn y almacenamiento celular en microplaca
que:
1) S8lo raquiere como equipo indispensable una unidad de congelacibn que
alcance una temperatnura de -80°C,en este caso se utilizd el REVCO, este
aquipo se encuentra en cualquier laboratorio de investigacién, al igual
que los reactivos utilizados.
2) Después del congelamiento conserva a las c€lulas integras, manteniendo
su actividad bioldgica, lo que da seguridad, calidad y eficacia al método.
3) Da la ventaja de congelar en una sola vez un gran lote de pnnalil celu-
lares.
4) Evita el sangrado de pacientes y la separacisn de una gran cantidad de
células, cada vez que ae realicen estas pruebas.
5) Permite probar un gran nimero de sueros indeterminados en poco tiempo.
6) Conserva el panel celular especffico congelado y almacenado hasta el
momento que se requiera, (en REVCO hasta un afio y en Ny 1fquido por tiem-

po indefinido).

7) Comparado con el métod e usado, reduce gasto de reactivos,
tiempo, usoc de material y costos.

De acuerdo a los puntos anteriormente mencionados se llega a la conclu-
8idn de que es un método sencillo, eficaz y seguro; que nos proporciona
mayor beneficio a bajo costo, ademis de ser aplicable a una gran diversi-

.dsd de estudios bioldgicos.
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- Su‘ﬂpl‘icuciﬁn en 1a bisqueda de antisueros HLA a partir de placentas hu-
manas es wmuy importante, pues sSlo va a ser necesario probar los sueros,
fomedistamente después de abtenidos, con el -panel eapeciffco de 1a pobla-~

cifn mexicana congelado y asf los resultados positivos someterlos a un and

11sis entadf{stico (sctualmente pr de putadora) para llegar a ls
detersinacidn de su especificidad.

~ La obtencidn de suaros & parcir de placentas humanas, indicen que la ex- |
traccifn meclnice a temperatura ambiente es muy satisfactoris, pues permite

unse. seleccidn previs en cuanto al estado ffaico (sin putrefacciSn) y el vo-

>lunn aobtenide (mis de 35 ml). lLos resultadas obtenidos indican qus de 585

sueros 252 s arpoxi la tercera parte, presentan reactividad
citotdxica, lo cual e comparable con los datos reportados en 1s literatu~
Ta.

=~ La construccifn del panel celulsr con especificidades mexicanas:

1) Nos permite descartar sueros negativos.

2) Acelersr sl trabajo de b da de anti HLA.

q

3) Intercembiar dicho panel adeslis de antisueros especfficos, con labora-
torios de invastigacisn tanto nacionales como internscionales y asf,
aspliar siis el nimero de especificidades reconocidas.

« El programs de biisqueda de anti HLA planteado, persite procesar

los sueros de uns mansra ordenada, precisa y segura para obtener susros
ll;ti-m espscificos en poco tiempo ¥ a un bajo costo.

Con al litudlo realizado en el pressnte trabajo se pretende solucionsc
algunos de los problemss que actusimente enfrentan los lsboratorios de
inmunogenfitica en nuestro pals y que al continuar con este Programs poco

a poco irfin desspareciendo.



Sélo qﬁadn mencionar que en la bisqueda de sueros anti-HLA, se logrd lle-
gar hasta la prueba de citotoxicidad, seleccionando los sueros citotdxicos
provenientes de placenta; no fue posible determinar a dichos sueros su es-
pecificidad, ya que no se contaba con el material necesario debido a la cri-
sis econimica que en este momento atraviesa nuestro pafs, sin embargo este
estudio abre las puertas a la investigacifn de HLA y sctualmente se sigue

trabajando sobre este protocolo, aplicando los avances adquiridos.
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APENDICE

FORMALINA AL 402:
1.~ Adiclonar a 1000 ml de formaldehfdo aprox. 3.0 gr. de fosfato de sodio
dibAsico G.R. (NaghPO;) y 1.0 gr. de fosfato de sodio monobdsico (NaHP0;),

ético.

disolver do agitador

2.~ Ajustar el pH. entre 6.8 y 7.2 , con HCL.
3.~ Afiadir 10 gotas de sol. eosina amarillenta.

4.~ Filtrar antes de usar y almacenar en botella limpia a Temp.ambiente.

EOSINA AMARILLENTA AL 5X:
1.~ Disolver 25 gr. de Eosina en polvo en 50 ml de agua destilada dentro
de un matraz volumétrico de 500 ml.
2,~- Aforar a 500 ml. con agua destilada.

3.= Filtrar antes de usar, se conserva a T. A. (temperatura ambiente).

SOLUCION DILUYENTE DE COMPLEMENTO:
l.- Se prepara con: 0.0008% de KgC!.z » 0.0008% de (:1012 y rojo de fenol

como indicador, en solucidn salina de fosfatos y se conserva a 4°C.

COMPLEMENTO DE CONEJO:
1.~ Se reconstituye el liofilizado, para su uso adicionar por cada ml. del
reconstituido, 0.5 ml. de la soln. diluyente de complemento, el pH debe ser

entre 7.0 - 7.2 . Nota: Una ver dilufdo se mantiene a 4°C. mix. 24 hrs.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (P.B.S.)
1.~ se pesan: NaCl=7.65g, NapHPO; = 1.268g., NaghpPO4 = 0.1 g., KH2PO4 =

0.2113 g. se afora a 1 1t. con agua destilada y se ajusta el pH = 7.2 ,

STA TESIS NO BEBE
SEI[ DE LA 3iLOTECA
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