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I Resumen

Tratando de establecer un esquema que permitiera defi-
nir la dina&mica de crecimiento, de la poblacidn de linfoci-
tos humanos en cultivo, se observaron tres parametros indi-
cadores de dicho crecimiento, respecto al tiempo de incuba-

L]

cion: incorporacidén de timidina tritiada, -determinacidn del},
nGmero de . mitosis y la sobrevivencia ¢e1u1ar. ‘
Ellcomportamiento‘dé'la pdblacién en cuanto a incorpo-
racién de timidina tritiada, coincidid con el modelo pro-
puesto por Ongay en 1978, .

En cuanto a la sobreV1venc1a celular, la poblacidn de
células vivas aumento en los prlmeros‘S‘dlas, se mantuvo -
constante en los siguientes 4 dias aproximadamente y dismi-
nuyd después hasta casi el 20% de 1a poblacidn inicial, en |
el Gltimo dia de incubacidn. E1 namero de c6lulas muertas -
permanecid constante hasta el dfa 10 y aumentd en los Glti-
mos dfas. '

Por lo que respecta al nGmero de metafases reglstradas,;
el comportamlento de la poblac1on, fué muy similar al encon
~trado para incorporacidn de timidina tritiada.




II Introduccibn

1. Poblacidn S
E1l término '"poblacién'", se emplea para definir a los
- grupos de individuos que se adaptan de un modo similar al v
conjunto de condiciones del medio, (Mettler y Gregg, 1972).
También puede definirse como un conjunto de organismos con.
un considerable nGmero de caracteristicas en comGn y sin -
1barreras, que prevengan a sus miembros 1nterrelac1onarse i
bremente cuando se encuentran juntos organlsmos heterosexua"‘
. les, (Boughey, 1973). N - o
 SegfOn Dobzhanski, (1970), la "poblaCién mendeliana" es

una comunidad de individuos de una espec1e que se reprodu—
cen sexualmente. '

; A una poblac1on de linfocitos no se le puede apllcar -
el término de poblacidén mendeliana, pero si el de "pobla=
cidn local"™ o '""demo'; este término es aplicado a individuos
de la misma especie, se reproduzcan sexualmente o no,‘(Kor4
mondy, 1978) ‘

En el organismo cada uno de los 11nfoc1tos puede ac-
tuar 1nd1v1dua1mente,_aunque por supuesto, una respuesta - .
conjunta de todos los tipos celulares involucrados en la -
respuesta inmune, asegura una recuperacidén mis ripida del -
balance homeostatico del cuerpo, después de que éste ha si-
do alterado por la presencia de un antigeno.

Para llevar a cabo con eficiencia su accién, los linfo
citos se valen de un sistema de sefiales altamente preciso;'
el cual les permite comunicarse entre si y con el medio que
los rodea, (Cantor y Gershon, 1979).

Estas caracteristicas y el modo de actuar ante un anti

geno, hacen que se considere a este conjunto de cé&lulas co-
mo una poblac1on, en la cual cada individuo toma parte acti

va en el sistema, dependiendo de 1las condiciones ambienta-

~les predominantes.




Seglin Carrel (1931), no es posible estudiar a las cé&lu
las y los tejidos como elementos de un cuerpo muerto, sino
como organismos vivos que son parte, a su vez, de seres.con
orden de organizacién mis compleja.

Es necesario estudiar a la célula como parte de un sis
tema célula - medio y estudiar al mismo tlempo las partes -
constituyentes de este sistema.

Tomando como base los hechos anteriores, el presente -
trabajo pretende establecer un esquema, que describa la di-
nimica de crecimiento de -1a poblacidn de linfocitos humanos
en Cultivo, estimulados con un antigeno inespecifico como -°
es la fitohemaglutinina. ' |

- Tipos de Crecimiento de las Poblaciones

El crecimiento de la mayoria de las poblaciones descri
be una curva en forma de S o sigmoidea como 1a que se mues-.
tra en la figura 1.
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Fig. 1 Curva tedrica del crecimiento de una pobla-

cién com@in. (Tomado de Kormondy, 1978)




De esta curva se puede deducir que el periodo de creci
miento inicial es lénto, pero viene seguido de un periodo -
de aumento acelerado y se hace otra vez lento en el nivel_ -
superior, de tal manera que la poblacidén llega a un equili-
brio con el medio y no se produce un cambio neto em su cre-
cimiento (Kormondy, 1978).

Existen casos en que una poblacidén sigue creciendo a -
una determinada velocidad, en lugar de nivelarse, después ‘
vdecrece precipitadamente hacia cero, debido.a una’gran'mor;;‘
talldad de sus individuos; en estos casos la curva de creC1f
m1ento tlene forma de J como se muestra en la flgura 2
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F1g 2 EJemplo teorlco del creC1m1ento de una pobla—
glon estaglonal. (Tomado de Boughey, 1973)

s

Las curvas en forma de J representan el crecimiento de
las plantas anuales que mueren cuando cambia el fotoperiodo




o cuando llegan las heladas; algunas poblaciones de insec-
tos que sd1lo presentan una generacidén al afio y muchas algas
que experimentan un crecimiento estacional, crecen de la--
misma manera (Kormondy, 1978).

En todos los casos anteriores se trata de un crecimien
to sin restricciones, rdpido y exponencial hasta los 1limi-
tes del ambiente; cuando la capacidad del medio se agota o
se imponen cambios en ella, la poblacién muere (Boughey,,—
1973).

Es evidente que hay dos fuerzas opuestas que actﬁan so-

bre el crecimiento de 1las poblac1ones, una de ellas es la -

capacidad de reproduc1rse a un cierto ritmo, llamada poten-'

cial bidtico y que es inherente y caracteristica de cada po

blacién especifica; la otra es la mortalidad, o bien la opo

sicién al crec1m1ento, proveniente de todas las fuerzas del
ambiente fisico en el que se encuentra el organismo.

. En un sistema de cultivo determinado, en nuestro caso
el cultivo de linfocitos, estas dos fuerzas serfan: por un

lado, la capacidad de crecimiento que muestra cada tipo ce-

lular, a lo que puede darsele el nombre de potencial biéti-

co; y por otro lado, la 1ongev1dad fisioldgica de ‘las célu-v‘

las, o bien las condiciones "amblentales" del cultivo.

Segtin Carrel (1931), la capacidad de crecimiento perma

nece constante mientras el medio en el que se encuentra la
poblac1on, no sea modificado.
Los amblentes siempre son 11m1tados en mayor o menor -

grado, por lo tanto en cada ecosistema hay una poblacidén ma
xima capaz de existir en él. Al limite de poblacién que pue

de sostener el medio, se le llama capacidad de carga. Asi-
mismo si el ambiente cambia, el nivel de equilibrio de una

~poblacidn qué habite en &1, alcanzari el'equilibrio»en difé,,
" rente momento, dependiendo de si el cambio le favorece o le
es adverso.

De manera similar, las sustancias que determinan y so-




portan la proliferacibén celular en cultivo, son proteinas -
del plasma y proteinas fetales; de la cantidad de tales pro
teinas depende la capacidad de carga del medio. Otras sus-.
tancias pueden estimular la proliferacibén sin ser capaces -
de soportarla (Carrel, 1931), un ejemplo de ellas son los -
antigenos.

- Factores que Determinan el Crecimiento de la Poblacién

Se ha dicho que los linfocitos pueden ser tratados co--
mo una poblacidn; asimismo todos los factores que afectan -
.el crecimiento de las poblaC1ones pueden ser aplicados a e-;f
llos, sin dejar de tomar en cuenta que dichas células esta—f 
Tén sometidas a condiciones experlmentales. , '

Todo organlsmo necesita vivir y desarrollarse en un me
dio que refina un cierto nmero de condlclones. Estas condi-
ciones se dividen en dos tipos: los factores abidticos y -
los factores bidticos. Entre los primeros se encuentran la
temperatura, l1a luz y la humedad que constitﬁyen el clima; .
las caracteristicas del suelo y del agua. Todos ellos influ
yen conjuntamente en el organismo, constituyendo un ambien-
tevfisico dentro del cual existen condiciones optimas, en -
~las que sus funciones vitales se realizan de mejor modo -
(Boughey, 1973). Entre los factores bibéticos se encuentran
los factores demogriaficos, los factores etolégicos y las in
teracciones entre dos diferentes especies como serian el pa
rasitismo, la simbiosis, etc. v

De todos estos factores biéticos, el que afecta més:; -
ripida y directamente a un organismo es el demogrifico. --
Cuando el total de la poblacidén aumenta y se aproxima a la
‘capacidad de carga del medio en que vive; se pone en funcio
‘namiento una:;egulacién del total de individuos: 1la mortali 1
dad aumenta, la fecundidad disminuye y el eSpacib y'el ali-

mento son motivo de competencia, porque son insuficientes -
para. todos.




Los factores etolbégicos y las relaciones de dos dife-
rentes especies, influyen grandemente sobre la demograffa -
de la poblacién (Dreux, 1979). ——

Al igual que en cualquier poblacidén, la sobrevivencia
y reactividad de las células en cultivo, estdn propensas a
ser afécfadas por alteraciones de alguno de los factores -
abiéticos, como son: pH, tensidén de CO2 y 02, temperatura,
la forma del recipiente del cultivo, la concentracibdn de -
suerb, los componentes del medio de cultlvo, etc. (Ling»y S

Kay, 1975). | ' >
~Es- dificil en este caso hacer un anallsls de 1os facto
Tes blotlaos que determlnan el crecimiento de 1la poblaC1on[
de 11nfoc1tos, pero se sabe, (Ling y Kay, 1975), que en co-
man con;otras;células,ylos linfocitos no sobreviven ni cre-
cen a bajas concentraciones celulares; ademis que cuando se
‘aisian]del cuitivo los eritrocitos y granulocitos, la'proli ‘j
fefa¢16n de’1os 1infoCit05'disminuyé'a la mitad o la terce-
ra parte éproximadamente/(Wilson, 1966). o
‘Tanto los factores bi6ticos como los abidticos, estéan
fuertemente relac1onados y forman una intrincada red de in-
teracciones, por lo que el analisis de todos ellos baJo con

diciones naturales, es extremadamente compllcado.




2. E1 Cultivo de Linfocitos

Los linfocitos pertenecen a la clase de células que re
quieren del medio en el que se encuentran, una sefial para—
~iniciar la replicacidn de su ADN y posteriormente dividirse. —
Mazia en 1974, escribid que la divisibén de estas células, -
se detiene como resultado de la accidén de moléculas y célu-
las presentes en sus alrededores y que al removerlas del -
~cuerpo, reinician su ciclo celular. : : ‘ R e

De esta manera es suf1c1ente el sacar del organismo a it o
los 11nfoc1tos .para que inicien su d1v151on, sin embargo,ff_
la respuesta obtenlda es muy pequena por eso se utlllzan —;7f
mltogenos 1nespecif1cos para est1mu1ar105' “estos m1togenos  1
son las lectinas, entre 1as que se encuentran la f1tohema-~'
glutinina y la concanavallna A; existen otros mltogenos co~
mo son los filtrados de estafilococos y estreptococos cuya
~accibn es menos acentuada (Ling y Kay, 1975) . -

La respuesta de los linfocitos in v1tro a la presenc1a, v
de un antigeno, puede ser comparada a la que ocurre en el -
sistema in vivo (Moorhead, 1973). ’ |

Asi, teniendo linfocitos en un medio de cultivo y agre
gandole una lectlna como mitdgeno, se cuenta con una pobla*»
cidn cuya dinamica puede ser estudlada, ya que los efectos
del mltogeno son reproduclbles, permltlendo ademids obtener.

una respuesta que puede ser evaluada cuantitativamente.




3. Parimetros que Indican el Crecimiento de 1a Pobla-
cién de Linfocitos

Existen muchos métodos para determinar con un a1to’§?g
do de seguridad, la proliferacidén de las células en cultivo. —
Es esencial en los estudios cuantitativos acerca del -
crecimiento y dindmica de la poblacidn celular, una ripida
'y segura cuantificacién del ntmero de células. Para este -
M:propésito se han desarrollado Gltimamente contadores elec-
fftrénicos, pero uno de los principales incon#énientes‘de es-
-te método es que no discrimina entre células vivas y célu-
- las que no lo estdn. Existen otros métodos como el de fluo-
" rescencia, que separan células de acuerdo a la cantidad de
moléculas de un colorante fluorescente que pueden unir a su
. membrana o meter en su interior Y pof 1o tanto; la cantidad |
"*;de luz dispersada en forma de fluorescencia por la célula, |
puede servir para distinguir a las células muertas de 1as
células vivas (Herzenberg, et al., 1976).
| El crecimiento y la muerte celular pueden ser evalua-
 dos fdcilmente, por medio de una prueba de exclusién de co-
‘lorantes vitales, como son el azul tripan y la eritrosina'B,*f
ya que estos colorantesksélb_penetran y tifien a las c&lulas
muertas y proporcionan entonces, la posibilidad de distin- .
guir ykllevar a cabo un conteo directo del nimero de célu'_~~
. .las vivas y muertas con ayuda de una cdmara de Neubauer (Da
1y, 1973., Holden et al., 1973., Phillips, 1973).
El conteo. de células v1vas, es una evaluacidn del cre-
‘cimiento de la poblacién una vez que se ha llevado a cabo -
'la divisién celular, perozexisten‘otros pardmetros que pue-

»dén indicar este crecimiento antes de que la divisién con-
luvéf uno'de'ellbs es la medicién de la tasa de incorporé—
;“c1on de timidina tritiada, partleudo de la base de que to— :
~das 1las células que son estimuladas tienen que llegar a la
fase de sintesis de ADN, para que se lleve a cabo la divi-
- sién (Ling y Kay, 1975., Smith-Keary, 1979., Cooper y Amiel,
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1965); el otro método consiste en bloquear el progreso de la
célula en un estado determinado del ciclo celular, a través
del uso de inhibidores apropiados. Por medio de &1 puede--in-
hibirse la sintesis de ADN por la adicién de altos niveles
de timidina, fluorodeoxiuridina, etc. (Shall, 1973); o bien:
la mitosis por la adicién al medio de cultivo, de colchicina
0 Colcemid, que es un compuesto sintético con accién similar -
a la primera. ‘ L | A
La colchicina interfiere en la formacién del huso mité-

‘tico, bloqueando a l1la célula en el periodo de metafase. Sevf
~une a la tubuiina, que es la proteina formadora de los micro
fftﬁbulos,_desplazando'1aﬁbase de gﬁanina de GTP, adherido a -
.laktubnlina ""activada'", inhibiendo asi la'polimerizacién y -
~ por consiguiente la formacién de los microtGbulos que*Compo- 

‘nen el huso acromitico (Lehninger, 1975). |

En'él‘preéente trabajo se utilizaron tres parémetros~ig

‘dicadores del crecimiento de la poblacién celular: Incdrporg
cidn de timidina tritiada, obtencidén de figuras mitdticas, -
deteniendo a la célula en metafase por la adicién de Colce-:
mid ‘al medio de cultivo y el conteo de células vivas por me-
did'de la exclusidén del colorante azul tripan;’tomandotcomo
~referencia los estudios realizados con anterioridad por Onf
gay, (1978) respecto a la incorporacién de timidina tritiada.
y cuyos resultados se descfiben‘a continuacidn.
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4. Modelo de Incorporacitén de Timidina Tritiada

Se han realizado con anteridfidad, algunos estudios so
bre los factores de la parte abibtica del cultivo'de linfo-
citos, utilizando principalmente incorporacién de timidina
tritiada como criterio. Se ha 11egado a establecer un mode -
1o matematico que describe el comportamlento de 1la poblacitn
en cuanto a este parametro (Ongay, 1978). En dicho modelo 1la
poblacidn de 1infocitosfmostr6 las siguientes caracteristi-
‘cas. | | _ o - |
Durante 1ds primeros 5 dias de incubacién, la‘incOrporg
cién aumentd en forma logaritmlca con relacién al control, - »
,determlnado arb1trar1amente como el tercer dia de 1ncubac1on,'
por ser el perlodo mas comﬁnmente usado. 4
A partir del dia 5, la incorporacidn dlsmlnuyo exponenv
'cialmente hasta que en los dias 14 y 15, pridcticamente se ha
ce éero, , S : ' o o | R
‘,La Figura 3, es un esquéma que.muestra el modelo mencio
‘nado. ' '

A.

200+

x-S Exper1menta1
° Teorlco

100 4

JCféCimiento‘én"%.deifC6ﬁfrol'

1 5 : B , 4 Tiempo

F1g. 3 Modelo de Incorporacidn de T1m1d1na Tritiada por Lin

foc1tos Humanos "1n V1tro" (Tomado de Ongay, 1978)
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III Materiales y Métodos

- Técnica de Cultivo de Linfocitos . e

La técnica de cultivo de linfocitoes utilizada, fué una
modificacidn de la microtécnica propuesta por Arakaki y -
Sparkes en 1963, a partir de sangre completa de humano.

‘Las muestras de sangre se obtuvieron de individuos sa-

nos, con jeringas estériles desechables previamente heparif'

nizadas. Las muestras fueron colectadas en el 1aborator10 -

-Vel mismo dia de la siembra de cada cultivo.
' De los 76 frascos sembrados, se procesaron diariamente
durante‘is-dias,vS frascos para medir incorporacién de timi

idinaftrifiada; 1 para la produccién de metafases Y otro para

la prueba de exclusién de azul tripan, incluyendo 1 para el
~+dia de la siembra o dia ''cero". e | '

. Este procedimiento'se~repitié en tres ocasiones que se
identifican por 105 nﬁmeros del cultivo correspondlente 551,
564 y 570.

- Medio de Cultivo

El medio utilizado para sembrar 1os 11nfoc1tos fué com
puesto de la siguiente manera: 80% de medio TC-199 (DIFCO - |
5477-69), 20% de suero de ternera fetal (GIBCO 614), previa
mente inactivado a 60°C durante media hora. Por cada 5 ml -
‘de medio se agregd solucidn de TC penicilina-estreptomicina
.(DIFCO 5854), correspondiente a 500 U y 500 ug respectiva-
mente, dos gotas de glutamina (DIFCO 5789) a1l 0.5%, dos -go-~
tas de heparina (ABBOTT 3672) de 1,000 U por ml, ademias 0.4

‘ ;mg/m1 de bacto- f1tohemag1ut1n1na (DIFCO 0528 56) como m1t6-ﬂ
geno.

- Slembra

La 51embra de llnfoc1tos se. 11ev6 a cabo en frascos:&m
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pula de 10 ml. ‘ , )

En una atmésfera libre de gérmenes, se agreg6 a cada -
' frasco 1 ml de medio completo previamente preparado y 0.3 -
ml de sangre completa; la sangre fué colocada con una jerin
ga sin aguja para evitar en lo mds posible la hemflisis.

- Cosecha

wL Para 1llevar a cabo la med1c16n de 1a 1ncorporac16n de
,t1m1d1na tritiada, se le agregd a cada uno de. los frascos -.
f,por cosechar 1 pCi de timidina trltlada (NEW ENGLAND NU-
CLEAR, NET 027A) con actividad espec1f1ca de 2 Ci por mmol
17 horas antes de la cosecha.. , ;

El material obtenldo de cada frasco, una ve:z conclulda
la. 1ncubac1on, se- paso a un tubo de centrlfuga,:se centrlfu
.go durante 8. m1nutos a 800 rpm en una centrifuga clinica y
despues de -eliminar el sobrenadante, el materlalyse incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente con 5 ml de una -
 501uci6n fijadora,«cémpuesta de metanol (J.T. BAKER 9070) y
‘dcido acético (J.T. BAKER 9507), en proporcién 3:1. v/v; des
. pués se centrifugd en las mismas condiciones y se repitid -~
- el lavado una vez mids. Se retir6 el sobrenadante hasta don-
- de fué posible y se agregaron agitando Vigorosamente>en un
- vértex, 5 ml de una solucién fria de #icido tricloracético -
TCA (MERCK 807) al 7% 'y se incubd sin mover ‘durante 1 hora
~a 4°C. | |
- Una vez cumpllda la hora de refr1gerac16n, se’ centrlfu‘
_go a 2,000 rpm durante 10 minutos y se desechd el sobrena-
~dante. Con 5 ml de TCA se pasd el material de cada tubo a
un filtro (Millipore) de 0.65 um de poro, por filtracidn al
vacio y con otros 5 ml de TCA se lavd el tubo‘de;centrifuga,
nuevamente y el contenido se virtid sobre el filtro, €ste -
se colocd después en un frasco vial de contador, al cual se
le agregé 0.4 ml de una solucidn de dodecilsulfato de sodio




(SDS, SIGMA L-5750) al 2%. Se sec6 entonces a 60°C duranté
média hora, y después de agregar 10 ml de liquido de cente-
lleo tipo Bray, se llevaron las muestras al contador de . cen
telleo liquido (PACKARD automidtico) que registra la radiac-
tividad en cuentas por minuto (cpm).

-Para la obtencién.de figuras ﬁitéticas, se agregd a un
frasco por dia,‘O;OS ml de solucidn defCOICemid‘(CIBA-Ooiﬁf
41) de 2 ug por ml, 3 horas antes de la cosecha. o
‘ El‘matefial del frasco se pasb a un tubo de centrifﬁga
-y se centrifugd durante 8 minutos-a 800 rpm en una centrifu
ga- c11n1ca, el sobrenadante se retiré y se agregaron con a-
_ g1tac1on suave .en vortex, 5 ml de agua bidestilada a 37°C -
>como solucidn hlpotonlca. El tubo sin mover, se 1ncubo du-
‘rante 15 minutos a 37°C y se centr1fug6 en las cond1c1ones
”!anterlores, después de e11m1nar el sobrenadante, el mate—
rial del boton se fijbé con una mezcla de metanol- - dcido a-
cético en proporc1on 3:1 v/v, con agitacidn suave en vértex
y se 1ncubo a: temperatura ambiente durante 15 minutos. E1
lavado con el fijador se rep1t16 cuantas veces fué necesa-
-rlo hasta que se elimind 1la hemogloblna del botbn, después
de esto el tubo ‘se. guard6 a 4°C, por lo menos durante 24 -
~horas -antes de hacer 1as preparac1ones.» ’

Las preparaciones se 1levaron a cabo ‘por medio de 1la -
técnica de secado al aire (Humason,‘1979), fueron despues -
'tenldas con una mezcla de Giemsa (SIGMA 972), Leishman (SIG .
MA 746), Agua Destllada, en proporc16n 3:1:36. v/v,rdurante
.20 mlnutos y observadas al ‘microscopio de contraste de fa--
ses para contar el ntmero de metafases. '

~ Para determinar la vitalidad de 1os31infocitoS enmcﬁ1€  '
tivo, el material se ﬁasé a tubos de centrifuga, se centri-
fugé durante 10 minutos a 1;000'rpm en una centrifuga clini
ca, se elimind el sobrenadante y el bot6n se,resuspéndié]enva
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5 ml de solucidn lisadora de pH 7.3, preparada con 4.15 g -
de Cloruro de Amonio (MALLINCKRODT 3384) y 1.0 g de Tris-hi
droximetil amino metano TRIZMA (SIGMA 5280), aforando a 500
ml con agua destilada y ajustando el pH con Acido Clorhidri
co concentrado, para eliminar las células rojas y se incubb
durante 5 minutos a 37°C; se repitidé el lavado y la incuba-
cibn dos veces mds, se volvidé a centrifugar en las mismas -
condiciones y el botdn se resuspendid en 1 ml de solucién -
de NaCl (MERCK 6404) al 0.85% a 37°C. Se tomé 0.9 ml de es
'ta>suspensi6n Yy se le agregé 0.1 ml de azul tripan (SIGMA -
468) estéril al 0.5% en NéCl al O.85%Q Se llenaron entoncés_
- las camaras del hemocitémetro y se contaron las células te-
‘fﬁidas y sin tefiir de los 10 cuadros convencionales (Absher,
1973). -
" 8e calculd después el nfimero de células vivas y muer-.

tas pbrwml de cultivo.

'éngocesamiento de los Datds

En cuanto a la incorporacidén de timidina trltlada, 1los
datos obtenidos directamente del contador de centelleo 1i-
quido, muestran la radiactividad relativa en cuentas por mi
nuto (cpm), estos datos se necesitan convertir en rad1act1~
vidad real en de51ntegrac1ones por mlnuto (dpm), mediante -
la 51gu1ente operacidn.

cpm X 100
'eficiencia

dpm =

La ef1c1enc1a de lectura del contador, se busca en una
-graflca patron prev1amente elaborada. | : :
Se obtuvieron de incorporacién de timidina tritiada, 3
valores diariamente para cada cultivo y para el nfimero de -
células vivas, células muertas y metafases 1 valor diaria-
mente para cada uno de 105 ¢u1tivos;,tomando‘en,guqnta,lds'ﬂ*
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3 cultivos en el caso del nGmero de c&lulas vivas y muertas
y metafases y los 3 valores diarios de incorporacién de ti-
midina tritiada, se calcularon los siguientes parimetros-es
tadisticos: promedio, desviacifén tipica, error tipico y - —

error tipico como porcentaje del promedio, mediante las si-
guientes ecuaciones, segln Heath (1977) y Parker (1976).

}Promédio‘ ’_ e X =':;;;;3£__

n
‘Desviacién Tipica = - 8k = = (X - X)
Sx

bEtrOr Tipico .. EX =

‘Error Tipico como<Porcentaje de1 Promedio

100

TR

'xdonde.

n=-

%
il

Todos
'va tritiada, obtenidos para los tres cultivos, fueron toma-
. dos como datos individuales y por medio de las f6érmulas an-

nﬁmero de datos

1valores 1nd1v1dua1es

.1a suma desde el prlmero de 1os valores, hasta -

el enésimo valor.

los valores promedio de incorporacidén de timidi-




teriofes, se calcularon los mismos paridmetros que se preseg
tan con la siguiente abreviatura pdra ser distinguidos de ~
los cdlculos anteriofes; (m) es la media de la poblacibn,._-
(S8) la desviacidn tipica, (Es) el error tipico y (%Es) el -
error tipico como porcentaje de la media.

Para observar la variabilidad del conteo de c€lulas, -
se tomaron como datos aislados cada uno de los valores obte
nidos en los diez cuadros que se cuentan convencionalmente
del hemocitdémetro y se calculé el error tiplco

, El coeficiente de corrélacién se calculé medlante la -
siguiente férmula (Parker, 1976., Sokal y Rohlf, 1969) ;

Coeficiente de Correlacidn

xy - (& x)c; ¥)
XY=l

.o , (g x) x) }’). ._ SaN

"donde: tanto x como y, corresponden a los valores -

de ambas variables.




IV Resultados

- C€élulas. Vivas

En el cultivo 551 (Tabia 1 y Figura 4), se sembraron -
un total de 1,369,000 cé&lulas por frasco, de las cuales el
77% fueron células vivas, se encontré después una disminu-~

cidn en el niimero de células hasta el dia 3 de 1ncubac1on,_’,

donde se encontré la cantldad de 568,000 células, de las -
cuales el 58% fueron células vivas; la poblacién aumentd ;,
rvdespués encontrindose el mayor ntmero de individuos vivos
en el ‘dfa 5 de incubacién con 961 ,000 células; de las que
e1 56% fueron células vivas. :
| La poblac1on de c€lulas vivas se mantuvé mis o menos"
:Constante hasta el dia 11, oscllando entre un total de 961
;mil’células en el dia 5 y 716 mil células en el dia 6, de -
las que el 62% en el dia 8 y el 52% en el dia 11 fueron cév“
Iulas vivas. : , 7
" Del dia 11 -en.adelante, la poblacién de células vivas
disminuyd, mientras.queiel de células muertas aumentd gran-
'demente, encontrindose en el dia 15 de incubacidn 1,188,000
células de las cuales solamente el 7% estuvieron vivas.
Es necesario hacer notar que la proporcién de células
muertas, pefmanecié mids o menos constante desde el primer -
dia de incubacidn, hasta el dia 10, a partir del cual aumen
td la proporcidén conforme el ntimero de cé€lulas vivas dismi-

nuyd

~ En el cultivo ggi‘(Tabla 1'y Figura 5), el comporta-
‘miento de la pobiacién fué un poco diferente del cultivo an
terior. Se sembraron 337,000 células de las cuales el 68% ~
fueron células vivas; la poblacidn aumentd casi al doble -
hasta el dfa 5 con 683,000 células de donde las vivas co-
rrespondieron al 74% de 1la poblécién, después se mantuvo -
m4s o menos constante hasta el dia 9, oscilando entre el va




. Dias de In

" cubacién
|  C. 551
v M
0 1,057 310
1 611 233
2 334 260
3 330 238
4 419 300
5 538 423
6 420 296 .
7 448 314
8 560 336
9 454 273
10 449 335
11 452 417
12 309 733
13 153 . 692
14 150 967
- 78.1,110

Tabla N

o. 1

de Celulas Vlvas y Nuertas de los Cultlvos 551

Respectivos Parametros Estadisticos Calculados

C.
v
229

333

341
378
368
504
441
370
487
456
371
330
235
114

43

27

564

M

108
150
161
170
156
179
157
213

147 .

269

246

327
578
596

811
950
A =‘Cé1ulas Vivas

140
314

305
354
390
416
443
325
295
360
273

157

118
108
60

. 570

24
46
79

73

88
100

93

95

81

197

427
472
683
671
819

Nfimero dé_Células

ST

564 y 570 con sus
x 1073
. SX EX
v MV M
505.7 151.9 291.9 87.7
166.2 93.7 96.0 54.1
19.1 90.6 11.0 52.3
24.0 77.7  13.8 44.8
25.6 114.8 14.8 66.3
62.9 173.2 36.3 100.0
12.7 100.8 7.3 58.2
62.2 110.6 35.9 63.9
136.9 126.8 79.0 73.2
54.8 109.7 31.7 63.3
88.2 71.1  50.9 41.0
148.2  55.5 85.6 32.1
96.3 131.3 55.6 75.8
24.4 51.8 14,1 29.9
57.5 148.0 33.2 85.5
28 1 145.7 16.2 84.?
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Tabla No. 1

“ﬂ  Nﬁmero de Celulas Vivas y Muertas de los Cultlvos 551 - 564 y 570 con sus_:w

Respectlvos Parametros Estadistlcos Calculados

N0 LTI W IO TR RN

- Dias'de In . o SRR NGmero de Células X 1073
cubacibn R ‘ - : , ~ S
C. 551 C. 564 C. 57a X _ Sx , - EXC
o \ MV M Vv M V. M v MV M
0 1 057 310 229 108 140 24 - 475.3 150.3 - 505.7 151.9  291.9 87.7
1 611 233 333 150 314 46  419.3 143.0 166.2 93.7 96.0 54.1
2 334 260 341 161 305 79 326.6 166.6 19.1 90.6 11.0 52.3
3 330 238 378 170 354 83 354.0 163.6 24.0 77.7 13.8 44.8
4 419 300 368 156 - 390 73 . 392.3 173.3 25.6 114.8 14.8 66.3
5 538 423 504 179 416 88 - 486.0 230.0 62.9 173.2 36.3 100.0
6 420 296 441 157 443 100 434.6 184.3 12.7 100.8 7.3 58.2
7 448 314 370 213 325 93 381.0 206.6 62.2 110.6 35.9 63.9
8 560 336 487 147 .- 295 95 447.3 192.6 136.9 126.8 79.0 73.2
9 454 273 456 269 360 81 = 423.3 207.6 54.8 109.7 31.7 63.3.
10 - 449 335 371 .246 273 197 364.3 276.0 88.2 71.1 50.9 41.0
11 452 417 330 327 157 427 313.0 391.0 148.2 55.5 85.6 32.1
12 309 733 235 578 118 472 220.6 594.3 96.3 131.3 55.6 75.8
13 153 692 114 596 108 683 125.0 657.6 24.4 51.8 14.1 29.9
14 150 967 43 811 60 671 84.3 816.3 57.5 148.0 33.2 85.5
15 78 1,110 - 27 950 73 819 59.3 959.6 = 28.1 145.7 16.2  84. ?

'V = Células Vivas M = Céiulas Muertas
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lor mdximo registrado en el dia 5 y'el minimo en el dia 7 -
con 583,000 c&lulas con 63% de vivas; la poblacién de célu-
las vivas disminuy6 a partir del dia 9, paulatinamente has-
ta el dia 15 de incubacidén donde a pesar de que se encontra
ron 970,000 células, s6lo el 3% fueron células vivas.

En cuanto al nfimero de células muertas, el comporta-
miento fue igual que en el cultivo 551, es decir, se mantu-
‘vo constante hasta el dia 11 cuando se dispar6 su aumento. '

~En el cultivo 570 (Tabla 1 y Figura 6), el mayor nﬁmev
ro de células ' con el mdximo porcentaje de vivas, se obtuvo
en el dia 6 con 543,000 células y 82% de vivas. Entre los -
dias 1 y 6, el porcentaje de cé&lulas vivas se mantuvo préac-
ticamente cbnstante, oscilando entre‘el 87% en el dia 1 y -
el 80% en el dia 2; se sembraron 164,000 células con un 85%
de vivas.

- Entre el dia 6 y 10, el nfimero total de células se man
‘tuvo muy constante, después de haber'sﬁfrido una disminu-
cidn de 125,000 células, que correspondieron a un 30% con -
-irespecto.al dia' 5. En.el dia 9, ocurrid lo mismo que en los
cultivos anteriores, esto es, la poblacifn de células vivas:
disminuyd y el ntGmero de célulaS‘muértaslaumenté grandemen -
te, llegando en el dia 15 a contar con 892,000 células de -
ias cuales solamente el 8% fueron células vivas.

Los datos obtenidos de los tres cultivos en cuanto a -
nﬁmero de células vivas y muertas, fueron promediados.
o En dichos valores mostrados ‘en’la Tabla 1 y la Figura
7, se observa una pequefia disminucidén del ntmero de células‘_f
. vivas en los primeros dos dias de incubaciédn, pero a partir |
~del dia 3, la poblac1on aument6 para encontrar su miximo en
el dfa 5 de incubacién; después de ésto, la poblac16n mos - -
tr6 una pequefia disminucidén pero se puede decir que se man-

tuvo constante, formando una meseta entre los dia 5 y 9 a-
- proximadamente; de este momento en adelante la poblacidn -
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disminuyd paulatinamente hasta el dia 15 que correspondié a
un minimo porcentaje del total de células registrado.

Se puede observar también que el ntimero de células -
muertas se mantuvo muy constante en los 9 primeros dias de
incubacidn y a partir de ese momento se registr6 un gran in
cremento hasta el dia 15, donde la mayoria de la poblac1on
estuvo compuesta de células muertas.

Se elaboro un 1nd1ce de células vivas, medlante la con
‘ ver51on 51gu1ente.

No. Células Vivas X 100
"~ No. Total de Células

¢ Células Vivas =

Los valores\encoﬁtrados se presentan en la Tabla 2 y -
’1a'Figura 8. Se observa en ellas que el porcentaje de célu-
las vivas se mantuvo muy constante hasta el dia 9 de incuba
cidn, oscilando en la curva promedio de un 64% en élidia 7,
hasta un 77% en el dia 1; después de ésto, el porcentaje. -
disminuyé paulatinamente hasta el dia 15, donde el promedio’
indicé un 6% de células vivas; se registrdé también una pe-
quefia disminucidén en los primeros dos difas de incubacién.

Es importante hacer notar, que a pesar de que en el ~
dia 5 se presentd el miximo nfimero de células vivas, el por
centaje de ellas con relacidn al total ‘de c€lulas, fué muy

parecido a los demas valores, 1nc1uso hasta el dia 9.




Tabla No. 2

. Indice en Porcentaje de Células Vivas de los Cultivos
551, 564 y 570; asfi como sus Pardmetros Estadisticos.

Dias de in

6.56 ' 2.78 8§.18 5.84 1.60 27.39

cubacidn ~C. 551 C. 564 C. 570 X 8% - Ex $EX
0 77.30 67.95 85.37 76.87 8.72 5.03 6.55
1 72.39 68,94 87.22 76.18 9,71 5.61 7.36
2 . 56.23 67.93 79.43 67.86 11.60 6.69 . 9.87
3 - 58.10 68.98 81.01 69.30 11,46 6.62  9.54
4 '58.27 86. 79 84.23 76.43 15.78 9,11 11.92
) 55.98 73,79 82.54 70.77 13.53 7. 81 11.04
6 58.66 73,75 81.58 71.33 11.65 6.73 9143
7 58.03 63. 46 77.75 66.41 10,19 5.88 8.86
'8 62.50 76. 81 75.64 71.65 7.95 4.59 6.40
9 61.60 62. 89 81.63 68.71 11,21 6.47 9.42
10 57.27 60.13 58.08 58.49 1.47 0.85 1.45
11 52.01 50.23 26.88 43.04 14.02 8.09 18. 81
12 - 29.65 28.90 - 20.00 26.18 5.37 3.10 11.84
13 18. 11 16.06 13.65 15.94 2.23 1.29 8.08
14 13.43  5.03 8.21 8.89 4,24 2.45 27.54
15 2.77
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- Incorporacién de Timidina Tritiada -

Del cultivo 551, en cuanto a~incofporaéi6n de timidina
tritiada, se puede observar en la Tabla 3 y la Figura 9;=
que el comportamiento de la poblacién correspondio al mode
lo elaborado por Ongay, (1978), encontridndose el miximo de.
incorporacidén en el dia 5 de incubacidn, con un valor de -
100,222.15 dpm como promedio.

En el cu1t1vo 564, cuyos valores sé’presentan‘en la Tabla
4y 1é'Figura 10, se observa que el comportamlento de la -
‘_poblac16n fué 51m11ar al modelo or1g1na1 solo que en este

"':cultlvo ‘el valor maximo se ‘registré en el dia 2; podria -~

'pensarse .entonces que este aamblo ‘obedecid a una fluctua—
-cidn ‘en el ntimero de células o 1nc1uso en ‘el porcentaje de

células vivas alrededor del dia 2, »no obstante estos valo--g"~5i
.. Tes no fueron muy diferentes de aquellos encontrados en 1os

‘dias 1 y 3, incluso el porcentaje de celulas V1vas varlo en

“una unldad respecto a ellos (Tabla 1 y Figura 5).

| , El cultivo 570, mostro también el comportamiento del
'modelo original con su miximo de incorporacidén en el_dia_s,
lo que podria explicar el hecho de que en el dia 6, se. haya"
i5reg15trado el mayor nGmero -de células v1vas, esto es, el
82% de un total de 543 000 células (Tablas 2 y 5y Flguras
6 y 11). ' v , ,
' Todos los valores promedio de 1ncorporac1on de t1m1d1v
na tritiada obtenidos para los tres cultivos, fueron a su -
vez promediados y calculados los paridmetros estadisticos -
descritos con anterlorldad obteniendose asi la curva prome

-dio que se muestra en la.Tabla 6 y 1a Flgura 12 en donde se‘-:

observa’ que el comportam1ento promedlo, no dista mucho de -
”aquel presentado por el modelo or1g1nal ya que a pesar de
"que ‘en el cultlvo 564, se registrd. el valor méx1mo de incoxr
porac16n en el dia 2 de 1ncubac16n no 11ego a afectar la -
curvaApromedlo. '




Tabla No. 3
Valores de Incorporac1on de T1m1d1na Tr1t1ada del . -
Cultlvo 551 con sus Respectlvos Parametros Estadistlcos Calculados'"

por Dia de Incubac16n

"DiaS‘de'ig ) ' dpm

cubacién X SX o EX - $EX
1 479.17 130.27 75.21 15.69
2 19,671.61 6,275.30 6,323.05 18.42
3 27,950.38 '20,742.67 11,975.79 42.85
4 ~ 39,665.55 ' 8,538.94 4,929.96 12.43
5 ©100.222.15 20,075.58 11.590.64 ©11.56
6 44,840.99 2,752.01 ~1,588. 88 3.54
7 27,262.59 10,337.05 . 5,968.10 21.89
8 ©14,597.16 859.38 496.16 3.39
9 5,557.13 1,835.57 1,059.76 19.07
10 3,695.06 818.10 "472.33 12.78 -
11 3,024.97 492.08 284.10 9.39
12 1,401.53 461. 44 266.41 19.01
13 1,517.15 446.93 258.04 17.01°
14 1,131.40 904.06 521.96 46.13
15 1,157.83 621.79 358.99 31.00
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Tabla No. 4
~ Valores de Incorporacidén de Timidina Tritiada del
Cultivo 564 con sus Respectivos Pardmetros Estadisticos Calculados_~'

. en Cada Dia de Incubacidn

Dias de in v | 1H'p m

cubacién X 7 Sx . EX $EX
1 735.11 205.93 118.89 16.17
2 75,689.,96 8,373.99 - 4,834.73 © 6,38
3 39.280.05 19.566. 59 12.2-6.78 28.76 .
4 61,622.55 4,500.08 2,598.12 4,22
-5 24,346.22 19,100. 70 11,027.79 45,29
6. 33,576.65 12,376.67 7,145.67 21.28
-7 28,715.54 9,156.48 5,286.50 18.41
8 14,040.52 2,982.00 ©1,723.97 12.28
9 17,898.74 4,976. 85 2,873.39 16.05
10 10,877.10 1,-83.81 972.15 8.94
™ 8,973, 32 4,066. 36 2,347.71 26.16
12 5,157. 84 2,720.75 1,570. 82 30.45
13 2,748.48 692,99 400.10 14.56
14 2,435, 89 1,383.96 799.03 32.80 -
2,738.14 900. 81 18.99

520.08



FIG. 10

IOO‘—. chpor'tumienfo en Cuanto a Incorporacion de 3~H~Timidi.ﬂ°'

del Cultivo 564

1o~ 3

DPM X

50— 1

10 A

DIAS DE INCUBACION




Valores de Incorporacidn de Timidina Tritiada del ,
, con sus Respectivos Parametros Estadisticos Calculados

Cultivo 570

Tabla No.

Para Cada Dia de Incubacién

Dias de in
;ﬁbacién

MNPRS00V IO UVTHRUNN -

—d ke amd amd

X

471.04
20,517.54
54,082. 44
52,385.57
70,064.92
44,886.11
55,240. 83
37,730.05
27,571. 34

-22,270.59

18,200. 24
7,038.20
6,016.17

4,698.13

4,167.21

SX
68.67
4,278. 82
6,677.79
21,176.60
19,832. 85
12,285. 47
20,703. 31
15,674.18
15,042.12
9,661.45
3,310.04
1,551.94
2,759.98
652.97
638.03

dpm
EX

39,63
2,470.38

3,855.42
12,226.35
11,450.50
7,093.02
11,953.06
9,049.49
8,684.57
5,578.04
1,911.05
896.01

©1,593.47

+ 376.99
368.37
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Tabla No. 6

Valores Promedio de Incorporaciéh de Timidina Tritiada de los -
Cultivos 551, 564 y 570 con sus Respectlvos Parimetros Estadistlcos
 Ca1cu1ados Para Cada Dia de Incubacion ‘

Dias de in dpm ~
‘cubacidn il S. B - - - %E¥
1 561.8 150.2 86.7 15.43
2 38,626.4 32,100.8 18,533. 4. 47.98
3 40,437, 4 13,104.4 7,565.8 18,71
4 51,224.6 11,024.4 6,364.9 12,42
S 64,867.8 38 202.9 22,056.5 33.99
6 41,101.3 6, ,516. 5 3,762.3 9.15
7 37,073.0 15,750.5 9,093.6 24.52
8 22,122.6 13,519.3 7,805.4 35.28
9 17, ,009. 1 11,034.0 6,370.5 37.45
10 12,280.9 9,366.9 5,408.0 44.03 "
11 10,066.2 7,646.4 o 4,414.7 . 43,85
12 4,532.5 2,869.8 1 656 9 ’ 36.55
13 3,427.3, 2,325.0 1, 1342.4 39.16
14 2,755.2 1,804.6 1,041.9 37. 81
15

2 687 7 1 505 3 869.1 32.33
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Para el caso de incorporacibn de timidina tritiada, -
también se elabordé un indice mediante la operacibn siguien-
te: ' ——

Total de Incorporacién en dpm
Nﬁmero de Células Vlvas

Indice de Incorporacién =

Los valores obtenldos se muestran en . 1a Tabla 7 y 1a -
‘.}Flgura 13 ‘Se puede observar en ellas, un ‘aumento de 1la in-
corporac16n de timidina tritiada por célula hac1a.e1‘dia 5

de incubacién y después una disminucién de ella hacia el -

“dia 12, que en el promedio llegd a ser de un 15% del valor
.encontrado para el dia 5; se“observa,también'Unfaumento de

incqrporatién de timidina tritiada por célula hacia el dia

f15;_con un 34% del encontrado en el dia 5, para los valores
del promedio. ’ :




Tabla No. 7

: Indice de Incorporacién de Timidina Tritiada de los Cul
~ tivos 551, 564 y 570, asi como el Promedio de Ellos

Dias de in Indice de Incorporacifn de Timidina Tritiada X 1073

cubacidn C. 551 C. 564 C. 570 X S EX % EX

1 0.8 2.2 1.5 1.5 0.7 0.4 33.7
2 58.9 222.0 - 67.3 116.1 91.8 53.0 45.7
3 84.7 103.9 152.8 113.8 35.1 20.3 17.8
4 94.7 167.4 134.3 132.1 36.4 21.0 15.9
5 186.3 48.3 168.4 134.3 75.0 43.3 32.2
6 106. 8 76.1 101.3 94,7 16.4 9.4 10.0
7 60.8 77.6 170.0 102.8 58.8 33.9 33.0
8 26.1 28.8 127.9 60.9 58.0 33.5 54.9
9 12.2 39.2 76.6  42.7 32.3 . 18.7 43,8
10 8.2 29.3 81.6 39.7 37.8 -.21.8 54.9
11 6.7 27.2 115.9 49.9 58.0 33.5 67.1
12 4.5 21.9 59.6 28.6 28.2 16.3 56.7
13 9.9 24.1 55.7 29.9 23.4 13.5 45.3
14 7.5 56.6 78.3 47.5  36.3 20.9 44.1
15 14.8 101.4 57.1 57.7 43.3 25.0 43.3
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- Nﬁmero de Metafases

En el cultivo 551 (Tabla 8 y Figura 14), el méximo nfi-
mero de metafases se registrd en el dia 4 de incubacibn;—
aumentando grandemente a partir del dia 3, en donde se en-~
contraron sélo 439 y alcanzando en el dia cuatro 1,726 meta-
fases; el nGmero de metafases bajé en el dia 5, contando -
con 475, volvié a subir hasta casi alcanzariei nimero regis
'trado'eh el dia 4-y‘a partir del dia 6, disminuyd paulatina
“mente hasta el” dia 13 donde se registraron 20 metafases SO~
_lamente. ‘

“En el cultivo 564 (Tabla 8 y Flgura 15), el mayor nﬁme:
- To de metafases registrado se localiz6 en el dia 2, aunque
 e1'va1or registradb en el dia 5, no difiere-grandemente de
€l. En general el ntmero de metafases en este cultivo fue

muy pequefio respecto al cultivo 551, ya que el registro -

. maximo fué.de 388 metafases, mientras que en el cultivo an-

terior llegd a ser 3.5 veces mayor que este valor. Del dfa
7 en adelanté; se observd una franca disminucidn, hastalque
~en el dia 15, se registraron solamente 2 metafases.

En el cultivo 570 (Tabla 8 y ‘Figura 16), se observé el
miximo nfimero de metafases en el dia 5 de incubacidn, con

un valor de 626; puede notarse que el orden de magnitud de11f

ntmero de metafases de este cultivo es similar al valor -
miximo registrado para el cultivo 564, del cual es 0.5 ve-
ces mayor. | |

| El comportamiento de este cultivo en cuanto a nfimero -~
de metafasesifué”simiiar al encontrado para incorporacién -
de timidina’tritiadé ‘esto es, aumentd ‘desde 4 metafases re

'_glstradas en el dia 1 de 1ncubac1on, hasta un valor miximo

en el dia 5, y disminuyd después poco a poco, reglstrandose  :
en el dia 15, 7 metafases solamente. ' '

Los valores para los tres cultivos, fueron promediados
37ymobtenidQSflos;parémetros estadisticos descritos en mate-




Tahla No. 8

" Valores del- Nﬁmero de Metafases y Valores Promedio en Cada
Dia de Incubac1on de los Cultivos 551, 564 y 570

Dias de in Ntmero de Metafases :
‘cubacién 551 564 570 X 8% - EX SEX
1 1 1 4 2.0 1.7 1.0 - 50.0
2 438 181 112 243.6 171.7 99.2 . 40.7
3 439 338 111 296.0 167.9 97.0 32.7
4 1,726 201 395 774.0 830.1 479.3 61.9
5 "475 308 626 469.6 159.1 91.8 19.6
-6 1 ,708 133 426 755.6  837.6 483.6 64.0
-7 259 192 266 239.0 40. 8 23.6 9.8
8 169 96 304 189.6 105.5 60.9 32.1
9 111 103 82 98.6 14.9 8.6 8.7
10 76 80 96 84.0 10.6 6.1 7.3
11 73 63 76 70.6 6.8 3.9 5.6
12 82 38 80 66.6 24.8 14.3 21.5
13 20 30 52 34.0 16.4 9.5 27.8
14 -- 5 12 5.6 6.0 3.5 62.1
15 -- 2 7 3.0 3.6 2.1 69.4

NOTA: No existen;valores en los .dias 14 y 15 de incubacién para el
cultivo 551, por falta de material durante la siembra.
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teriales y métodos; estos datos se muestran también en la -
Tabla'8 y la Figura 17. Puede observarse en ellas ym gran -
aumento desde el dia 1 hasta el dia 4, donde se encontrd_el
‘valor méximo que es de 774 metafases; y después una disminu
c1on en el dia 5, alcanzando un valor miaximo de 470 metafa-
ses; en el dia 6 se registré otro aumento que casi ‘alcanza
el valor del dia 4; el nGmero de metafases d15m1nuy6 des-~
pués paulatlnamente, hasta que en el dia 15 se encuentran 3
metafases como promedio.

~ Se elabord un indice de matafases ‘en cada dia de- 1ncu*\
kv.baCion,;medlante la conversidén siguiente: 7

Ntmero de Metafases X 1040
NGmero de Células Vivas

Indice Mitdtico =

_ :Los valores calculados'sé muestran'en la Tabla 9 y_ia'
Figura 18. Se puede observar en ellas que el comportamiento .
~de la poblacidn en cada cultivo fué igual al descrito para
‘el nGmero de matafasés, lo mismo ocurrié para el indice Cal
culado para el promedio de‘los tres cultivos; solamente en
dia 12 de incubacidén, hubo un pequefio aumento en el indice
mitdético, que vuelve a disminuir después hasta el dia 15.
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Indlce Mltét:tco de los Cultivos 551,
' Respectivos Parfmetros Estadisticos

C. 551

0.0002

0.1311
0.1330

- 0.4119

0.0883
0. 4067
0.0578
0.0302
0.0244

. 0.0169

0.0161
0.0255
0.0131

C. 564

0.0003
0.0531
0.0894
0.0546
0.0611
0.0302
0.0519
0.0197
0.0226
0.0216
0.0191
0.0162
0.0263
0.0116
0.0074

Tabla No. 9

C. 570

0.0013
0.0367
0.0314
0.1013
0.1505
0.0967
0.0818
0.1030
0.0228
0.0352
0.0484
0.0678
0.0481
0.0200
0.0096

X

0.0006
0.0736
0.0846
0.1893
0. 1000
0.1779
0.0638
0.0510
0.0233
0.0246
0.0279
0.0365
0.0292
0.0158
0.0085

Sx

0.0006
0.0504
0.0510
0.1942
0.0458
0.2009
0.0158
0.0454
0.0010
0.0095
0.0178
0.0272
0.0177
0.0059
0.0016

EX
0.0004
0.0291
0.0294
0.1121
0.0265
0.1160
0.0091
0.0262
0.0006
0.0055
0.0103
0.0159
0.0102
0.0042
0.0011

564 y 570; el Promedio’,de Ellos y sus

YEX

58.53

39.57
34.78
59.23
26.46
65.21
14.33
51.36
24.44
22.30
36.93
43,50
34.95
26.58
12.94
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A manera de resumen se ha elaborado un esquema que con
junta los valores promedio, obtenidos de los tres cultivos
en cuanto a incorporacién de timidina tritiada, células _vi-
vas y nimero de metafases.

Estos valores se muestran en la Tabla 10 y la Figura -
19, en las que se puede observar que los maximos de incorpo
racidén de timidina tritiada y nGmero de células vivas, se -
presentan en el dia 5 de incubacidn, el méyor ntmero de cé-
lulas muertas se presenta en el dia 15 y el mayor nlGmero de
metafases en el dia 4. Los valores minimos de incorporacidn
de timidina tritiada, de nfimero de metafases y de cé&lulas -
muertas, se presenta en el dia 1 de incubacidén y el valor -
minimo de c€lulas vivas se presenta en el dia 15.

Se observa ademds, que el comportamiento de la pobla-
cidn en cuanto a nGmero de metafases, es muy similar al de
incofporacién de timidina tritiada. _

Tratando de relacionar cada una de las variables obser
vadas, se 1llev6 a cabo el cdlculo del coeficiente de corre-
lacidon entre los indices de incorporacién de timidina tri-
tiada, de mitosis y de células vivas, se tomaron en cuenta
solamente los valores promedio de 1los treskcultivos, esco-
giendo intervalos de tiempo de incubacidén donde las curvas
se comportaran de manera parecida, ya que la curva descrita
por estos iIndices es muy compleja.

En la Tabla 11 que muestra dichos valores, se puede -
apreciar que la correlacidén entre el indice de células vi-
vas y el indice de incorporacién de timidina tritiada, en -~
los diferentes intervalos de incubacidén es muy baja, esto -
quiere decir que el comportamiento de ambas curvas es muy -
diferente y no hay relacidén aparente entre ellas; en cuanto
al indice de células vivas y el indice mitético, se puede -
observar que solamente en el intervalo de incubacidn del -
dia 11 al 15, se presenta un coeficiente de correlacién que
indica que en este intervalo el comportamiento de la pobla-




- Tabla No. 10

~ Valores Promedio de Incorporacién de Timidina Tritiada, Via-
bilidad Celular. 'y NGmero de Metafases de los Cultivos 551, 564 vy
570 con sus Respectlvos Errores Tipicos

- VIABILIDAD INCORPORACION - METAFASES
Dias de in No. de Células X 10"3_ S4-Timidina
~cubacién VIVAS EX MUERTAS EX DPM X 10-3 Es No. de Met EX
0 475.3 291.9  150.3 87.7 = ==--- S L
1 419.3 95.9 143.0 54.1 0.6 0.1 2.0 1.0
2 326.6 11.0. 166.6 52.3 38.6 18.5 243.6 99.2
3 354.0 13.8 163.6 44,8 40.4 7.6 296.0 97.0
4 392.3 14.7 176.3 66.3 51.2 6.4 774.0 479.3
5 486.0 36.3 230.0 100.0 64.9 22.1 469.6 91.8
6 434.6 7.3 184.3 58.2 41.1 3.7 755.6 483.6
7 381.0 35.9 206.6 63.9 37.1 9.1 239.0 23.6
8 447.3 79.0 192.6 73.2 22.1 7.8 189.6 60.9
9 423.3 31.7 207.6 63.3 17.0 6.4 98.6 8.6
10 364.3 50.9 276.0 41.0 12.3 5.4 84.0 6.1
11 313.0 85.6 391.0 32.1 0.1 4.4 70.6 3.9
12 220.6 55.6 594.3 75.8 4.5 1.7 66.6 14.3
13 125.0 14,1 657.6 29.9 3.4 1.3 34.0 9.5
14 84.3 33.2 816.3 85.5 2.8 1.0 5.6 3.5
15 59.3 16.2 959.6 84.1 2.7 0.8 3.0 2.1
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Valoras Promedio
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Tabla No. 11

,, , Coef1c1ente de. Correlac16n (xr), entre los Ind:.ces de Celulas
: Vlvas (Icv), de Incorporacidn de Timidina Tritiada (II) y de Metafases
. (IM), en leerentes Intervalos de Incubac16n ‘

Intervalos de

Incubacién’ Ve IT - ICVeIM — IlelIM
1- 5 r = 0.47 r= 0.13 T = 0.80
6 - 10 . . r= 0.41 r = _0.50 r= 0.71

Mm.- 15 r=-0.17  ~ r= 0.68 T = 0.86
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cidn estd relacionado; si se comparan las figuras 8 y 18, -
se puede observar que entre los dias 12 y 15, ambas curvas
describen el mismo comportamiento, esto es, que tanta el _in
dice de cé&lulas vivas como el indice mitdtico, disminuyen.
En 1o que respecta al coeficiente de correlacifn entre
el indice de incorporacién de timidina tritiada y el indice
mitético, se observa que dichos valores son muy altos, esto
indica que el comportamiento de la poblacidn en cuanto a es
tos dos parimetros es similar; comparando las figuras 13 y
18, se puede observar, que las curvas son parecidas, lo que.

indica gran relaciodn.
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Vv Discusidn y Perspectivas

Observando en conjunto todos los valores, se pueden a-~
preciar cuatro etapas principales en el crecimiento de la -
poblacidn de linfocitos. -

La primera de ellas se presenta en los dos primeros -
dias de incubacidn, donde al parecer existe un ajuste de 1la
poblacién _ . ‘ ;

Segln Carrel (1931), las células que componen un tejido,
pueden oponersé a cambios del medio en el que se encuentran,
durante algln tiempo, antes de adaptarse a las nuevas condi
ciones a través de profundas o ligeras transformaciones.

En la poblacién de linfocitos en cultivo, se necesita
un periodo de entre 24 y 48 horas, despu€s de haber agrega-~
do el mitbgeno, para que se lleve a cabo la sintesis de ADN
Yy SUbSecuentemente la mitosis (Cooper y Braverman, 1980). -
Podria esto explicar el comportamiento del cultivo 551, don
de se sembraron mids de un milldén de células; es probable -
que esta cantidad de individuos haya sobrepasado el poten-
cial de carga del medio y la poblacidén necesitara un ajuste,
para poder entonces iniciar su crecimiento. Un indicio mis
de esta suposiciéh es que los linfocitos en este cultivo y
alrededor de estos dias, no presentan un aumento en incorpo
racién de timidina tritiada (Figura 9 ) ni en nGmero de me-~
tafases (Figura 14). '

Se puede descartar la posibilidad de que todas las po-
blaciones, independientemente del ntGmero de individuos de -~
que consten, sufran un ajuste, ya que en los cultivos donde
se sembraron un nfimero de células menor de medio millén, no
hubo tal disminucién de la poblacién; de ahi. el gran error
tipico encontrado en cuanto a nGmero de células vivas, en -

el primer dia de incubacién. ;
Ségﬁn Ling y Kay, (1975), -1a poblacidn de linfocitos -

no facilmente crece y sobrevive a concentraciones menores -

de medio millén de cé&lulas por mililitro; los datos obteni-
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dos de los cultivos 551, 564 y 570 indican todo lo contra-
rio, cuando el ntimero de cé&lulas vivas es menor de 500,000
por mililitro, se reproducen y sobreviven facilmente. Datos
similares han sido encontrados con anterioridad, (S6rén, - -
1973), en los cuales el ntmero de c€lulas vivas decrece has-~
ta cerca del 50%, durante las primeras 24 horas de incuba-
cién, de un total de 900,000 células y después se eleva a -
los 3 y 4 dias, siendo casi exponencial.

No obstante todo lo anterior, seria conveniente llevar
a cabo un nfimero confiable de cultivos de linfocitos, sem-
brando diferentes concentraciones de células, de tal manera
que. se llegue a una conclusidén a este respecto.

La segunda etapa se presenta entre los dias 2 y 5 de in
cubacidén y es un periodo donde los pardmetros observados au-
mentan. Esta etapa podria ser asociada con la etapa de cre-
cimiento logarfitmico que presenta cualquier poblacién, agre
gando ademids que el aumento de incorporacién corresponde con
el aumento de cé&lulas vivas dentro de la poblacién. Se po-:
dria decir entonces que el incremento del nGmero de c€lulas
que sintetizan ADN entre los dias 2 y 5, es debido casi ente
ramente a la proliferacidén celular.

En el cultivo 564, el pico de incorporacibn, se presen
ta en el dia 2 de incubacién, saliéndose de la curva patrén
- elaborada por Ongay, (1978) y la curva promedio del presente
trabajo (Figura 12). Esto hace que se encuentre una gfan des
viacién tipica en el dia 2 y el dia 5 en cuanto a incorpora-
cién de timidina tritiada.

El nGmero miximo de células‘que estan sintetizando ADN,
se encuentra generalmente entre las 72 y 96 horas después de
la adicién del mitégeno, sin embargo, el periodo de induc-
cidn a la sintesis de ADN, varia marcadamente de cé&lula a cé
lula, los valores extremos estan separados por mids de 50 ho-

ras; se ha encontrado que algunos linfocitos en cultivo, ini
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cian su primer periodo de sintesis de ADN durante las prime
ras 24 horas, otros en cambio, hasta después de 100 horas -
de haber ﬁgregado el mitdgeno; esta gran variabilidad en_el
sistema pudo ser la causa de encontrar tal efecto en el cul
tivo 564. Se ha demostrado que esta variabilidad no depende
del tiempo de exposicién o la disponibilidad del mitégeno -
en el medio de cultivo, (Sasaki y Norman, 1966., Jasifiska -~
et al, 1970., S6rén, 1973).

Podria pensarse también que el hecho de que la pobla~
cién haya respondido tan tempranamente al mitégeno, se de-
bidé a que el individuo del que se extrajo la muestra de san
gre, presentaba una infeccidn subclinica y los linfocitos -
se encontraban retados con algin antigeno, entonces no hubo
necesidad de esperar hasta el dia 5 de incubacidn, para en-
contrar la mayor incorporacién de timidina tritiada.

Por otro lado el nfimero de células muertas no sufre -
cambios apreciables, incluso el porcentaje de célulasﬁvivas.
se mantiene mis o menos constante hasta el dia 9 de incuba-
-cidn. La razdn por la cual no se encuentra un mayor porcen-
taje de células vivas’en el dia 5, donde tanto la incorpora
cion de timidina tritiada como el ntmero de células vivas -~
alcanzan su valor maximo; se podria explicar por la gran -~
‘mortalidad de las células cuando son tratadas con la solu-
cidén lisadora de las células rojas, que puede afectar tam-
bién y .en forma apreciable,_a-los_linfocitos, (Thomson et al, . _ .
1966) .

- Puede apreciarse entonces, que en esta 2a. etapa exis-
te un aumento de divisién'celular, demostriandose querlaS'cg
lulas estin en un periodo de respuesta al mitdgeno agregado
al medio. _

Con respecto al ntimero de matafases, el gran nfimero de
ellas registrado en el dia 4 de incubacidn, en el cultivo -
551, podfia explicar que -en el dia 5, se encontrara el ma~
yor nfimero de células vivas; pero existe también un gran nQ

- mero deymétafasesren el dia 6 de incubacién,;sin embargo, no
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se encuentra en el dia 7 otro pico de cé€lulas vivas. De ahf
la gran desviacidén tipica encontrada en los dfas 4 y 6 de -
la curva promedio. e

Carrel, (1931), considerd que un tejido consiste de -
una sociedad de organismos complejos que no responden de ~
~una manera instantanea a los cambios del medio en el que se
encuantran. '

En una poblacién de linfocitos en cultivo, la variabi-
lidad interindividual es también muy compleja; existen por
lo tanto, muchos factores que podrian explicar el nGmero T-
-tan diferente de metafases registradas entre los dias 4, 5
y 6; uno de ellos seria que no existe sincronfia alguna en el
‘cultivo. Bender y Prescott, (1962), examinaron cultivos de
linfocitos al final del dia 3 de incubaci6n, mediante el -
rastreo de elementos radiactivos en los cromosomas y encon-
traron la primera, segunda y subsecuentes generaciones de -
mitosis presentes juntas; esta asincronia de 1la respuesta -~
de proliferacidén podria ser originada por la variabilidad -
del tiempo intermitdtico de células individuales o subpobla
ciones y la diferencia en la duracibén del periodo de induc-~
cidén mencionado con anterioridad. Otro de los factores se-
ria la diferente sensibilidad de las cé&lulas al mitdgeno o
a la presencia de distintas poblaciones de linfocitos. Ja-
sifiska et al, (1970), bloquearon la sintesis de ADN en lin-
focitos cultivados vy encontraron que la curva de acumula-
cidn de las células en el punto G1/S, es bifgdsica y llega-
“ron a la conclusidn, por este motivo, que estidn presentes
en el cultivo dos subpoblaciones de linfocitos con diferen-

te reactividad al mitdgeno.

No obstante todo lo anterior, la gran variabilidad en-
contrada en cuanto a nfimero de metafases, se presenta sola-
mente en el cultivo 551, pero en tal grado que llega a afec
tar la curva promedio e incluso el indice mitb6tico elabora-
do; por lo tanto se debe pensar también en una posible fa-
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1la en el método para la preparacidén de metafases en este -
cultivo.

Llevando a cabo cultivos de linfocitos sincronizados-y
estando seguros que el donador no ha presehtado alguna in-
feccib6n, podria encontrarse alguna respuesta a los hechos -~

anteriores.

La tercera etapa se presenta entre los dias 5 y 9 de -
incubacidn, en donde a pesar de existir una disminucidén en
la incorporacién de timidina tritiada, el nGmero de células
tanto vivas como muertas, permanece mis o menos constante,
encontrandose poca variacién en el porcentaje de células vi

"vas; esto hace pensar que los linfocitos pierden su capaci-~
dad para ser estimulados por el mitégeno, o bien que la po-~
‘blacidn ha alcanzado un punto de equilibrio con su medio y
que éste s6lo le permite pequefias fluctuaciones alrededor -
de un valor, debidas tal vez a cambios minimos en temperatu
ra, pH, etc. Se puede decir entonces, que la pohlacidén ha -~
llegado a una estabilizacién en donde el decremento en la -~
sintesis de ADN, no es debido a una disminucidn en el ntme-
ro o porcentaje de células vivas.

En este caso se pueden utilizar medios condicionados,
esto es, colocar a las células en un medio de cultivo nuevo
o sembrar mis células en el medio de cultivo previamente u-
sado; para observar mids detenidamente el efecto del mitdge~-
no sobre la poblacidn, también. podria calcularse la canti- |
dad de proteinas, para determinar si la poblacidn se presen
ta en una etapa de sintesis o no.

Por otro lado, el nGmero de metafases disminuye, pre-
sentando un comportamiento similar al de incorporacidn de -
timidina tritiada; el coeficiente de correlacidén muestra un
valor alto, lo que indica gran relacidén entre uno y otro pa

rametro.
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Los linfocitos estimulados in yitro, proliferan con un
tiempo de generacib6bn de 2Q a 22 horas aproximadamente; las
células hijas se parecen a la célula progenitora estimulada,
no habiendo evidencias de diferenciacidon. Estas células hi- _
jas son capaces de dividirse de 2 a 4 veces y una vez lleva
do a cabo este ntmero de divisiones, el cultivo tiende a mo
rir, (Deutch, 1981., Cooper y Braverman, 1980). Esto pudo ~
haber sucedido en la cuarta etapa del cultivo que se presen
ta del dia 9 al dia 15 de incubacibén y se caracteriza por -
una disminucién acelerada de la cantidad de células vivas e
incorporacidn del precursor radiactivo, ademds de un gran -
aumento en el ntmero de cé&lulas muertas y el indice de in~
corporacidén de timidina tritiada. |

Segtn Kormondy, (1978), conforme la poblacién se ya a-
cercando a un miaximo o los recursos del medio se van agotan
do, se tropieza con una resistencia mayor al crecimiento, -
disminuyendo asi, su potencial de reproduccibn puesto que -
hay menos lugares vacios en el sistema.

El comportamiento de la poblacién en esta Gltima etapa,
sugiere dos posibilidades.

. La primera seria que al final de la incubacidn, la po-
blacidn estuviera mads seleccionada; las células sobrevivien-
tes serian pocas, pero la mayoria responderia al mitdgeno -
sintetizando ADN y por esta razén se eleva el 4indice de in-
corporacién,“correspohdiEndo_mayorwincorpoxaciénmdewtimidi:m,”
na tritiada por c€lula, al mismo tiempo la mayoria de estas
pocas' células, llegarian a la fase de mitosis y por eso se
observan al final de la incubaci6n, un nGmero muy bajo de -
metafases. Esto nos sugeriria al mismo tiempo, que ‘la mem-
brana de los linfocitos es grandemente flexible, de tal ma-
nera que afin después de perder su integridad funcional, per
mite que la célula muerta permanezca por mucho tiempo, de -
dos horas-a varios-dias, sin destruirse; esta-seria-la ra--
zbn por la cual se observan un gran niimero de individuos --
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muertos, en los filtimos dias de incubacidén del cultivo, en
otras palabras, los individuos muertos se irian acumulando.

La segunda posibilidad seria que en realidad existe..un
gran ntmero de células vivas pero ahora la mayoria son muy
débiles o muy susceptibles a cualquier cambio del medio en
el que se encuentran; asi entonces, mids cé&lulas que en el -
caso anterior, serian capaces de incorporar timidina tritia
da, seria por eso el incremento en el indice de incorpora-
cidn; pero solamente las células mis resistentes serian ca- -
paces de completar su ciclo celular con éxito y por esa cau
sa se registran pocas metafases en este periodo. Esto sugie
re a su vez, que la susceptibilidad de los linfocitos es ma
yor mientras el tiempo de incubacién aumenta, no pudiendo -
,sobortar el tratamiento con la solucién lisadora para las -~
‘células rojas que es necesario para llevar a cabo la prueba
de exclusidn del azul tripan.

La influencia de la solucidén hipoténica sobre la morta
lidad de los linfocitos, tiene el efecto importante de des-.
truir a la mayoria.de las células frédgiles. Esta susceptibi
lidad o fragilidad, podria ser acrecentada por la acumula-
cidn en el medio de cultivo, de materiales de desecho o -
bien a 1a falta de sustancias necesarias para sus funciones
metabdlicas, que al ir aumentando el tiempo de incubacién -
se verian disminuidas.

La exclusidn de colorantes vitales de‘la célula, es un
método ridpido para determinar su vitalidad, eésta prueba ha
sido usada por méds de 50 afios; en ella, la admisidn del co-
lorante por la cé&lula, es tomada como un indicio de la pér-
dida de la integridad de la membrana celular. La tincidn de
las células ha sido estudiada con relacidn a la respiracién,
a la glucdlisis, la actividad de la membrana celular, etc.
(Dickson, 1970), Tomando en cuenta lo anterior, se hicieron
observaciones cualitativas para determinar si en realidad +
la membrana de los linfocitos tefiidos se rompia o no; para 7
‘ello se elaboraron preparaciones frescas a partir del mate- .
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rial del cultivo tratado previamente con la solucién lisado
ra para las c&lulas rojas, a diferentes tiempos de incuba-
cidén; se sellaron con esmalte para evitar su evaporacidén; -
se escogid un campo en cada preparacidn, y se observé al mi
croscopio de contraste de fases periddicamente durante 3 -
dias; el efecto del rompimiehto de la célula, no se pudo ob
servar en ningfn caso. '

Para tratar de aclarar esta idea podrian establecerse
cultivos de 10 a 15 dias de incubacidn, utilizando linfoci-
tos aislados que no requieren los pasos de centtifugacién y
lisado de eritrocitos que podrian producir la lisis de 1las
células blancas; hacer también observaciones al microscopio
electrdnico para epreciar el rompimiento de 1a membrana y -
utilizar medios condicionados en este periodo de incubacién,
para apreciar si en realidad son factores ambientales los -
que causan 1a>muerte de los linfocitos o si su acumulacién
se debe a factores fisioldgicos solamente.

Por iltimo se puede decir que como en todos los ecosis
‘temas, el medio de cultivo de les linfocitos también tiene |
un limite y una cierta cantidad de individuos que pueden vi
vir en €l.

En el caso de un ecosistema natural, las poblaciones -
crecen haSté alcanzar un punto de equilibrio con su medio;
en el caso de un ecosistema experimental, como lo es la po-
blacién de linfocitos, las poblaciones crecen hasta que 1los
nutrimentos se agotan o los desechos metabdlicos sobrepasan
‘cierto valor, sin dejar de tomar en cuenta que el potenciall
reproductivo de las cé&lulas es un factor muy importante en
este crecimientb

Debe hacerse notar que este esquema no podrid ser extra
polado al crecimiento que sufre la poblacidén de linfocitos
dentro de un organismo, que se encuentra en presencia de un
antigeno, ya que las condiciones de la poblacién en cultivo,
no son iguales a‘las encontradas naturalmente. En las pobla
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ciones naturales de linfocitos, influyen muchos factores, -
gran parte de ellos afin desconocidos, por lo cual es difi-
cil si no imposible por el momento, llegar a aplicarlos—-y— -
controlarlos in vitro; no obstante esto, un estudio més in-
tenso en este campo,llegard a aclarar hechos importantes en

la proliferacién de la poblacién in vitro e in vivo.
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