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INTRODUCCION GENERAL 

I. EL SISTEMA INMUNOLOGICO. 

El sistema inmunológico es extremadamente complejo 

con una gran variedad de funciones para mantener la homeosta 

sis y la salud. Los componentes gen~ticos, celulares y mol~ 

culares del sistema inmunológico se combinan en una complic~ 

da red de comunicación capaz de ejercer múltiples efectos a 

partir de relativamente pocos tipos celulares. Los compone~ 

tes celulares del sistema inmunológico incluyen a los linfo­

citos y a las células accesorias del sistema reticuloendote­

J ial. 

Los macrófagos tienen una variedad de funciones en la 

respuesta inmune. Juegan un papel fundamental en la distribu­

ción y en el procesamiento de antígenos y en su exposición a 

los linfocitos, por ser la principal célula fagocítica en el 

sistema monocito-macr6fago. Secretan mediadores biológicamen­

te activos capaces de regular el tipo y la magnitud de la res 

puesta de los linfocitos. 

Los linfocitos son los componentes celulares antígeno­

específicos del sistema inmune y se han identificado dos cla­

ses de linfocitos denominados T y B, que tienen diferentes ca 

pacidades funcionales. 

Los linfocitos B dan origen a las células plasmáticas -
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que son las sintetizadoras y secretoras de inmunoglobulinas. -

Las células B precursoras se designan Bµ , By , Ba, Bo 

BE, con base en las diferentes clases de inmunoglobulinas cjr 

culantes IgM, IgG, IgA, IgD ~ IgE. Dentro de la población de 

linfocitos B, se encuentran las células de memoria que son fun 

cionalmente importantes para el desarrollo rápido de las res-­

puestas secundarias de anticuerpos consecutiva a una segunda 

exposición antigénica. Posiblemente también existen células B 

reguladoras, ya que se ha documentado la capacidad de molécu-­

las de anticuerpo para regular la respuesta inmune, a través -

de retroalimentación (red idiotipo-antidiotipo). 

Los linfocitos T se pueden dividir en dos categorías 

funcionales: células reguladoras y células efectoras: 

1) Las células r~guladoras pueden amplificar o indu­

cir la respuesta (cooperadoras) o suprimir la respuesta (supr~ 

soras) de otros linfocitos T o B. 

2) Las células efectoras son las responsables de las 

reacciones inmunes mediadas por células como la hipersensibili 

dad retardada, el rechazo de injertos y tumores y la elimina-­

ci6n de células infectadas por virus. 

Por medio de fluorescencia, autorradiografía, rosetas 

con eritrocitos cubiertos con inmunoproteínas, etc., ha sido -

posible definir marcadores de superficie . específicos para 

la detecci6n de las subpoblaciones de células T. Estos marcado 

res de superficie de las células T reguladoras y otras caracte 

rísticas corno su distribución en los órganos linfoides, los --
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cambios porcentuales con la edad, la sensibilidad a teofilina 

o hidrocortisona y la respuesta al factor tímico sérico se en 

cuentran resumidos en la Tabla 1. La Tabla 2 muestra las fun 

cienes en que participan estas subpoblaciones de células T. 

La célula T cooperadora es capaz de ejercer efectos r~ 

gulatorios positivos sobre las células B y estimular la dife­

renciación hacia la célula plasmática madura. La célula T 

cooperadora también ejerce inducci6n positiva sobre las pre-­

cursaras de células T destinadas a transformarse en citotóxi-­

cas. Las células T cooperadoras participan en la inhibición -

por retroalimentación que se ha definido como la capacidad de 

una subpoblación de células T~ para inducir a una subpobla-­

ción de células Ty para ejercer supresión. 

La célula T supresora inhibe la función de las células 

B o de las plasmáticas maduras, secretoras de inmunoglobuli-­

nas. La actividad de la célula T supresora puede interferir 

con la interacción entre las células T y B o con la activación 

de las células T cooperadoras o con la diferenciación de la -

célula B. 

Las células precursoras postímicas o formadoras de ro­

setas con eritroticotos autólogos (Tar) están constituidas por 

dos subpoblaciones. Una subpoblación, la Tar PNA+ posee la ca 

pacidad de unir aglutinina de cacahuate lo que indica su inma 

durez, y otra subpoblaci6n Tar PNA que perdió dicha capaci-­

dad. Las células Tar son capaces de proliferar y generar cé-­

lulas Tµ y Ty espontáneamente o bajo el estímulo de factores 

tímicos, por lo que tienen 1a capacidad de generar .supresi6n -
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y son las precursoras de la citotoxicidad natural. Las célu-­

las Tar participan en la inhibición por retroalimentación una 

vez que han recibjdo la señal de células TJJ lo que ocasiona la 

proliferación y diferenciación de estas células en linfocitos 

1y para inhibir la actividad de células T cooperadoras consti 

tuyendo un circuito <le retroalimentación negativa (1). Las cé 

lulas Tar son las rP-spondedoras en el cuJtivo mixto aut61ogo 

que es la respuesta blastogénica de las células T en respues­

ta a las células No-T del mismo individuo (2). A las células 

precursoras postimicas recientemente se les ha adjudicado un 

papel en la producción de interleukina-2. 

Las interacciones e influencias regulatorias entre las 

distintas poblaciones y subpoblaciones celulares del sistema -

inmunológico del humano se encuentran esquematizadas en la Fi­

gura 1. 



TABLA 1 
CARACTERf STICAS DE LAS CÉLULAS T REGULADORAS EN EL HUMANO 

CÉLULAS T 
CARACTERÍSTICAS COOPERADORAS SUPRESORAS PRECURSORAS 

(Tµ ) (Ty ) (TAR) 

l. DISTRIBUCIÓN EN ÓRGANOS LINFOIDES 
TIMO 3,0± 2.0 l,Q± 1.0 73.2 ± 5.0 
BAZO 13.0 ± 3, o 45. o± 6 .0 49. 3 ± 3 .o 
SANGRE PERIFÉRICA 40.0 ± 2. o 14.1± 2.0 22. 2 ± o .5 

2. VARIACIONES CON LA EDAD 
RECIÉN NACIDOS 48.0 ± 2. o 13.6±2,5 8.7±2,0 
ADULTOS JÓVENES 40.0 ± 3. o 30 .o± l. o 24. o± o .1 
ANCIANOS 35.2 ±l. o 14.1±2,0 22.2 ±o .5 

3. FORMACIÓN DE ROSETAS 
ERITROCITOS AUTÓLOGOS + 
ERITROCITOS DE CARNERO -;- + + 4. RECEPTORES 
fcy + 
Feµ + 
GRC DE ALTA AFINIDAD + + 
GRC DE BAJA AFINIDAD + 

5. MARCADORES MONOCLONALES 
OKT3 + + + 
OKT4 + + 
OKT5 + 
OKT8 + + 

6. UNIÓN A AGLUTININA DE 
CACAHUATE (-) (-) 26. 9 ± 3.0 

7. ADHERENCIA A NYLON <1 <2 90. 5 ± 7. 2 
8. TINCIÓN DE ESTERASA 

NO ESPECÍFICA + + 
9. SENSIBILIDAD A TEOFILINA + 

10. SENSIBILIDAD A CORTISONA 
IN VIVO (% DE REDUCCIÓN) so.o ± 4 .o < 3.0 85.2 ± 8.0 
IN VITRO (% DE REDUCCIÓN) 3.0 ± 1.5 65. o± 2. o 82. 9 ± 1.7 

11. RESPUESTA AL FACTOR 
TÍMICO DEL SUERO +- +-

---a··a·-·--
PALACIOS, R. ET.AL (REF, 1) 



TABLA 2 

PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS CELULAS T EN EL HUMANO 

CE LULAS T 

PROPIEDADES FUNCIONALES REGULADORAS PRECURSORA 

COOPERADORA SUPRESORA RECURSORA 
(rµ) (TY) ( Ta.11.) 

RESPUESTA A MITOGENOS 

PHA + - + -: 

CON-A + + 

COOPERACION + 

SUPRESION + 

INDUCCION DE CITOTOXICIDAD + 

INHIBICION POR RETROALIMENTACION + + + 

GENERACION DE SUPRESION ~ + 

GENERACION DE CITOTOXICIDAD + 

RESPUESTA EN CULTIVO MIXTO AUTOLOGO + + + -
RESPUESTA EN CULTIVO MIXTO ALOGENICO + 



CIRCUITOS DE INMUNORREGULACION EN EL HUMANO 

FTS 
__ ,,,. 

,_ 

F i g -1 
PRECURSORAS REGULADORAS B 
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II. INMUNOENDOCRINOLOGIA. 

En los últimos cinco años se ha creado una importante 

área de la ciencia, de naturaleza multidisciplinaria, que pr~ 

tende investigar las interrelaciones entre el sistema end6cri 

no y el inmunológico a través del estudio de los factores 

sexuales con respecto a las diferencias en la respuesta inmu­

ne y a su importancia en el desarrollo de la autoinmunidad. 

La inmunoendocrinología está en sus comienzos y su 

significado en la inmunobiología y en la reumatología es muy 

importante, ya que permite esperar que, con este enfoque en-­

d6crino, se consiga un progreso significativo en la elucida-­

ción de las enfermedades autoinmunes y en el desarrollo de 

nuevas posibiJidades diagn6sticas y terapéuticas. 

A. RELACION TIMO-GONADAS. 

La información con la que se cuenta sobre la relaci6n 

del sistema inmunol6gico con respecto al sistema end6crino -­

trata sobre el efecto de los glucocorticoides sobre el timo y 

sus funciones y sobre las células linfoides circulantes. Es -

poco lo que se sabe en relación a la influencia de las hormo­

nas sexuales sobre la función tímica y la respuesta inmunol6-

g ica, a pesar de que desde 1898 se report6 la interrelación -

estrecha entre este órgano y las g6nadas (3). Desde el ini--
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cio se reconoci6 que la glándula del timo sufre una involu-­

ci6n en ambos sexos despu~s de la pubertad y en la aparici6n 

de la función gonadal adulta y que durante el embarazo y la 

lactancia sucede una involuci6n reversible (4). 

Cuando se aislaron las hormonas esteroides fue posi-­

ble hacer una serie de estudios que demostraron que grandes -

dosis de andrógenos o estrógenos provocan una involuci6n tími 

ca. Los estudios de timectomía durante el período neonatal -­

mostraron que hay una interacción recíproca entre las horma-­

nas tímicas y el eje pituitario-ovárico en hembras. En 1969 

Nishizuka y Sakakura reportaron que la timectomja neonatal -­

en el rat6n realizada entre los dos y cuatro días de edad re­

sulta en una alta frecuencia de disgenesia ovárica por la rá­

pida pérdida de oocitos y en un descenso subsecuente del núme 

ro de folículos y de cuerpo lúteo (5). Ahora se sabe que la -

tirnectomía neonatal afecta el desarrollo ovárico en varias ce 

pas de ratones y de híbridos, y también se ha reportado el de 

saTrollo de tumores ováricos. Estos cambios en función ovári­

ca pudcn ser prevenidos por injertos o suspensiones celulares 

de timos, lo que indica la necesidad de la producción de subs 

tancias para la función normal. Por otro lado se sabe que los 

ratones atímicos congénitos deJ genotipo recesivo nu/nu pre-­

sentan una deficiencia en el número de folículos y carecen g~ 

neralmente de cuerpo lúteo (6). 

Otros estudios han mostrado que el timo tiene un pa~-

.:· ... "' . ~ ·, , 
·'•' 
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pel en el desarrollo ovárico en humanos, ya que la ataxia te­

langiectasia presenta un retraso en el desarrollo folicular -

(7). Los datos indican que existe un eje timo-pituitario ov! 

rico en el humano; sin embargo, la naturaleza de la interac-­

ci6n •entre el timo, la pituitaria y el ovario no se ha elucida 

do. 

B. DIFERENCIAS SEXUALES EN LA RESPUESTA INMUNE. 

Son ya bien conocidas en animales de experimentación -

la baja resistencia a infección y las respuestas inmunes más -

débiles de los machos comparadas a las de las hembras; sin em­

bargo, los factores responsables de este fen6meno a6n permane­

cen obscuros. Se han sugerido diferencias en los cromosomas -

sexuales y/o en las hormonas sexuales. Numerosos reportes han 

intentado relacionar estas diferencias en resistencias a infec 

ción y respuesta inmune con diferencias sexuales en la respue~ 

ta inmunol6gica. Estos se pueden organizar en dos categorías: 

1) Estudios en individuos intactos. 

2) Estudios en individuos hormonalmente alterados. 

En la primera categoría se encuentran las observacio-­

nes sobre los niveles de inmunoglobulinas, la resistencia a in 

fección y la respuesta inmune en machos y hembras intactos, 

así como las comparaciones entre hembras normales y las que se 
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encuentran en el ciclo menstrual o embarazadas. En la segunda 

categoría se encuentran los resultados de los experimentos en 

individuos gonadectomizados y de individuos cuyas células han 

sido expuestas a esteroides sexuales ex6genos. 

1. INDIVIDUOS INTACTOS. 

Los datos de los diferentes laboratorios sobre indivi 

duos no tratados son consistentes. Casi todos los estudios -

comparan los niveles de inmunoglobulinas en hombres normales 

y mujeres y muestran que las mujeres tienen niveles más altos 

de IgM que los hombres (8, 9, 1 o) . La gente de raza negra tie 

ne niveles más altos de IgM que la de raza blanca y las muj e-

res negras tienen los niveles más altos de IgM e 1 n de todos 

los grupos. Con respecto a la IgG, la mayoría de los repor-­

tes muestran que las mujeres blancas tienen valores de IgG -­

iguales a los de los varones blancos (10, 11, 12). Los valo­

res de los negros exceden como grupo los valores de los varo­

nes blancos (10, 12). 

Aunque generalmente se acepta una asociaci6n entre -

los niveles de inmunoglobulinas y la capacidad inmunológica, 

los niveles de inmunoglobulinas no siempre indican protecci6n 

contra la enfermedad ni una mejor actuación inmunológica. A 

pesar de ésto, la literatura muestra que los sexos son compa­

rables en términos de susceptibilidad a la infección o res--­

puesta inmune (13, 14) y que las mujeres intactas tienen una 

mayor resistencia a la infección y una respuesta inmune espe-

',-- .-_, ··¡.·_,· .. -.. 
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cifica más alta que los varones intactos (15, 16, 17). 

Comparación con hembras normales en el ciclo ovulato­

rio o embarazadas: Se han llevado a cabo estudios tanto en -

animales corno en humanos de hembras embarazadas versus no em­

barazadas y de hembras intactas en diferentes estadios del ci 

clo ovulatorio para determinar si las hormonas sexuales que -

existen nat.uralmente son las responsables de las respuestas -

inmunes aumentadas en ellas. Casi todos los reportes indican 

que el embarazo está asociado con una reducción en el número 

de células To d~ su función (18, 19, 20). Aún no se ha acla­

rado si la inmunosupresión observada se debe a la presencia de 

gonadotrofinas, progestinas, fetoproteínas u otros factores. 

También se ha reportado que la función de la célula B se en-­

cuentra aumentada (18) y que existe una reversión del cocien­

te B:T (20). Sin embargo, estos hallazgos son aún motivo de -

controversia. Durante el embarazo en humanos los niveles de -

IgA, IgM e IgG se deprimen en el segundo y tercer trimestres 

(21), en tanto que los niveles de IgE o permanecen inaltera-­

dos o son variables. En rat0nes se ha observado que durante -

el ciclo, las respuestas a células T y B se encuentran eleva­

das cuando los niveles de estradiol son altos durante el pro­

estro pero también cuando se han reportado estar bajos, duran 

te el metestro (22). 

2. INDIVIDUOS HORMONALMENTE ALTERADOS. 

a. GONADECTOMIA. A partir de las respuestas inmunes incremen-
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tadas (17, 23) se ha inferido que las hormonas sexuales mas-­

culinas son inrnunosuprAsoras. Sin embargo, los experimentos -

de gonadectomía contienen varios problemas serios que hacen 

difícil la interprctacj6n de los resultados: 1) Se ha visto 

que los efectos positivos o negativos de la gonadectomía son 

similares en los dos sexos. 2) Los resultados son variables 

dependiendo del laboratorio, puesto que unos muestran que la 

gonadectomia aumenta; otros que no tiene efecto; otros más -

que es deletérea con respecto a las respuestas inmunes y la 

resistencia a infección. 3) En los casos en los que se pre-­

senta inmunopotcncinci6n o nrotecci6n post-gonadectomía, ésta 

no persiste. 4) En muchos experimento~ de gonadectomía no es 

tán incluidos los controles adecuados. 5) El reemplazo con 

hormonas seguido de la depleci6n, no revierte uniformemente -

los efectos de la gonadectomía. 

b. ADMINISTRACION DE HORMONAS SEXUALES. 

1) Estr6genos: Los efectos de la administraci6n de -­

hormonas femeninas o sus análogos sobre la res~uesta inmune y 

la protección a la enfermedad constituye un área de controve~ 

sia. La administraci6n de estr6genos aumenta la respuesta a -

eritrocitos de carnero (24), retarda el descenso normal de tí 

tulos de anticuerpos (25) y protege a los ratones contra in-­

fecciones bacterianas (26, 27). Sin embargo, con dosis simila 

res se nan reportado los efec~os contrarios. También se ha en 

,'·, .· 
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contrado que el estradiol incrementa las células formadoras de 

anticuerpos (28) y que el dietil-estibesterol incrementa la 

respuesta anafiláctica en rata (29). No obstante, el tratamieg 

to con estr6genos no tiene efecto sobre otros ensayos y es el~ 

ramente supresivo en las respuestas a Escherichia coli en cob~ 

yos (30),a pneumococo tipo 3 (31), eritrocitos de carnero (32) 

y células tumorales (33); es supresivo del rechazo de injertos 

en ratones (32, 34), de la inmunidad celular asociada a resis­

tencia a Toxoplasma gondhi (35) y de la hipersensibilidad re-­

tardada característica de la poliartritis por adyuvante (36). 

En ratones los niveles sostenidos de estr6genos llevan 

a la reducci6n de la actividad de la célula asesina "NK" (37). 

Los efectos de los estr6genos sobre los macr6fagos no son conQ 

cidos, pero se cree que son mínimos dado que la concentraci6n -

de estradiol en microgramos no inhibe la respuesta al factor -­

inhibitorio de la migración de macr6fagos "MIF". 

La administración de estr6genos a ratones neonatos 

(32) o irradiados de manera subletal (34) no solamente deprime 

las respuestas inmunes sino que resulta en un grave deterioro 

de su desarrollo y en la muerte. En ratones, los compuestos -

estrogénicos causan involución timica y un descenso en el nú­

mero de células que en la glándula residen. En relación a los 

efectos de las hormonas sexuales sobre la disponibilidad de 

las células del sistema linfomieloide, la administraci6n de es 
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tr6genos produce efectos dramáticos. Grandes dosis de estr6ge­

nos conducen a granulocitopenia y a linfopenia (38). En los -

transplantes al tratar con estrógenos a ratones recipientes, -

letalmente irradiados y reconstruidos con células de médula 

ósea (34, 39), resulta en la muerte acelerada del huésped irra 

diado. También sucede cuando los donadores de células han sido 

tratados con estrógenos (39). Los estudios histol6gicos y hema 

tol6gicos muestran que la muerte se debe a defecto de los pre­

cursores de linfocitos para proliferar (34). El tratamiento -­

con estr6genos de las células del recipiendario o del donador 

reduce el número de colonias mielocíticas que se formarán en -

los bazos del recipiente después del transplante (40, 41). 

2) Andr6genos: Los experimentos realizados sobre los -

efectos del tratamiento con andr6genos han dado el mismo tipo 

de resultados conflictivos y no aportan evidencja concluyente 

de que la testosterona es inmunosupresora. 

Mientras que la administraci6n de andr6genos a animales 

intactos n gonadectomizados disminuye la resistencia a infec-­

ción y reduce las respuestas inmunes en muchos ensayos, en 

otros no tiene efecto o inclusive incrementa las respuestas in 

munes y la resistencia a infecci6n. El tratamiento con testos­

terona puede interferir con el desarrollo de la tiroiditis auto 

alérgica (42) pero no tiene efecto en la incidencia <le artritis 

por adyuvante (36). En las respuestas inmunes los efectos de -

las hormonas son variables y parecen depender del laboratorio -
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o del ensayo, así la testosterona puede incrementar o jnhibir 

las respuestas a eritrocitos de carnero (43, 44), a dinitrofe 

nil(DNP) (29) o células tumorales (33), pero no tiene efecto -

en la respuesta de injerto/huésped o rechazo de injertos (44). 

Los resultados del tratamiento con andrógenos en la tiroiditis 

auto-alérgica sugieren que en condiciones especiales los andr~ 

genos pueden modificar la respuesta inmune actuando sobre las 

células supresoras (42). 

La influencia más consistente ejercida por los andróge­

nos sobre el sistema inmune es la inrnunosupresi6n producida en 

pollos. Después de la administración de andr6genos a embriones 

de pollo de 5 a 12 días, las respuestas a albdmina sérica bovi 

na (BSA) (45, 46) endotoxina e influenza tipo A (46); a garna-­

globulina humana, Brucella (46, 47) y dinitrofenil (DNP); a g~ 

rnaglobulina bovina, eritrocitos de carnero y fago X (41), se -

suprimen en pollos recién nacidos (36) y de ocho meses (46). -

El tratamiento con testosterona detiene el CTecimiento del duc 

to y la vesícula en la bursa (48), lo que resulta en involu--­

ci6n, hipoplasia o agenesia, cuyos grados dependen del tiempo 

y de la dosis de andr6geno. La administración de andrógenos -­

tamhién produce atrofia cortical del timo (46). Si se trans-­

planta una bursa normal a huéspedes tratados con testosterona, 

la bursa del huésped no se desarrolla, pero sí se encuentran -

precursores disponibles linfoides del huésped (49), lo que su-
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giere que la acci611 inhibitoria de la testosterona se ejerce 

en el componente epitelial y no linfoideo de la bursa. Esta -

hipótesis se ve reforzada por los recientes hallazgos de cé-­

lulas blanco para andrógeno entre los componentes no linfoi-­

des de la bursa (50). 

En contraste con los efectos de los estr6genos sobre -

la médula 6sea, los efectos estimulatorios de los andr6genos 

sobre la eritropoyesis y la granulopoyesis se encuentran bien 

documentados (51-55). Tanto en la línea eritroide (51, 52) -

como en la granulocítica (51, 53, 54) los andrógenos actúan -

no sólo sobre las células precursoras como la colonia eritroi 

de CPU-E (51) o Ja colonia granulocito/monocito CFU-C (53, 54). 

También actúan sobre las células precursoras menos diferencia­

das como las células pluripotenciales CFU que dan lugar a to-­

das las células de la sangre incluyendo los linfocitos (52,53, 

54-57). 

Estudios anteriores han mostrado que por inyecciones -

múltiples de testosterona, el timo y la médula 6sea se deple­

tan temporalmente de células linfoides y que se desarrolla -­

una linfocitosis transltoria, la cual va acompañada de un el~ 

vado hematocrito y de una granulocitosis sostenida (58). Debi 

do a que en estos experimentos no ocurri6 linf61isis, se infi 

rió que los andrógenos estimulan la liberación de linfocitos 
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del timo y aceleran la diferenciación de las células de la -

médula 6sea hacia las líneas eritroides y granulocíticas. E~ 

tudios recientes apoyan el hecho de que las células pluripo­

tenciales pueden ser inducidas hacia su diferenciación final, 

dependiendo del ambiente, hacia las líneas eritroides, granu­

locíticas o linfoides por los andr6genos (SS, 57). 

Existe la hip6tesis de que la inferioridad del siste­

ma inmune de los machos, comparado al de las hembras, se debe 

a la variabilidad en la sensibilidad a andr6genos y no a la -

concentración de andr6genos en plasma. Los experimentos actu~ 

les, con ratones machos sanos y enfermos, muestran que existe 

una correlaci6n entre la alta sensibilidad a andr6genos y un 

desempeño inmunol6gico inferior (59). 

3) Progesterona: Hay experimentos recientes que sugi~ 

ren que la progesterona prolonga la viabilidad de injertos hQ 

mólogos de piel en monos rhesus o de corazón en ratas. Se cree 

que este esteroide es un inmunosupresor potente, ya que pro--­

longa también la supervivencia de injertos de piel en ratas. 

La progesterona no tiene efecto sobre los macr6fagos.A 

bajas dosis estimula la producci6n de anticuerpos y a altas -

dosis se inhibe significativamente su formación. La progeste­

rona parece tener un papel activo en la función tímica ya que 

el timo murino es capaz de metabolizarla por 20 ~-hidroxila-
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ci6n. (60). 

Basados en la literatura y tomando los argumentos en -

grupo, éstos apoyan que la testosterona y la progesterona son 

inmunosupresores y que los estr6genos son inmunopotenciadores. 

Sin embargo, no se pueden dar conclusiones unificadas con re~ 

pecto al efecto de las hormonas sexuales en la respuesta inm~ 

ne, ya que ni los andrógenos ni los estr6genos ejercen un efec 

to único y perdurable. Existen problemas tanto a nivel de ex­

perimentación como a nivel de interpretación puesto que hay un 

conjunto de factores que pueden influir en las respuestas a -

hormonas, como son: la dosis, el vehículo de suspensi6n de 

las hormonas, la vía de administraci6n, la cepa, la edad o el 

estado fisiológico de los animales. También contribuye el he­

cho de que los andrógenos pueden servir como precursores de -

an~r6genos. El disefio experimental es otro problAma, pues las 

diferencias reales o aparentes pueden ser aumentadas o enmas­

caradas por diferencias en el intervalo entre el tratamiento 

de la hormona y ·el ensayo inmunol6gico y también por los méto 

dos estadí~ticos que se utilizan para el análisis. 

Con respecto al efecto de las hormonas sexuales sobre 

las funciones de los linfocitos humanos normales, probadas in 

vitro, los resultados son consistentes. Los linfocitos culti­

vados en presencia de suero de embarazadas o pu6rperas o con 

progesterona o estradiol (61-6~), presentan una respuesta --

disminuida a PHA (61, 63), Con-A (61), cultivo mixto aut6logo 

(63) (CMA) y PPD (62). La inmunosupresi6n in vitro no ocurre 

en c€1ulas cultivadas con cstriol o 16-hidroxiprogesterona --
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(63). Cuando se añarle testosterona a cultivos de linfocitos los 

resultados son los mismos que los observados con estradiol y -

progesterona (61-63). El estradiol en linfocitos de sangre pe­

riférica jncrementa el número de r.élulas secretoras de anti--­

cuerpos d~terrninadas por el ensayo de células foTmadoras de -­

placa (64). La progesterona produce incremento en la actividad 

supresora inducida por Con-A (65). 

C. HORMONAS SEXUALES Y AUTOINMUNIDAD: 

1. MODELO MURINO NZB/NZW. La disponibilidad del modelo 

del ratón NZB/NZW Fl, que t3ene muchas de las características 

del lupus eritematoso generalizado humano (LEG), ha permitido 

estudjar la influencia tanto de los andrógenos corno de los es 

tr6genos y de los progestágenos en el proceso de la enferme-­

dad. 

Los ratones NZB/NZW F1 desarrollan espontáneamente en~­

fermedad autoinmune (66, 67) caracterizada p~r la formación de 

anticuerpos a eritrocitos de carnero, a timocitos, a células T 

y ácidos nucleicos princinalmente de una cadena (DNAss) y por 

el desarrollo de una glomerulonefritis por complejos inmunes -

fatal. En esta cepa, al igual que en el LEG humano, los rato-­

nes hembras B/W desarrollan la enfermedad más tempranamente -­

que los machos (68, 69). Los anticuerpos sufren un cambio de -

IgM a IgG duTante el curso de la enfermedad (70) que es ante­

rior en las hembras. El desarrollo de anticuerpos a DNA est~ 

asociado con una morbilidad y mortalidad incrementadas. 

No se cuenta con una explicaci6n para las diferencias 
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relacionadas con el sexo. Una serie de investigaciones en el -

ratón B/W ha dado luz a esta pregunta y, para determinar el pa 

pel que las hormonas sexuales juegan en la expresión de la au­

toinmunidad, se han realizado experimentos de castración prepu 

beral y retardada únicamente o acompañada de la administración 

sostenida de varias hormonas sexuales. Se ha encontrado que la 

castraci6n prepuberal de las hembras del ratón híbri<lo NZB/NZW 

no tiene influencia sobre la mortalidad, mientras que lacas-­

traci6n prepuberal del macho B/W causa la muerte prematura y -

aumenta la formación de autoanticuerpos. La castración nrepub~ 

ral combinada con la administraci6n de estradiol (17-S) (E-2) 

aumenta la mortalidad y el desarrollo de autoanticuerpos y prQ 

picia la nefritis por complejos inmunes en los dos sexos. La -

mortalidad se redujo significativamente en machos castrados -­

cuando se les trató con progesterona, aunque ambos sexos tuvie 

ron los niveles más altos de autoanticuerpos. El tratamiento -

sostenido de testosterona y 5 ~-DHT suprimió los parámetros 

autoinmunes. Los efectos supresivos de los andrógenos no se de 

bieron a sus propiedades anabólicas. La terapia de andr6genos 

dada a hembras de tres meses intactas o de seis meses castra-­

das increment6 significativamente la supervivencia sin afectar 

los niveles séricos de anticuerpos anti - DNA. Estos resulta­

dos demuestran que las hormonas sexuales modifican significat.!_ 

vamente la enfermedad autoinmune en los ratones B/W; los andr6 

~nos ejercen una influencia protectora en tanto que los estr6 

genos y en cierto grado la progesterona aceleran el proceso de 

la enfermedad (71, 72). 

'~·: ::~ 
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En las hembras NZB y en los machos castrados, los anti 

cuerpos anti-celulas (73) también aparecen más tempranamente. 

Los machos producen títulos más bajos que las hembras. Esto -

no está relacionado con el cromosoma Y ya que las hembras a -

las que se les administró testosterona tuvieron la misma res­

puesta que los machos. Algunos investjgadores han descrito -­

una respuesta ligada al cromosona X hacia ciertos polinucle6-

tidos naturales y sintéticos, en ratones. Existe duda de si -

estas respuestas a anticuerpos estRn genéticamente controla-­

das y la pregunta fundamental es c6mo las hormonas sexuales -

modifican estos procesos. 

Otros de los datos de las investigaciones sobre lupus 

murino sugieren un papel de los andr6genos en ~l desarrollo -

de la tolerancia inmunol6gica. Todas las capas de ratones con 

LEG tienen una tolerancia inmune defectuosa y se piensa que -

este defecto se debe a la ausencia de andr6geno o a la ausen­

cia de células respondedoras. 

Muchos investigadores piensan que los estr6genos <leer~ 

cen la función de la célula T supresora, mientras que los an­

dr6genos incrementan la función de la célula T supresora y 

disminuyen la formación y remoci6n de complejos inmunes de la 

circulación. 

El sitio de acción de los andrógenos según se ha repoE 

tado, es el timocito en virtud de que los andrógenos modulan 

las células en transición de la médula ósea al timo. Usando -

la 20 a-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (20a-SDH) como un mar 
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cador de célula T, se ha encontrado un descenso en los timon­

citos y un incremento en las c~lulas T supresoras después de 

la administración de andr6genos (74). 

2. HUMANO: Desde hace mucho tiempo, se ha sospechado 

que las hormonas sexuales juegan un papel muy importante en -

la enfermedad autoinmune, en el humano, por la mayor inciden­

cia de mujeres, observada en casi todas las enfermedades del 

tejido conjuntivo. Aunque la evidencia apunta a una interac-­

ci6n de factores genéticos e infecciosos en la etiología de -

LEG (lupus eritematoso generalizado), cualquier teoría de la 

causa debe explicar el hecho de que la incidencia en mujeres 

después de la pubertad es de 9:1 hombre (75) y de que el emb~ 

razo (76) y los agentes estrogénicos afectan la expresi6n fe 

notfpica de la enfermedad. 

El LEG en el hombre es muy raro; es interesante el he­

cho de que se ha descrito el síndrome de Klinefelter (genoti-

po XXY) asociado a LEG, y se ha pensado que es más frecuente que 

en hombres normales (77). Se ha crerdo que los estr6genos pro 

mueven el proceso de la enfermedad ya ·que los hombres con sín 

drome de Klinefelter frecuentemente desarrollan ginecomastia 

y cáncer de mama y también pueden ser más propensos a desarro 

llar LEG. La ocurrencia de LEG en hombres con síndrome de Kli 

nefelter t~mbi6n ha hecho surgir la pregunta de si la deficien 

cía de andr6genos es un factor predisponente de la enfermedad 

o si lo es la estimulaci6n cr6nica estrogénica. Esta última·-

se encuentra apoyada por el hecho de que un exceso de anticon 
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ceptivos orales estrogénicos parece agravar la enfermedad y de 

que la extirpaci6n gonadal de una hembra rnonocig6tica de una -

pareja de gemelas previno la posibilidad de desarrollar LEG -­

( 7 8) . 

Estudios previos han indicado que a pesar de que la ca~ 

tidad total de estr6genos recuperados en mujeres con LEG es -­

normal, la actividad de estradiol puede resultar en una activi 

dad estroeénica incrementada puesto que se encontraron anorma­

lidades en el patr6n hormonal del metabolismo femenino. El me­

tabolismo de estradiol en LEG,por medición de metabolitos uri­

narios después de una inyecci6n de estradiol tritiado,revel6 -

en los hombres una elevación de 16 a.-hidroxiestrona, mientras 

que en las mujeres fue de 16 a-hidroxiestrona y de estriol 

(79). La 16 a-hidroxiestrona parece ser altamente estrogénica 

a juzgar por parámetros tales como la uni6n al receptor de ci 

tosol de estr6genos, y su potente actividad uterotr6fica en -

la rata después de una administraci6n sostenida y porque la -

16 ~-hidroxiestrona tiene propiedades químicas 6nicas que ha­

cen que se una covalentemente a una gran variedad de proteí-­

nas séricas y de componentes de membrana. Cuando se valoró P.l 

estado androgénico a los pacientes masculinos con LEG se en-­

contr6 que los niveles de testosterona en el suero, de hormo­

na luteinizante y folículo-estimulante, eran normales (80) .­

No htilio hipogonadismo o deficiencia de andr6~enos, por lo que 

se concluy6 que éste no es un requisito necesario para el de­

sarrollo de LEG en hombres. Estudios recientes han sugerido.­

que los andrógenos en plasma de hembras con LEG son muy bajos, 
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y otros datos indican que la oxidación de la testosterona en -

mujeres con LEG es anormal (81). Los productos de la oxida--­

ci6n a C-17 de la testosterona pueden potencialmente volverse 

estrógenos. De ahí que el defecto contribuiría a elevar los 

niveles de estrógenos y a reducir los niveles de testosterona. 

El LEG no es la única enfermedad reumática en la cual -

las hormonas sexuales tienen importancia. Se ha visto que la -

gravedad de la artritis reumatoide es menor en pacientes que -

utilizan anticonceptivos orales. Además, las pacientes con ar­

tritis reumatoide mejoran importantemente de la enfermedad o -

bien se les inactiva durant.e el embarazo. 

III. INTRODUCCION AL PROYEC.TO DE INVESTIGACION. 

Una de las líneas del programa de investigaci6n que se 

lleva a cabo en el Departamento de Inmunología y Reurnatología 

del Instituto Nacional de la Nutrición Salvador Zubirán, es -

la del estudio de la regulación de la red inmunológica, tanto 

en individuos normales, como en la enfermedad autoinmune. 

El estudio sistemático que se ha realizado en el Depa~ 

tamento sobre los circuitos de inmunorregulaci6n revela que -

existen alteraciones cuantitativas y funcionales de las célu­

las de los pacientes con diferentes enfermedades autoinmunes. 

El estudio de los circuitos de inmunorregulaci6n de lupus eri 

tematoso generalizado (LEG), artritis reumatoide (AR), enfer­

medad mixta del tejido conjuntivo (EMTC), esclerosis general! 

zada progresiva (EGP), derrnatopolimiositis y síndrome de· 
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Sjogren primario (SS) sustenta la teoría de que la autoinmu­

nidad sucede por aberraciones inmunorregulatorias que son -­

particulares de cada enfermedad, 

En la regulaci6n de la red inmunológica participan -­

múltiples factores genéticos y virales, así como también li~ 

focinas, hormonas sexuales y factores tímicos, cuyo papel -­

tendr~ que descubrirse antes de llegar a comprender los as­

pectos obscuros de cada una de las enfermedades autoinmunes. 

En el Departamento se han realizado estudios sobre el 

papel del factor tímico sérico y se están llevando a cabo es 

tudios sobre los factores genéticos y sobre el papel de las 

linfocinas interleukina - 1 e interleukina - 2 por lo que se 

decidió explorar el papel de las hormonas sexuales sobre la 

respuesta inmunológica del humano, puesto que casi toda la -

información se ha circunscrito al sistema murino y han sido 

muy pocos los estudios que se han llevado a cabo sobre los 

efectos directos de éstas in vitro o in vivo en el hombre. 

Las hormonas sexuales juegan un complejo papel homeostático -

sobre la función del linfocito. El estudio de la inmunoendo-­

crinología en el humano seguramente revelará funciones impor­

tantes y aportará información sobre la regulaci6n del sistema 

inmunológico normal así corno de la enfermedad autoinmune. El 

conocimiento del papel de los andrógenos como posibles inmun~ 

supresores podrá conducir a nuevos y efectivos tipos de tera­

pia para el tratamiento de estas enfermedades. 

A. CARACTERISTICAS DEL SISTEMA DE ESTUDIO. 
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El sistema que se seleccionó para el estudio fue el -

de la estimulaci6n por lectinas mitogénicas (82), ya que ha 

servido como modelo para la investigaci6n del sistema inmune 

lógico y también para monitorizar el efecto de drogas inmuno 

supresoras. 

Una de las características principales de las lectinas 

es la capacidad de interactuar con los linfocitos y estimula~ 

los a la inducci6n de la transformaci6n blástica. Los cambios 

rnorfol6p,icos y bioquímicos que suceden en los linfocitos esti 

mulados por lectinas in vitro semejan a muchas de las reacciQ 

nes inmunes inducidas por antígenos in vivo. Las células blás 

ticas son capaces de sintetizar inmunoglobulinas de manera si 

milar a las células estimuladas por antígenos in vitro. Sin -

embargo, en tanto que un antígeno particular estimula solame~ 

te una proporci6n reducida de linfocitos (O.ozi - 0.1%), las 

lectinas estimulan una proporción considerable (30% - 60%). -

Las lectinas pertenecen al grupo de activadores policlonales y 

exhiben una pronunciada especificidad con respecto al tipo de 

linfocito que activa. Se ha encontrado especificidad tanto de 

especie como de clase para las células T y para las B. Las 

lectinas nueden inclusive distinguir entre subpoblaciones -

de linfocitos de la misma clase u 6rgano. El rnit6geno de 

pokeweed (PWM) o fitolaca americana (Phytolacca americana p.m. 

= 134,000) estimula pref~rentemente células B, de manera T-d~ 

pendiente. La Fitohemaglutininn (PHA) (Phaseolus vulgaris, p. 

m. = 120,000) estimula solamente linfocitos T y la Concanava--
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lina-A (Con-A) (Canavalia ensiformis, p.m. = 102,000) estimu­

la células T. La PHA y la Con-A no son capaces de estimular 

a pohlaciones puras de linfocitos B; sin embargo, éstos pue-­

den responder a estas lectinas cuando se encuentran en mezcla 

con células T. 

Uno de los principales efectos de la interacción de -­

las células con las lectinas es el de disparar a células laten 

tes hacia un estado de crecimiento y proliferaci6n. Los cam-­

bios que ocurren tempranamente son a. nivel de membrana e inclu 

yen un aumento en la permeabilidad para varios metabolitos, -­

glucosa, aminoácidos y iones como el Ca y K, y una aceleraci6n 

en el recambio de fosfolípidos de membrana. Los eventos intra­

celulares iniciales son la acetilaci6n de histonas, la fosfori 

lación de proteínas nucleares y la modificación del metabolis­

mo de carbohidratos y lípidos. Después de 10 a 20 horas, la 

síntesis de RNA y proteína se acelera y se observan cambios 

morfológicos. A las 48 horas la síntesis activa de DNA comien­

za y las células entran a mitosis. La estimulación mitogénica 

se ha determinado por ensayos morfológicos, autorradiogr~ficos 

y ahora se hace mediante la cua11tificaci6n de la incorporación 

de precursores radioactivos como la timidina, la uridina y la 

leucina marcadas, al DNA, RNA y proteína. En la actualidad se 

dispone de la citofluorografía, el sistema más sensible para -

cuantificar números absolutos de células que responden. 

En la estimulaci6n por un antígeno policlonal o un mi­

t6geno, para que se lleve a cabo la proliferaci6n, se requie-­

re de distintas interacciones entre las células y los distin--
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tos tipos de células. Algunas de ellas son mediadas por el 

contacto directo entre células (contacto entre membranas, -­

eventos de presentación Je antígenos) o por factores solubles 

llamados linfocinas que funcionan como señales de amplifica-­

ci6n. 

Se sabe que se requiere de la producción y acción de -

la monocina interleukina-1 (IL-1) de macr6fagos como una se­

gunda sefial regulatoria de las células T cooperadoras activa­

das, para que produzcan una variedad de linfocinas inrnunopo-­

tenciadoras, como la interleukina-2 (IL-2). Para la prolife­

ración de la célula T, se requieren dos subpoblaciones: la de 

células productoras de IL-2 y una subpoblación de células T -

activadas respondedoras de IL-2 que simultáneamente adquieren 

la capacidad de reaccionar a la IL-2 como resultado de la ac­

tivación con el mitógeno o antígeno. Esta capacidad de respue~ 

ta es mediada por la adquisición de receptores de superficie -

para IL-2. La señal de proliferación es mediada por IL-2 y -­

promueve la expansión de cualquier clona de célula T activa-­

da (Figura 2) . 

A la interleukina-2 se le ha adscrito un amplio espec­

tro de acciones biológicas. Así, induce la proliferación de ti 

mocitos y aumenta la proliferación y generación de células T -

citotóxicas por células T estimuladas con aloantígenos y en el 

proceso induce la síntesis de interferón. Contribuye como se­

ñal secundaria en la activación de células T cooperadoras anti 
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geno-específicas y es capaz de tenerlas en cultivo durante 

largo tiempo. Todas sus actividades son una manifestación se 

cundaria de un proceso común, que es la activación de linfoci 

tos T. 

Después de 72-96 horas de estimulaci6n se detectan fun 

ciones diferenciadas de los linfocitos activados. Las diver­

sas linfocinas activan diferentes células involucradas en una 

interacción en cascada cuyo resultado final es la generación 

de células T citot6xicas y la producción de inmunoglobulinas -

por células B. 

·:~ • '. 

B. OBJETIVO. 

El objetivo de este trabajo fue el de investigar el -­

papel que juegan los andrógenos testosterona y 5 a-dihidrotes­

tosterona sobre la respuesta inmune in vitro, de individuos 

jóvenes masculinos sanos, así como el de determinar sus efec-­

tos sobre ciertas funciones linfocitarias y establecer el ni-­

vel por medio del cual los ejercen analizando el mecanismo so­

bre el sistema modelo anteriormente descrito de estimulaci6n 

de la proliferación, en el que podrían manifestarse: 

1) A nivel del proceso de activación de linfocitos, 

en cualquiera de sus etapas como por ejemplo, la síntesis de 

macromoléculas. 

2) A nivel de la síntesis de mediadores inmunes, -­

por un efecto sobre la producción de factores de crecimiento. 

3) A nivel de las interacciones de las moléculas re 
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gulatorias sobre sus células blanco. 

El primer nivel se analiz6 mediante el estudio de los 

efectos de los andr6genos sobre la proliferaci6n en respuesta 

a los mit6genos de PWM, PHA y Con-A cuantificando la síntesis 

de macromoléculas por medio de la incorporación de timidina y 

uridina tritiadas al DNA y RNA. También se analizaron los 

efectos sobre las curvas dosis-respuesta a los mit6genos sobre 

la toma de timidina y los efectos sobre la cinética de prolif~. 

ración. Se estudiaron las fases del ciclo celular que fueron 

susceptibles a los andrógenos mediante citofluorografía. El -

segundo nivel se estudió mediante la determinaci6n del efecto 

de los andrógenos sobre la producci6n de interleukina-2 utili­

zando el microensayo de actividad de IL-2. Los experimentos -

de adición de IL-2 a cultivos tratados con hormona proporcio-­

nan información sobre los efectos de los andr6genos a este ni­

vel. 
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MATERIAL Y METODOS 

I. INDIVIDUOS. 

Se estudiaron individuos masculjnos jóvenes (edad: 16-

33 años,X = 24) que no estaban bajo tratamiento con medicamen 

tos. 

II.OBTENCION Y AISLAMIENTO DE CELULAS. 

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periféri 

ca venosa recién extraída en jeringas heparinizadas (IO IU/ml). 

La sangre se diluyó en un volumen igual de solución amortigua­

dora de salina fosfatos a ph de 7.4 (PBS). La mezcla se vir-­

tió sobre un gradiente de ficoll-hypaque (Pharmacia Fine Che­

micals, Uppsala, Sweden/Winthrop de México) y las células se -

separaron por centrifugaci6n durante 15 minutos a 2,400 rpm. -

Los eritrocitos y granulocitos quedaron en la parte inferior -

del gradiente y las células mononucleares (CMN) se recuperaron 

de la interfase. Estas se lavaron tres veces con PBS por cen-­

trifugaci6n a 1,200 rpm. durante 15 minutos. Las CMN se conta­

ron en un hemocitómetro Ne11bauer y se les determinó viabilidad 

con tinci6n de azul tripano (Sigma, St. Louis Mo.). 

Las CMN fueron resuspendidas en Medio Minimo Esencial 

de Eagle (Grand Island Biological Cornpany, Grand Island, New 

York) suplementado con una concentración final de 1% de L-gl~ 

tamina (Sigma Chemical Company, St. Louis Mo.) y 1% de penici 
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lina (100 U/ml) estreptomicina (100 mg/ml) (MEM) y 10% de sue 

ro fetal de ternera libre de gamaglobullnas (SFT) (Grand 

Island Biological Company, Grand Island, New York) inactivado 

a S6°c por 30 minutos. El ph se ajust6 a 7.4 con bicarbonato 

de sodio .SM. 

Las hormonas esteroides androgénicas testosterona y --

5 a-dihidrotestosterona (Steraloids Pauling, New York), puri-

ficadas y recristalizadas, se disolvieron inicialmente en me-

tanol (Baker Analyzed) a una concentraci6n de 2 mg/ml y se --

prepararon diluciones seriadas en metanol. Se colocaron alí--

cuotas con concentraciones de las hormonas de .001 µg~Ol µe, 

) pg, 1 µg, 10 pg y 50 pg en un volumen de 10 a 25 µl, en tu­

bos de vidrio, y se dejaron a temperatura ambiente por un mí­

nimo de tres horas, para la evaporación del solvente. 

III. MICROl.ULTIVO DE LINFOCITOS. 

A) ESTIMULACION MITOGENICA. En condiciones de esteri­

lidad, la suspensi6n celular se ajustó a 2 x 10 6 células/mi 

de medio de cultivo y se resuspendi6 con las respectivas con 

centraciones de hormona. Se coloc6 una cantidad 0.1 rnl cante 

niendo 2 x 10 5 c~lulas en cada pozo de placas de microculti­

vo de fondo plano (Costar, Cambridge, Mass.). Se añadi6 una 

cantidad de 0.1 ml de mit6genos resuspendidos en medio de -­

cultivo a la concentraci6n óptima probada previamente. El -

rnit6geno de pokeweed o Fitolaca Americana (Gibco) se afiadi6 
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a una dilución final de 1 :40. La Fitohemaglutinina (Difco, 

Detroit, Mi ch.) se utilizó a una dilución final de 1 :1000. De 

una solución fresca de Concanavalina-A de 500 µg/ml se aftadi~ 

ron 1.25 ~g por pozo. I.os cultivos control de cada mitógeno -

se prepararon bajo idénticas condiciones sin la adición de e~ 

teroide a la suspensión celular. Se destinaron pozos para eva 

luar la reactividad espontánea. Los cultivos basales se prepa 

raron para cana concentración de hormona sin adición de m1t6-

geno. Cada condición experimental se realizó por triplicado. 

En los experimentos destinados a evaluar la curva do-­

sis respuesta a mitógenos en presencia de 5a -dihidrotestostP. 

rona, los tres mjtógenos se utilizaron en diferentes concen-­

tracione~. Se probaron las siguientes diluciones iniciales de 

Fitolaca Americana: 1:5, 1:10, 1:20, 1 :40, 1:80, 1:100, 1:200. 

De Fitnhemaglutinina se utilizaron diluciones de 1:100,1:200, 

1:400, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000. De Concavalina~A se -

utilizaron las concentracionAs de SO µg, 25 pg, 12.5 pg,S µg, 

2.S µg, 1.25 pg, .75 µg,375 µg. 

La incubación se llevó a cabo a 37°C en una atmósfera 

humidificada al 100% con 5% de co2 y 95% de aire, durante 66 

horas de cultivo. En los experimentos específicos de cinéti­

ca de proliferación en respuesta a estimulación mitogénica,se 

seleccionaron los tiempos de incubación de 18, 42, 66, 90, --

114 y 138 horas . 

. ;l'' 
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B) DETERMINACION DE LA TNCORPORACION DE NUCLEOTIDOS -

RADIOACTIVOS. Los efectos estimulatorios de los mit6genos se 

evaluaton mediante la adici6n de 0.5 µC de timidina 
3

H de una 

actividad específica de 6.7 Ci/mmol. y de uridina 3H de una -

actividad específica de 25 Ci/mmol (New England Nuclear, Bos-

ton, Mass.), a cada pozo, 18 horas antes de terminar el peri~ 

do de cultivo. 

Los experimentos específicos en que se marcaron los -­

cultivos con cantidades crecientes de timidina extracelular -

desde 7 43 x 10-S hasta 7.43 x 10- 3 M. A la tirnidina tritia 

da se le añadieron cantidades crecientes de timidina fría 

(Sigma, St. Louis, Mo.) para obtener las concentraciones entre 

7.43 X 10- 6 y 7.43 X 10 - 3M. 

Las células se cosecharon en papel filtro de fibra de 

vidrio (M.A. Bioproducts) con un cosechador MASH II automático 

(Microbiological Associates). Los discos se dejaron secar a -

temperatura ambiente y se colocaron en 5 ml de mezcla de cen-

telleo líquido. (PPO 19.6 g (New England Nuclear, Boston, Mass.) 

POPOP .45 g, 3 lt de tolueno (Baker Analyzed) y 500 ml de al--

cohol etílico (Baker Analyzed). Se colocaron los viales en el 

espectrofotómetro de centelleo líquido para radiación a y se -

contaron durante un minuto. 

Las cpm promedio de los filtros triplicados se calcula­

ron y los resultados se expresan en cpm o en porcentaje de inhi 

bición de la incorporaci6n, del nucleótido radioactivo, con --
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respecto a los cultivos control, mediante la siguiente fórmu-

la: 

cpm control 
PorcentaJ·e de inhibici6n = 1 - - X100 cpm tratado con 5 et DHT 

IV. ANALISIS DEL CICLO CELULAR. 

A) ESTIMULACION MITOGENICA. En condiciones de esterili­

dad, se cultivaron 1 x 10 6 CMN en presencia de 5 et -DHT 

(0.001 µg/ml hasta 50 µg/ml) en un ml de MEM suplementado con 

10% SFT. Los cultivos basales se prepararon para cada concen­

tración de esteroide sin la adici6n de rnitógeno. Los cultivos 

control se prepararon sin la adici6n de hormona. El mit6geno -

de PWM se utilizó a una dilución final de 1:160. La PHA. fue -

añadida a una dilución final de 1:500 y la Con-A a una concen­

tración final de 1.25 µg/rnl. Todas las concentraciones de mi­

t6genos habian sido previamente determinadas como 6ptimas para 

la respuesta de linfocitos en cultivo en tubo. Las células se 

cosecharon y fijaron a las 72 horas de cultivo con 70% de eta­

nol (Baker Analyzed) y se conservaron a 4°C por un mínimo de -

18 horas. 

B) DETERMINACION DEL CONTENIDO CELULAR DE DNA. Las célu 

las fijadas con 70% de etanol se centrifugaron, decantaron y -

resuspendieron en un rol.de 40% de etanol. Para teñir el DNA 

nuclear, las células se centrifugaron y resuspendieron en un -

ml. de bromuro de etidio (Calbiochern, La Jolla, Ca.), fluoro-~ 
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cromo que se intercala en el UNA de doble hélice emitiendo -

fluorescencia de una longitud de onda 600 nm, disuelto en -­

una solución al 1% de citrato de sodio, a una concentración -

de 5 µg/rnl como fue descrito por Lepecq & Paoletti (84). Se -

utilizaron controles, a lo largo del estudio, consistentes en 

células digeridas con ribonucleasa (Sigma) para asegurarse de 

la especificidad de la tinci6n (85). 

El análisis del contenido de DNA de las células permi­

te la deterrninaci6n de la fase del ciclo celular en que se e~ 

cuentran en el momento de fijarlas. La cantidad de DNA intra­

celular aumenta secuencialmente con la yrogresi6n del ciclo -

celular de fase G0 G1 de reposo a fase S y G2 de premitosis. 

Para el análisis del contenido de DNA se utilizó un -­

ci tofluorógrafo FC-200 (Ortho, Diagnostic Instruments, West­

wood, Ma.) conectado a un osciloscopio con analizador de cana 

les múltiples (86). En este equipo la fluorescencia es genera 

da por cada célula al pasar por un flujo laminar de agua a -­

través de un prisma de cuarzo, donde inside un rayo laser de -

argón de 488 nrn, con filtros apropiados interpuestos. Las se­

ñales son capturadas por un fotomultiplicador y proyectadas -

en un osciloscopio donde se miden dos parámetros (intensidad 

de fluorescencia verde y fluorescencia roja) que determinan -

la posición de un punto que representa a cada célula. El cito 

grama muestra células agrupadas por características comunes. 

El uso de umbrales electr6nicos permite la eliminación automá 

tica de células muertas o de detritus celular. Se puede obte-
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ner un histograma de la distribución celular de los citogra-­

mas en el analizador de canales y éste puede ser fotografiado. 

El instrumento fue calibrado con timocitos de ternera -

fijados (Ortho) para el laser de argon. Los coeficientes de v~ 

riaci6n con estos controles fueron menores de dos. Todos los 

estudios fueron realizados bajo las mismas condiciones de in-­

tensidad del laser, ganancia, presi6n en el sistema y flujo. -

Un número de 10,000 células fue analizado por triplicado para 

cada condición experimental. 

V. PURIFICACION DE CELULAS T. 

Las poblaciones de células T purificadas se aislaron -

de CMN mediante la formación de rosetas E con eritrocitos de 

carnero. Las células se resuspendieron a una concentraci6n fi 

nal de 4 x 10 6 en 2 ml de MEM suplementado con 20\ de SFT. A 

la suspensión celular se le añadió un volúmen de una suspen-­

sión de eritrocitos de carnero al 4\ (previamente lavados) y 

0.5 ml de SFT. Las células se centrifugaron de 10,000 rpm du 

rante 10 minutos y las rosetas se incubaron durante 18 horas. 

Después de este período las rosetas se suspendieron suavemen­

te en frío y se colocaron sobre un gradiente de ficoll-hypaque 

y se centrifugaron a 1,400 rpm durante 40 minutos a 4°c. Las 

células No-T se recuperaron de la interfase.Las rosetas T se 

separaron en el fondo del tubo y se lisaron con agua desioniz~ 

da. Tanto las células No-T como las T se lavaron tres veces en 

medio de cultivo. 
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Las células T se ajustaron a 2 x 10 6 /ml en MEM con 10% 

de SFT. Los cultivos de celulas T tratadas con 5 ~-DHT y esti 

muladas con PHA y Con-A se realizaron de manera idéntica a -

la descrita en microcultivo de linfocitos. 

VI. IDENTIFICACION DE CELULAS PRECURSORAS POSTIMICAS. 

Se identificaron y cuantificaron las células precurso­

ras postímicas mediante su capacidad de formar rosetas con 

eritrocitos autólogos. Se incub6 una suspensión celular de 

CMN a 2 x 10 6 en 0.2 ml de MEM con 0.5 ml de suero aut6logo -

diluido en medio de cultivo en relación 1:5 durante 30 minutos 

Las CMN se pusieron en contacto con las seis concentra 

ciones de 5 a-DHT y la incubación se llevó a cabo en presencia 

de la hormona. El control consistió en CMN sin adición de la -

hormona. Cada condición se preparó por duplicado. Al término 

de este período se añadieron 16 x 106 eritrocitos aut6logos -

contenidos en 0.8 ml de MEM y se centrifugó la mezcla a 1,000 

rpm durante cinco minutos. La mezcla se dejó incubando durante 

18 horas a 4ºc . Las rosetas se resuspendieron suavemente en -

frío y se tiñeron con tinci6n supravital (Stesnheimer-Malbin). 

Inmediatamente se contaron en el hemocitómetro 300 linfocitos. 

Se consideró roseta a aquella que contenía una célula con tres 

o más eritrocitos. Se determinó el porcentaje de células forma 

doras de rosetas autólogas. 
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VII. PRODUCCION DE INTERLEUKINA-2. 

Para producir interleukina-2 (87) se estimularon linfo­

citos de sangre periférica ajustados a 1 x 106 /ml en MEM suple 

mentado con 5% de SFT con Fitohemaglutinina a una diluci6n fi­

nal de 1:1,000 durante 48 horas a 37°C. Los cultivos control 

se prepararon sin poner a las células en contacto con la hormo 

na esteroide. Las células también se incubaron en presencia de 

5 a-dihidrotestosterona a las seis concentraciones. Se destina 

ron tubos para cuantificar la producción basal de IL-2 consis­

tentes en células en medio de cultivo, sin mit6geno. A las 48 

horas los sobrenadantes de cultivos se colectaron por centrif~ 

gación a 2,000 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes se -­

filtraron por un disco de 0.45 µm (Millipore Corporation, 

Bedford, Ma.) y se almacenaron a - 20°c hasta que se les reali 

zó el ensayo de actividad de IL-2. 

Tres series de sobrenadantes producidos en presencia de 

todas las concentraciones de 5 a-dihidrotestosterona fueron ab 

sorbidos con carbón lavado y activado/dextrán T-70 (Sigma) du­

rante 30 minutos a 4°C con la finalidad de remover el posible 

esteroide libre. El carbón fue extraído por centrifugación a -

3,000 rpm durante 15 minutos a 4°c. 

Se produjo IL-2 de referencia en las mismas condiciones 

descritas anteriormente. Se efectuó un tratamiento para remover 

la posible lectina remanente que consistió en la incubaci6n de 

5 ml de sobrenadante con 0.1 ml de bot6n de eritrocitos debo­

rrego (previamente lavados) durante una hora a 37°C. La mezcla 
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se centrifug6 a 2,000 rpm y se recuper6 el sobrenadante. El -

mismo procedimiento se repitió dos veces. 

Para comparar la IL-2 producida en el laboratorio, se 

utiliz6 JL-2 comercial libre de lectinas (Associated Biomedic 

System, Buffalo, New York). 

VIII. MICROENSAYO DE ACTIVIDAD DE INTERLEUKINA-2. 

La actividad de interleukina-2 contenida en los sobre 

nadantes producidos como se describió anteriormente, fue de­

terminada en un rnicroensayo basado en el mantenimiento de la 

proliferación de células dependientes de IL-2. Para este pr~ 

p6sito, se activaron células indicadoras mononucleares huma-­

nas normales a 1 x 106 /ml, con PHA a una diluci6n final de --

1: 1,000, durante 48 horas. Las células fueron lavadas varias 

veces con PBS y se sostuvieron en cultivo por lo menos duran­

te nueve días en MEM con 10% de suero fetal suplementado con 

IL-2 libre de lectinas. Cada 72 horas se realiz6 el cambio de 

medio y la incubación se llevó a cabo a 37°C en botellas. 

Las cólulas se utilizaron tres dias despu6s de la dlti 

ma adición de IL-2. Las células activadas se lavaron y fueron 

resuspendidas en medio de cultivo con 10% ¿e SFT y se sembra­

ron por triplicado, 10 4 células en 100 µ1 en cada pozo de pl~ 

cas de microcultivo. Se añadieron los sobrenadantes que cont~ 

nían IL-2, tanto los controles como los producidos con 5 ~-di 

hidrotestosterona y los basales de cada concentraci6n de hormo 
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na, a tres diluciones finales (1:2, 1:4, 1:8). Se incluyeron 

controles de IL-2 comercial libre de lectinas y de IL-2 de re 

ferencia. Cada condición experimental fue preparada por tri-­

plicado. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas. 

Después de este período de cultivo se les dio un pulso de 0.5 

µC de rnetil- 3H timidina con una actividad específica de 6.7 

Ci/mmol durante 12 horas adicionales de cultivo. Los cultivos 

se cosecharon y se determinó la incorporaci6n de timidina tri 

tiada. La proliferaci6n de las células activadas inducida por 

la exposici6n a los sobrenadantes fue expresada como la media 

de las cpm de cultivos triplicados y como unidades de activi-

dad. 

IX. ADICION DE INTERLEUKINA-2 A CULTIVOS TRATADOS CON Sa-DHT 

NO ESTIMULADOS Y ESTIMULADOS CON PHA Y CON-A. 

Se cultivaron linfocitos de sangre periférica en pre-­

sencia de todas las concentraciones de 5 n-dihidrotestosterona 

en placas de microcultivo, tal y como se describi6 anteriormen 

te. Los mitógenos se añadieron en 20 µl a concentraciones ini-

ciales de 1/100 de PHA y de 1/4 de una soluci6n de Con-A de --

500 µg/ml. Tanto a los cultivos basales como a.los estimulados 

con PHA y Con-A se les añadió IL-2 de referencia o comercial a 

tres diluciones finales de 1:2, 1 :4, 1:8 desde el inicio del 

cultivo. La proliferaci6n celular se deterrnin6 por incorpora-­

ci6n de timidina tritiada al DNA a las 66 horas de cultivo. El 

pulso y la cosecha se llevaron a cabo de manera igual a la des 

crita. 
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X. ESTAD_!J)TICA. 

Los resultados se analizaron mediante el análisis de re 

gresión lineal. 

RESULTADOS 

I. EFECTO DE LA TESTOSTERONA Y S a-DIHIDROTESTOSTERONA SOBRE -

LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS NO ESTIMULADOS Y ESTIMULADOS 

CON PWM, PHA Y CON-A. 

En experimentos iniciales se caracteriz6 una curva de 

dosis-respuesta para testosterona y S a-dihidrotestosterona 

con niveles fisiológicos y farmacológicos de las hormonas, en 

concentraciones que fueron desde 0.001 µg/ml hasta SO µg/ml y 

se cuantificó la respuesta a los mitógenos de Fitolaca America 

na, Fitohemaglutinina y Concanavalina-A en células mononuclea­

res de sangre periferica de sujetos jóvenes sanos, expuestas a 

la hormona esteroide desde el inicio del cultivo in vitro. Se 

calcul6 la X de la incorporación de timidina tritiada a las 

66 horas de cultivo para los seis niveles de concentración de 

hormona. 

La Tabla 3 muestra los resultados de linfocitos culti­

vados en presencia de 5 a-DHT, no estimulados y de los esti­

mulados con el mit6geno de Fitolaca Americana. Los cultivos 

no estimulados, basales, no presentaron incremento importante-
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en la incorporaci6n del precursor radioactivo (n~11). Sin em 

bargo, estos linfocitos no estimulados y tratados con la hor­

mona, sí fueron sensibles a la exposición de la S ~-DHT, indi 

cando que la hormona per se tiene un efecto inhibitorio sobre 

la incorporaci6n basal de timidina 3H. En el caso de los cul 

tivos control estimulados con el mit6geno de Fitolaca America 

na, la media de incorporaci6n de timidina tritiada (n=9) se -

elevó más de siete veces indicando una incrementada prolifera 

ci6n consecuente a la activación inducida por el mit6geno. En 

el caso de los mit6genos de Fitohemaglutinina (n=12) y Conca­

navalina A (n;; 12) (Tabla 4), el incremento en la incorpora- - -

ci6n fue de 13 y 11 veces respectivamente. 

La presencia de 5 ~-dihidrotestosterona en los culti­

vos estimulados provocó una disminución gradual en la media -

de incorporación de timidina tritiada que fue progresivamente 

mayor a medida que aumentó la concentraci6n de hormona y al--

canzó un efecto máximo inhibitorio a la concentración de 

SO µg/ml. Se observó una variación considerable en el grado -

de inhibición de individuo a individuo. También existen dife 

rencias en el grado de inhibición para los tres mit6genos. La 

5 a-dihidrotestosterona causó una inhibición dosis-dependien­

te de la proliferación inducida por los mit6genos de PWM. PHA 

y Con-A. Los coeficientes calculados del análisis de regre-­

si6n lineal fueron: r de cultivos no estimulados = - 0.6944; 

r de PWM = - 0.8286; r de PHA = - 0.8901; r de Con-A= -

0.8771. 
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Es importante notar que las células en presencia de la 

concentración de 5 a-DHT de 0.1 µg/ml, al ser estimuladas con 

los tres mit6genos presentaron consistentemente una inhibici6n 

ligeramente menor de incorporación de timidina tritiada que la 

de la concentraci6n inmediatamente anterior en la curva dosis-

respuesta. 

El efecto de la testosterona probado con todas las con 

centraciones, sobre la proliferación inducida por mitógeno fue 

el de una inhibición dosis-dependiente similar a la obtenida -

con 5 n-dihidrotestosterona y el mismo fenómeno a la concentra 

ción de 0.1 ~g/ml. (Datos no mostrados). Los coeficientes del 

análisis de regresi6n lineal fueron: r de cultivos no estimula 

dos= - 0.8302 de PWM = - 0.9722; r de PHA = - 0.9589;r de Con-A 

= - 0.8523. 

También fue evaluada la incorporación de uridina tri--

tiada al RNA (n=3) en linfocitos no estimulados y estimulados 

con los mitógenos de PWM, PHA y Con-A en presencia de 5 a.-DHT 

y los resultados fueron similares a los observados sobre la in 

corporación de timidina 3H, ya que se encontró también una in-

hibici6n dosis-dependiente de 5 a-DHT de la incorporación de -

. d. 3H ur1 1na y menor inhibición que la de concentraciones ante-

riores con O. 1 µg/ml de 5 a -DHT. Los resultados obtenidos con 

las concentraciones de O. 1 ~g/ml, 1 O µg/ml y 50 µg /ml de S et -DHT 

se muestran en la Tabla S. 

La inhibición dosis-dependiente-mediada por los andr6-

genos testosterona y 5 a-dihidrotestosterona, de la prolifera-



TABLA 3 

EFECTO DE LA 5~-DIHIDROTESTOSTERONA SOBRE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS 
NO ESTIMULADOS Y ESTIMULADOS CON FITOLACA AMERICANA 

Sa-nHT 

( µg/ML) 

CONTROL 

0.001 

0.01 

0.1 

1.0 

10.0 

so.o 

NO ESTIMULADOS 

INCORPORACION 3H-T % INHIBICION 

3,250 ±. l,287 o 

2,826 .:!: 1,239 13.1 

1,944 + 952 40.2 

l,707 + 834 47.5 

1,660 + l,086 49.0 

l,601 !:. 1,189 50.7 

757 + 481 76.7 

FITOLACA AMERICANA 

INCORPORACION 3H-T % INHIBICION 

22,962 .:!: 5,897 o 

22,014 + 5,846 4.13 

18,572 :!. 5,063 19.2 

18,640 + 4,657 18.8 

17,401 :!. 4,930 24.2 

14,358 :!. 3,660 37.4 

10,593 + 2,329 53.8 



TABLA 4 
EFECTO DE LA Sa-DIHIDROTESTOSTERONA SOBRE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS 

ESTIMULADOS CON FITOHEMAGLUTININA Y CONCANAVALINA-A 

CONCENTRACION CULTIVOS ESTIMULADOS 

DE 5a-DHT FITOHEMAGLUTININA CONCANAVALINA-A 

(µg/ML) INCORPORACION 3H-T % INHIBICION INCORPORACION 3H-T % INHIBICION 

CONTROL 43,900 ~ 7,053 o 37,684 :t. 7,225 o 

0.001 42,522 + 7,001 3.14 37,392 :t. 7,469 0.7 

0.01 38,280 + 6,550 12.81 33,093 ±. 6,989 12.9 

0.1 40,840 + 6,394 7.0 35,455 ±. 7,604 6.0 

1.0 37,241 + 6,057 15.7 28,651 ±. 5,771 24.0 

10.0 33,046 + 5,699 24.7 23,539 + 4,367 38.0 

so.o 25, 973 + 4,707 40.8 15,302 + 3,387 59.4 



TABLA 5 

CONCENTRACION 
DE 5<lDHT 

(µg/ML) 

CONTROL 

0.1 

10.0 

so.o 

EFECTO DE LA s~-DHT SOBRE LA INCORPORACION DE URIDINA 3H DE 
LINFOCITOS. NO ESTIMULADOS Y ESTIMULADOS CON PWM,PHA CON-A 

CULTIVOS 

NO ESTIMULADOS PWM PHA 

INC 3H-U %INH INC 3H-U % INH INC 3H-U %INH 

4,906 o 34,880 o 111,898 

3,355 31.6 30,201 13.4 106,131 5.1 

2,753 43.8 25,900 25.7 90,116 19.4 

933 80.9 4,257 87.7 75,079 32.9 

CON-A 

INC 3H-U % INH 

95,095 o 
90,746 4.5 

52,306 44.9 

46,912 51.0 
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EFECTO DE LA 5 a-DIHIDROTESTOSTERONA SOBRE LA PROLI­

FERACION Dl~_J~,TNFOCITOS NO ESTIMULADOS Y ESTIMULADOS 

CON PWM. 

Los valores representan la media + el error standard 

de las cpm de incorporación de timidina tritiada, a 

las 66 horas de cultivo den= 11 experimentos de culti 

vos no estimulados y n= 9 de cultivos estimulados con 

PWM. El porcentaje de inhibición se calcul6 con res--

pecto al control. Coeficientes de regresión lineal: r 

de no estimulados = - 0.6944; r de estimulados con 

PWM = - 0.8286. 

EFECTO DE LA 5 a -DIHIDROTESTOSTERONA SOBRE LA PROLIFE­

RACION DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON PHA Y CON-A. 

Los valores representan la media + el error standard 

de las cpm de incorporación de timidina tritiada a las 

66 horas de cultivo de n=12 experimentos de PHA y de -

n=12 de Con-A. El porcentaje de inhibición se calculó 

con respecto al control. Coeficientes de regresión li­

neal: r de PHA=-0.8901; r de Con-A= - 0.8771. 

~CTO DE LA 5 a-DHT SOBRE LA INCORPORACION DE URIDINA 

3H DE LINFOCITOS NO ESTIMULADOS Y ESTIMULADOS CON PWM, 

PHA Y CON-A. 

Los valores son los cprn de incorporación de timidina 

tritiada de un experimento representativo de tres con 

resultados iguales. El porcentaje de inhibición se 
calculó con respecto al control. Coeficientes de regre 

si6n lineal: r de no estimulados =-0.8959; r de PWM = 

- 0.9895;r de PHA =- 0.9216;r de Con-A-0.7826. 
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ción inducida por los rnit6genos de P\~4, PHA y Con-A a las 66 

horas de cultivo, cuantificada por incorporación de timidina y 

uridina tritiadas al DNA y RNA podria deberse a las siguientes 

causas: 

1) Citotoxicidad resultante en muerte celular. 

2) Interferencia de la hormona con los mit6genos. 

3) Reducci6n en la disponibilidad de la timidina 3H 

hacia el interior de la célula corno consecuencia de un bloqueo 

en la toma de timidina. 

4) Alteración, retardo o desfasamiento en la cinéti­

ca de proliferación normal. 

5) Una fracci6n reducida de la población celular que 

procede a través del ciclo celular. 

La posibilidad de que el efecto de la 5 ~-dihidrotes--

tosterona se debiera a daño o muerte celular, más que a una 

inhibición de la transformación blástica inducida por mit6geno 

se descart6 por la observación de viabilidad celular mediante 

la técnica de exclusión de azul tripano. La viabilidad medida 

y la recuperaci6n celular de los cultivos después de 66 horas 

de cultivo de estimulaci6n mit6genica no se vi6 afectada por la 

exposición a la hormona, (Datos no mostrados) lo que indica -­

que la inhibición de la proliferación mediada por andr6genos -

no es debida a citotoxicidad resultante en muerte celular. 
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11. EFECTO DE LA sa -DIHIDROTESTOSTERONA SOBRE LA CURVA DOSIS 

RESPUESTA A FITOLACA AMERICANA, FITOHEMAGLUTININA Y CONCA­

NAVALINA A. 

Ciertas condiciones experimentales podrían explicar la 

variación individual en el grado de inhibici6n de la transfor­

maci6n blástica, causado por la hormona. La concentración de -

mitógeno podría ser importante, y la posible interferencia de 

la hormona con los mitógenos sobre la membrana del linfocito. 

Además la 5 a-dihidrotestosterona podría causar un desfasa--­

miento de las curvas dosis-respuesta individuales a mitógenos 

y una alteración de la concentración óptima, para obtener la -

máxima respuesta proliferativa. 

Con el objetivo de aclarar todo lo anterior, se esti­

mularon linfocitos con concentraciones variables de los mitó­

genos. Para ésto se utilizaron la Fitolaca Americana en dilu­

ciones que fueron desde 1:10 final hasta 1:400; la Fitohema-­

glutinina desde una dilución 1:100 hasta una 1:8000 final y 

la Concanavalina A desde 50 µg/ml hasta 12.5 µg/ml. Se deter 

minó la incorporación de timidina tritiada tanto en cultivos 

control como en presencia de 5 a-dihidrotestosterona a las do 

sis de .1 µg/ml, 10 µg/ml y 50 µg/ml a las 66 horas de culti­

vo en nueve individuos. 

Como se muestra en la Figura 3 la menor estimulación 

ocurri6 tanto en las dosis muy concentradas como en las má~i-
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mas diluciones de cada uno de los tres mit6genos. Corno era de 

esperarse hubo diferencias de individuo a individuo tanto en -

la concentraci6n 6ptima como en la magnitud de la respuesta y 

en las curvas dosis-respuesta a los tres mit6genos. La prese~ 

cia de SO.-DHT a concentraciones de .1µg/ml,10 µg/ml y SOµg/ 

ml resultó en una inhibición dosis-dependiente de S a.-DHT de -

la proliferaci6n con respecto al control, en todos y cada uno 

de los puntos fijos de concentTación de mit6geno. Se observa­

ron también para una misma dosis de 5 a.-DHT pequeñas diferen-­

cias en la magnitud de la inhibición a las diferentes dilucio­

nes de mitógeno en un mismo individuo. Sin embargo, es impor­

tante el hecho de que no hubo desfasamiento ni rnodificaci6n al 

guna en cada curva dosis-respuesta individual ni en la dilu--­

ci6n 6ptima causada por la presencia de .1 µg/ml, lOµg/ml y SO 

µg/ml de 5 a.-DHT y que el fenómeno de inhibición dependiente -

de la hormona persiste a lo largo de toda la curva de concen-­

tración de PWM, PHA y Con-A, lo que descarta que éste se debie 

ra a la interferencia de la hormona con el rnit6geno. 

FIGURA 3. CURVA DOSIS-RESPUESTA A MlTOGENOS EN PRESENCIA DE --

S a.-DHT. 

Los valores representan las cprn de incorporación de 

3H-T a las 66 horas de cultivo de tres experimentos 

individuales para cada uno de los mit6genos en pre-­

senc.ia de 5 a.-DHT. (•)Control; (e) 0.1 µg/rnl; ( º) 

10.0 µg/ml; 50 'µg/ml (A). 
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III. EFECTO DE LA 5 a-DIHIDROTESTOSTERONA SOBRE LA TOMA DE 

TIMIDINA. 
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También se consideró la posibilidad de que la reduc-­

ción en la incorporación de timidina tritiada observada, indu 

cida por 5 a-DHT pudiera deberse a un bloqueo en la toma de -

timidina extracelular hacia la poza de precursores de DNA y -

que el efecto fuera secundario a un descenso en la cantidad -

de precursor radioactivo que estuviera entrando a las células. 

En un intento por observar si el efecto inhibitorio -

podría ser sobrepuesto, se incubaron linfocitos no estimula-­

dos y estimulados con PWM, PHA y CON-A en presencia de 

5 a-dihidrotestosterona a concentraciones de 0.1 µg/ml, 10 µg/ 

ml y 50 µg/ml y se marcaron a las 66 horas de cultivo con can 

tidades crecientes de timidina tritiada desde 7.43 x 10-S M 

hasta 7.43 x 10- 3 para observar si a concentraciones crecien­

tes el efecto podría ser revertido. 

Como los muestra la Figura 4 a medida que la concentra 

ción de timidina extracelular fue incrementada la cantidad in-

corporada al DNA por los cultivos control fue mayor. Las cé-­

lulas tratadas con la hormona incrementaron también su incorpo 

ración pero mantuvieron la misma reducción de la incorporación 

dosis-dependiente de 5 a-DHT con respecto a los valores con--­

trol en el caso de los tres mitógenos y en cada una de las con 

centraciones de timidina utilizadas. 

Por los resultados anteriores se concluye que el efec-
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to inhibitorio inducido por 5 a-DHT no puede ser sobrepuesto 

por concentraciones crecientes de timidina, que no es ejerci­

do a nivel de la toma de timidina hacia el interior de la cé-

lula y que debe representar un efecto separado sobre los sis­

temas de síntesis de DNA. 

IV. EFECTO DE LA 5 a-DIHIDROTESTOSTERONA SOBRE LA CINETICA -

DE PROLIFERACION DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON PWM, PHA 

Y CON-A. 

Con el objetivo de determinar si la inhibición dosis­

dependiente de 5 a-DHT de la transforrnaci6n blástica observa­

da a las 66 ~oras de cultivo, se debla a una anticipaci6n a -

un Tetardo o a un desfasamiento en la cinética de prolifera-­

ci6n normal, causado por la hormona, se llevaron a cabo estu­

dios del patrón cinético de incorporaci6n de timidina 3H en 

linfocitos estimulados con los mitógenos de PWM, PHA y Con-A 

cada 24 horas a lo largo de un período de seis días de culti­

vo en presencia de 5 a-DHT (0.1 µg/ml, 10 µg/ml y 50 µg/ml), 

desde el inicio del cultivo. 

Como se observa en la Figura 5 las cinéticas se pue­

den dividir arbitrariamente en cuatro fases: 

1) Una fase lag sin cambio significativo en la in­

corporación de ~imidina. 

2) Una fase de rápido ascenso en la toma de tirnidi 

na. 

: .~-.' · ... -
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3) Una fase de incremento log-linear. 

4) Una fase de declinación no linear. 

La proliferación inducida por el mitógeno de Fitolaca 

Americana tuvo el pico de máxima respuesta a las 90 horas de 

cultivo tanto en los cultivos control como los tratados con -

hormona. La adición de 5 ª-DHT a las concentraciones de 

.1 ug/ml, 10 µg/ml y 50 µg/ml afectó la magnitud de la respue~ 

ta proliferativa causando un decremento de un 3%, 20% y 41% -

respectivamente, el día de máxima respuesta. Sin embargo, -

las curvas de los cultivos tratados con hormona presentaron -

el mismo comportamiento, paralelo al de la curva control. (Fi 

gura 5-A). 

La proliferación inducida por Fitohemaglutinina fue -

de mayor magnitud que la inducida por PWM (Figura 5-B). A las 

66 horas el control tuvo el pico de máxima respuesta. La prQ 

liferación de las células cultivadas en presencia de 5 a-DHT 

(0.1 µg/ml, 10 µg/rnl y 50 µg/ml no resultó en un desfasamien­

to en el curso de su cinética, ni en el día de máxima estimu­

lación; pero sí se vió reducida en un 3%, 20% y 36% respecti­

vamente en relación al control del tercer día y mostr6 inhibi 

ción durante todos los días de cultivo. 

La estimulación inducida por Concanavalina-A (Figura 

5-C) en presencia de 5 a-DHT result6 en una inhibición dosis­

dependiente de la incorporación de timidina tritiada, en to­

dos los días de cultivo, que fue de un 10%, 54% y 67% con -­

respecto al control, para las dosis de 0.1 µg/ml, 10 µg/ml y 
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50 µg/ml de S a-DHT, a las 90 horas de cultivo, día del pico -

de respuesta 6ptima. No se encontr6 alteración de la cinética 

de proliferación de las células tratadas, comparada con la de 

controles normales. 

Los experimentos realizados (n=3) con las mismas con-­

centraciones de testosterona durante tres días en cultivos es-

timulados con ~WM,PHA y Con-A dieron resultados similares sin 

presentar un retardo o desfasamiento en la cinética de proli­

feración. (Datos no mostrados). 

En otros experimentos se estudió el efecto de la 

5 a-DHT sobre el patr6n cinético de incorporaci6n de uridina 

tritiada a linfocitos estimulados con los tres mitógenos, ca-

da 24 horas, a lo largo ~e un período de cuatro días de culti­

vo, en presencia de .1 µg/ml, 10 µg/ml y 50 µg/ml de 5 a-DHT. 

(Datos no mostrados). En los cultivos control se observó una 

incorporación de uridina 3H de mayor magnitud que la incorpo­

ración de timidina 3H. Los picos de máxima incorporación se -

obtuvieron a las 66 horas. Los cultivos en presencia de 5 a-DHT 

presentaron inhibición dosis-dependiente de 5 a-DHT de la in­

corporación de uridina 3H durante todos los días de cultivo, -

sin ninguna alteración en la cinética de proliferación compar~ 

da con lo obtenido en sus respectivos cultivos control. 

Los datos anteriores indican que la reducción en la in 

corporación de nucleótidos marcados más que ser resultante blo 

queo de tina alteración o desfasamiento en la cinética de proli 

feración normal,posiblemente representa una supresión real de 

la síntesis de RNA y de DNA. 
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FIGURA 4. EFECTO DE LA 5 a - DHT SOBRE LA TOMA DE T IMID INA. 

Los valores representan la media de las cpm de in­

corporaci6n de timidina 3H a las 66 horas de culti 

vo de un experimento representativo de tres igua--

les de células estimuladas con A) PWM, B) PHA y C) 

Con-A en presencia de 5 a-DHT: ( • ) Control; ( b.) 

0.1 µg/ml; (A) 10.0 µg/ml; (•)SO µg/ml. Las cpm 

representan la radioactividad específica calculada. 

FIGURA S. EFECTO DE LA S a-DHT SOBRE LA CINETICA DE PROLIFE­

MCION DE LINFOCITOS ESTIMULADOS .. 

·•'·· r ,.,··, 

Análisis cinético de la respuesta proliferativa a 

mit6genos durante seis días de cultivo: A) PWM, 

B) PHA, C) Con-A. Los valores son la media de las 

cpm de incorporaci6n de timidina 3H de seis experi­

mentos para cada mitógeno conducidos en presencia -

de 5 a -DHT: ( •) Control; ( t;;) O .1 µg/ml de S a-DHT; 

(A, 10.0 ]Jg/ml de 5 u-DHT; C•) SO.O µg/ml de 5 a -DHT. 

Se omitió la delineación del error standard que 

nunca fue mayor del 15% en cualquier punto y a cual 

quier concentración de hormona. 
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V. EFECTO DE LA 5 a-DHT SOBRE EL CICLO CELULAR DE LINFOCITOS -

NO ESTIMULADOS Y ESTIMULADOS CON PWM, PHA y CON-A. 

En vista de que la correlación entre la incorporación -

de nucle6tidos tritiados y la síntesis de RNA y DNA es extrema­

damente compleja, puesto que involucra posibles diferencias en 

la degradación del precursor marcado, en el transporte del nu-­

cleósido al interior de la célula y en los niveles de las pozas 

endógenas de timidina y uridina; un ensayo más completo sobre -

el número de células que responden a los mitógenos entrando al 

ciclo celular, es la enumeración de blastos y de células en fa­

se de Síntesis. 

La inhibición en la incorporación de timidina tritiada 

causada por la hormona podría deberse a que solamente una frac 

ción reducida de la población celular procedió hacia el ciclo 

celular. Para estudiar esta posibilidad se cultivaron células 

nonunucleares completas en presencia de 5 a-DHT y se estimula­

ron con PWM, PHA y Con-A, durante 72 horas, y se analizó su 

contenido de DNA para determinar la fase del ciclo celular en 

la que se encontraban. 

Las células recién extraídas de individuos sanos pre­

sentaron un contenido de DNA que corresponde a las fases G0G1 
del ciclo celular. Cuando los linfocitos fueron estimulados 

con los mit6genos, éstos abandonaron el estado G0 . Este cam­

bio se acompañó de un incremento en fluorescencia celular con 

valores mayores de 600 nm y también de un incremento en la 
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proporci6n de células que atravesaron la fase G0G1 y entraron 

a las fases de S y G+M del ciclo celular. (Datos no mostra--
2 

dos). La Figura 6 muestra un ejemplo representativo de lo 

que ocurri6 con los tres mit6r,enos, cuando los cultivos se 

condujeron en presencia de 5 a-DHT. A las concentraciones me 

nares, de 0.001 µg/ml, 0.01 µg/ml y .1 µg/ml, los histogramas 

de distribuci6n celular mostraron todavía una cantidad incre-

mentada de valores mayores de 600nm indicando que una propor­

ción elevada de células progresaron a través de las fases de 

S y G2 del ciclo celular, mientras que a concentraciones mayQ 

res de 5 ª-DHT, de 1 .O µg/ml, 10 ~g/ml y 50 µg/ml, los histo-

gramas mostraron un pico definido de células con valores meno 

res de 600nm, indicando que una proporción mayor de células -

permanecían aún en las fases G0G1 del ciclo celular. 

Las Tablas 6 y 7 muestran los porcentajes de células 

en las distintas fases del ciclo celular tanto de los contra-

les corno de los cultivos conducidos en presencia de 5 a-DHT, 

no estimulados, así como también de los estimulados. Las cé­

lulas no estimuladas control mostraron a las 72 horas de cul-

tivo un leve incremento en el porcentaje de ellas en fase S, 

que se puede atribuir a una activaci6n espontánea de algunos 

linfocitos, que frecuentemente ocurre después de tres días -­

de cultivo in vitro. Los cultivos estimulados con mit6genos 

mostraron un mayor incremento de las células en fase de Sin-

tesis. La presencia de la 5 a-DHT sobre la proliferación ba­

sal, y más aún sobre la estimulada por PWM, PHA y Con-A re--
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sult6 en un descenso significativo del porcentaje de células 

en las regiones de fase S y G+M a expensas de un incremento de 
' 2 

las células en fase G0G1 . La inhibici6n del porcentaje de cé-

lulas en fase S y G+M fue dosis-dependiente de 5 a-DHT (r de -
2 

cultivos no estimulados = - 0.8119; r de PWM = - 0.8167; r de 

PHA = - 0.7420; r de Con-A= - 0.6904). En términos cinéticos 

estos resultados indican que la 5 a-DHT produce un bloqueo en 

la progresión del ciclo celular, causando un arresto de las 

células en la frontera G1/s. 

La Figura 7 muestra el comportamiento cinético de los 

cultivos estimulados con PHA y Con-A durante seis días de cul-

tivo. Las curvas muestran que el porcentaje de células en fase 

de Síntesis aumenta con el tiempo de incubación alcanzando su 

pico de máxima respuesta proliferativa a las 120 y 72 horas -

respectivamente. Las células en fase S aumentan a expensas de 

las células en fase G0G1 (no mostradas) ya que éstas disminu­

yen con el tiempo de cultivo. El tratamiento con Sa -DHT dis­

minuyó en porcentaje de células en fase S de manera dosis-de-

pendiente sin mostrar ningún desf asamiento en la cinética de 

proliferación con respecto a los controles, ni tampoco una re 

cuperaci6n del bloqueo inducido por la hormona, en los últi-­

mos días de cultivo. 
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TABLA 6 

EFECTO DE LA 5a-DHT SOBRE LOS PORCENTAJES DE LINFOCITOS NO ESTIMULADOS Y ESTIMULADOS 
EN FASES DE REPOSO (Go+G1) o FASES ACTIVAS (s y G2 + M) DEL CICLO CELULAR 

CONCENTRACION NO ESTIMULADAS ESTIMULADOS CON PWM 

5-anHT . ·FASE· DEL 'C·ICLo· ·c·ELULAR FASE DEL CICLO CELULAR 

(µg/ML) Go+G1 s 62 + M Go+G1 s G2 + M 

CONTROL 86.2 ±. 3.2 12 1 o .±. 2. 7 1.8 + 0.6 75.9 .±. 1.7 22.3 + 1.7 3.4 + Cl.4 

0.001 85.4 + 3.2 12.8 .±. 2.5 2.1 + 0.8 79.5 + 2.4 18.4 ±. 2.7 3.0 + 0.5 

0.01 84.9 + 2.5 13.9 + 2.1 3.0 + 1.3 80.7 + 2.0 16.9 + 2.0 3.4 ±. 0.3 

0.1 87.0 .±. 1.9 11.8 .±. 1.7 1.5 + 0.3 80.9 + 2.5 16.7 + 2.6 3.3 .±. 0.3 

1.0 8517 + l. 7 12.9 .±. 1.6 1.7 .±. 0.3 82.7 + 2.9 15.0 ± 2.8 2.9 .±. 0.5 

10.0 88.4 + 2.7 10.5 .±. 2.6 1.3 .±. 0.2 84.l .±. 2.3 13.8 .±. 2.2 2.8 .:':. 0.4 

so.o 89.6 + 2.2 9.5 !. 2.2 1.1 .±. 0.2 88.3 .±. 2.0 10 .o + 1. 6 2.0 ±. 0.4 



TABLA 7 o 

:2'-... ,.~ Q 

EFECTO DE LA 5a.DHT SOBRE LOS PORCENTAJES DE LINFOCITOS ESTIMULADOS CON PHA ·,y:,:éoN-A e.-
EN FASES DE.REPOSO (Go+G1) o F~SES ACTI~AS (s y G2 M) DEL CICLO CELULAR 

Sa-DHT FITOHE~GLUTININA CONCANAVALINA-A • 

CONCENTRACION FASE DEL CICLO CELULAR FASE DEL CICLO CELULAR 
( 1-19/ML) Go+G1 ~ G2 + M Go+G1 s G2 + M V 

. , •• 
CONTROL 54.1 + 4.1 36.5 ±.·3.9 8.7 .±. 0.8. .. 62.8 + 4.3 . 34 1 4 ±. 4 1 o 4.1 ±. 0.8 

0.001,,, 56.2 .:!:.._3.2 35.1 ±. 3.3 7.7 .±. 1.3 68.0 +·411 30 .. 2 ±. 415 3.5 + 0.7 

0.01 58.6 + 3.4 . 32.3 + 3.4 . 7.6 .±. 1.2 70.2 + 5.2 27.7, + 5.1 2.9 ±. 0.6 

0.1 62.0 + 3.4 30.5 + 3.2 7.3 .±. 1.0 66.8 + 4.3 26. 9 ±. 3 .4 4.1. + 0.8 

1.0 63.0 + 4.7 26.6 + 3.2 6.3 .±. 0.9 72.4 + 3.6 24.0 ±. 3.5 3.7 ±. 0.8 
o 

10.0 69.2 + 2.7 24.6 + 2.5 6.2 .±. 0.6 74.3 + 3.3 20.8 + 2.7 2,5c/ 0,6 

so.o 71.1 + 3.0 22.4 ±. 3.1 6.0 .±. 0.6 76.5 + 2.4 21;2 + 2.3 2.7 + 0.7 
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FIGURA 6 Histogramas de distribuci6n de frecuencia que repre-

TABLA 6 

sentan los valores de fluorescencia roja de linfoci­

tos estimulados con PHA, a las 96 horas de cultivo -

teñidos con bromuro de etidio. A) Control, A) 0.001 

l-lg/ml de 5 ct-DHT, E) 0.01 µg/ml de 5 a.-DHT, .e) 

0.1 µg/ml de 5 a-DHT, muestran una proporción consi 

derable de células proyectadas hacia valores de fluo 

rescencia roja mayores de 600 nm, lo que indica que 

hay progresión hacia las fases S y G2 del ciclo celu 

lar. ·n) 1 . O µg/ml, E) 1 O µg/ml, p) 50 µg/ml de 

5 ª'-DHT muestran un pico mayor de células con valores 

de fluorescencia roja menores de 600 nm lo que indica 

un arresto del ciclo celular en las fases G0G1 . Cada 

histograma representa 10,000 células. 

Éf.ECTO DE LA 5 ct-DHT SOBRE LOS PORCENTAJES DE CELULAS 

EN FASES DE REPOSO iGoG1) o FASES ACTIVAS (S y Gz+M) 

DEL CICLO CELULAR DE CULTIVOS NO ESTIMULADOS Y ESTIMU­

LADOS CON PWM. 

Los valores representan la media + el error standard 

del porcentaje de células dentro de las fases particu 

lares, basados en una cuenta triplicado total de 10 5 

células por cada condición experimental de cultivos no 

estimulados n = 7 experimentos. Cultivos estimul~ 

dos con PWM: n=7 experimentos. Coeficientes de análi­

sis de regresión lineal: r=-0.8119 de cultivos no esti 

muladas: r=-0.8167 de PWM. 
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EFECTO DE LA S ~-DHT SOBRE LOS PORCENTAJES DE CELU-­

~S EN FASES DE REPOSO (G 0G1) O FASES ACTIVAS DEL CI­

CLO CELULAR DE CULTIVOS ESTIMULADOS CON PHA Y CON-A. 

Los valores representan la media + el error standard 

del porcentaje de células dentro de las fases parti-­

culares basados en una cuenta triplicad~ total de 10 5 

células por cada condición experimental de: Cultivos 

estimulados con PHA: n=9 experimentos. Cultivos esti-

rnulados con Con-A:n=7 experimentos. Coeficientes del 

análisis de regresión lineal: r de cultivos estimula-

dos con PHA =-0.7420; r de cultivos estimulados con -

Con-A=-0.6904. 

FIGURA 7 EFECTO DE LA 5 a-DHT SOBRE EL PORCENTAJE DE CELULAS -

EN SINTESIS DE LA CINETICA DEL CICLO CELULAR. 

Los valores con la media del porcentaje de células en 

Síntesis cuantificados cada 24 horas durante un perío­

do de seis y cuatro días en cultivos est~mulados con 

PHA = 6 experimentos y en cultivos estimulados con 

Con-A = tres experimentos, en presencia de 5 a-DHT 

e•) Control; ( il) 0.1 11g/ml; e•) 10.0 µg/ml; C•) 

SO µg/ml. Se omitió la delineaci6n del error standard. 

-... ,_.: ~~; 
'· ,.~ .. :.~.~"· 
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VI. EFECTO DE LA 5 «-DIHIDROTESTOSTERONA SOBRE LAS POBLACIO-­

NES CELULARES. EFECTO SOBRE LA PROLIFERACION DE LINFOCI-­

TOS T PURIFICADOS Y ESTIMULADOS CON PHA Y CON-A. 

Con el objetivo de investigar sobre qué poblaci6n celu 

lar de las células mononucleares completas ejerce. lasa -DHT 

su efecto inhibitorio, se aislaron y purificaron células T y -

No-T. 

Las células T se trataron con todas las concentracio--

nes de 5 a-DHT y se estimularon con los mitógenos de PHA y 

Con-A. Invariablemente se encontr6 una inhibición de las célu 

las T estimuladas con ambos mit6genos. En la Tabla 8 se mues-­

tra el ef~cto solamente de las concentraciones de 0.1 µg/rnl, -

10 Ug/rnl y SO µg/ml sobre la incorporación de timidina tritiada. 

La inhibición fue dosis-dependiente de Sa -DHT, idéntica a la 

encontrada sobre células mononucleares completas lo que indica 

que el efecto inhibitorio en CMN se ejerce preferentemente so-

bre las células T. 

Las células No-T incorporan solamente niveles basales 

de timidina 3H, por lo que no se puede descartar completamente 

que los andrógenos no tengan algún efecto sobre las células 

No-T. La reconstitución en la mezcla T•No-T en relación 3:1,al 

ser expuesta a la 5 a-DHT, resultó en la misma inhibición do-­

sis-dependiente de la transformación blástica corno la de célu­

las mononucleares completas. (Datos no mostrados). 

EFECTO SOBRE LAS. CELULAS PRECURSORAS POSTIMICAS. 

Se investigó el efecto de la S a-dihidrotestosterona -
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sobre la subpoblaci6n de c~lulas T p ecursoras postírnicas, que 

se identificaron por su capacidad de formar rosetas con eritro 

citos autólogos. Corno lo muestra la Tabla 9, el valor del con 

trol de individuos sanos presentó u 25.0% de células formado­

ras de rosetas aut6logas. La adici n de 5 ~-DHT a células mo­

nonucleares completas durante 18 ho as de incubaci6n a 4°C, no 

provoc6 ningtln cambio significativo en la cantidad de rosetas 

formadas :excepto en la concentración de 0.1 µg/ml donde hubo -

un incremento en el porcentaje de élulas .Tar o precursoras -­

postímicas del 30\ del to~al gener lmente encontrado en indivi 

duos jóvenes normales. 



TABLA 8 

CONCENTRACION 

DE 5«-DHT 

(µg/ML) 

CONTROL 

0.1 

10.0 

so.o 

EFECTO DE LA 5a-DHT SOBRE LA PROLIFERACION 
DE LINFOCITOS T PURIFICADOS 

ESTIMULO 

FITOHEMAGLUTININA CONCANAVALI NA-A 

INC, 3H-T % INH, INC, 3H-T % INH, 

43,761 :!:. 16,373 o 10,409 :t. 4,060 o 

41,041 + 13,080 6.2 8,078 :t. 3,482 22.4 

36,524 :!:. 12, 680 16.5 7,188 + 2,733 31.0 

26,272 :t. 13,777 40.0 4,301 + 1,643 58.7 



TABLA 9 

EFECTO DE LA Sa~nHT SOBRE""LAS CELULAS PRECURSORAS POSTIMICAS 

Sa-oHT 

(µg/ML) 

CONTROL 

0.001 

0.01 

0.1 

1.0 

10.0 

so.n 

·:' 

CELULAS TdlL 

% ROSETAS 

25.0 

24.7 

26.l 

32.l 

23.0 

24.7 

22.9 
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EFECTO DE LA 5 a-DHT SOBRE LA PROLIFERACION DE LINFO­

CITOS. 

Los valores representan las cpm de incorporación de -

timidina 3H a las 66 horas de cultivo de condiciones 

experimentales realizadas por triplicado y son la m~ 

día+ el error standard de cinco experimentos.Coefi-

cientes de análisis de regresi6n lineal: r de PHA =-

0.9747; r de Con-A= - 0.9027. 

EFECTO DE LA S a-DHT SOBRE LAS CELULAS PRECURSORAS -

POSTIMICAS. 

Los valores son la media de la cuenta por duplicado -

de rosetas aut6logas de cinco experimentos, a las 18 

horas de incubación a 4°c. 
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VII. EFECTO DE LA 5 a-DHT SOBRE LA PRODUCCION DE IL-2. 

En virtud de que. la 5 a-DHT ejerce un efecto inhibito­

rio sobre la poblaci6n celular T y sobre su proliferaci6n indE 

cida por PHA y Con-A y basándose en el modelo anteriormente ci 

tado, donde el factor que realmente media la proliferaci6n in­

ducida por mit6genos T-dependientes es la interleukina-2, los 

efectos de los andr6genos podrían manifestarse a otros dos ni­

veles: 

1) A nivel de la producci6n de IL-2. 

2) A nivel de la célula respondedora de IL-2. 

Para investigar si los efectos inhibitorios de la 

5 ~dihidrotes~osterona podrían deberse a la supresi6n de la 

producción de interleukina-2 se produjeron sobrenadantes de lin 

focitos estimulados con PHA durante 48 horas, cultivados en 

presencia de 5 a-DHT (0.001 µg/ml hasta 50 µg/ml) y se les re~ 

lizó un microensayo para la determinación de la actividad de -

IL-2. 

Los cultivos basales, de linfocitos no estimulados, en 

presencia de todas las concentraciones de 5 a-DHT no produje-­

ron IL-2 y solamente incorporaron niveles basales timidina tri 

tiada. (Datos no mostrados). 

Las células activadas, indicadoras del microensayo, 

presentaron una proliferación dependiente del título de sobre­

nadante de IL-2 colectado de cultivos control, al que fueron -

expuestas, siendo la dilución 1:2 la que caus6 mayor prolifer~ 

ci6n, la diluci6n 1:4 un valor intermedio y la diluci6n 1:8 
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una proliferaci6n reducida. (Tabla 10). El valor de prolifera­

ción obtenido en estos experimentos es consistente con lo des­

crito por otros autores en donde las células T indicadoras, de 

pendientes de IL-2 incorporan aproximadamente 10,000 cpm de 3H­

Tdr en presencia de una concentraci6n saturante de IL-2. 

Los sobrenadantes producidos por células en presencia 

de 5 a-DHT causaron también un incremento en la proliferación 

de las células activadas, titulo-dependiente de la dilución de 

IL-2, sin embargo mostraron una reducción en la actividad de -

IL-2 comparada con la producida por sus respectivos cultivos -

control. La inhibici6n de la actividad de IL-2 inducida por 

S a-DHT fue dosis-dependiente y se encontr6 a las tres dilucio 

nes del sobrenadante aún cuando en este caso también la con--­

centración de 0.1 µg/ml present6 menor inhibición que las con­

centraciones inferiores (r de 1:2=-Q.7032; r de 1:4=-0.5876; r 

de 1:8=-0.7677}. 

Fue considerada la posibilidad de que la inhibición de 

la actividad de IL-2, encontrada a través de la reducción de -

la proliferación de las células activadas indicadoras del mi-­

croensayo, pudiera deberse a los efectos de hormona remanente 

presente en los sobrenadantes (producidos en presencia de 

5 a-DHT) a los que fueron expuestas. Para descartar esta posi­

bilidad, tres series de sobrenadantes producidos en presencia 

de 5 a-DHT fueron absorbidos con carb6n-dextran, para extraer 

la posible hormona remanente. 

Laa:tividad presente en sobrenadantes colectados de 
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cultivos control, producidos en ausencia de 5 a -DHT, fue asig­

nada en forma arbitraria el valor de una unidad de actividad -

3 de IL-2 y promovió la incorporación de 9,880 cpm de H-Tdr por 

10 4 células activadas, a la dilución de IL-2 de 1:2. Los valo 

res de actividad de IL-2 de los sobrenadantes control produci-

dos fueron similares a los obtenidos con IL-2 comercial o de -

referencia. El tratamiento de tres series de sobrenadantes con 

carbón dextran causó la pérdida de no más de 0.7 unidades de 

actividad de IL-2. (Tabla 11). Las unidades de actividad de -

IL-2 a la dilución 1:2 de los sobrenadantes producidos en pre­

sencia de 5 a-DHT y absorbidos con carbón-dextran comparadas -

con las de su respectivo control, mostraron que persiste la -­

misma inhibición de la proliferación de las células indicado--

ras que la observada con los sobrenadantes no absorbidos y de 

la misma manera dosis-dependiente de la concentración de 5 a-

DHT utilizada al producirlos (r de sobrenadantes no absorbidos 

=-0.7032; r de sobrenadantes absorbidos =-0.6368). 

Los resultados anteriores indican que la inhibición de 

la actividad de interleukina-2 no está asociada a la presencia 

de esteroide libre en los sobrenadantes de cultivo producidos 

en presencia de 5 a-DHT y sólo puede ser adscrita a la inhibi-

ción de la producción de IL-2 mediada por 5 a-dihidrotestos-

terona. 

. ! ~ 



TABLA 10 

EFECTO DE LA 5°-DHT SOBRE LA PRODUCCION DE INTERLEUKINA-2 

Sa-DHT ACTIVIDAD DE LOS SOBRENADANTES 

CONCENTRACION DILUCIONES 

(µg/ML) 1:2 1:4 1:8 

CONTROL 9880 ±. 1853 9836 .:!:. 2734 8170 + 3513 

0.001 7833 ±. 2114 7494 ±. 1211 4821 + 3696 

.01 7478 ±. 1208 6913 ±. 1630 5491 + 1354 

0.1 8200 ±. 1656 7971 ±. 1771 5974 + 1733 

1.0 7147 ±. 1489 5860 ±. 2401 5073 + 1235 

10.0 5755 ±. 82 5597 + 1788 3748 .:t. 802 

so.o 5280 + 835 5179 + 1390 2088 ."!:. 1674 



TABLA 11 

EFECTO DE LA ABSORCION CON CARBON DE LOS SOBRENADANTES 
SOBRE LA ACTIVIDAD DE IL-2 

CONCENTRACION PRODUCCION DE IL-2 

DE Sa-DHT SOBRENADANTES NO ABSORBIDOS SOBRENADANTES ABSORBIDOS 

(ug/ML) UNIDADES % · lNH J.B J.C 1-0N UNIDADES % INHIBICION 

IL-2 REFERENCIA 1.01 1.09 

CONTROL 1.00 o 1.0 o 

0.001 0.79 20.7 0.72 28.0 

0.01 0.75 24.4 0.67 32.0 

0,10 0.82 17.1 o. 74 . 25.8 

1.0 0.72 2t.7 0.68 32.0 

10.0 0.58 41.8 0.59 40.7 

so·. o o'.53 46 .• 6 o.so 50.l 
. .. , .... ·············. -· ............. ................ . . . . . ' . ' . . . . 
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EFECTO DE LA 5 a~DHT SOBRE LA PRODUCCION DE INTERLEU­

KINA- 2. 

Los valores representan la media ~ el error standard 

de las cpm de incorporación de timidina 3H de nueve 

experimentos, de células activadas expuestas a sobre 

nadantes que contienen IL-2 (producidos en presencia 

de S a-DHT) a las diluciones 1:2, 1:4 y 1:8. Coefi--

cientes de análisis de regresión lineal: r de 1:2=-

0.7032; r de 1:4=- 5876; r de 1:8 = - 0.7677. 

TABLA 11 ~CTO DE LA ABSORCION DE LOS SOBRENADANTES CON CAR-­

BON ACTIVADO, SOBRE LA ACTIVIDAD DE IL-2. 

Se calcularon las unidades de IL-2 y el porcentaje de 

inhibición de los sobrenadantes producidos en presen­

cia de 5 a-DHT con respecto al control y son la media 

de nueve experimentos. Los sobrenadantes control ah-­

sorbidos con carbón activado promovieron la incorpor~ 

3 ci6n de 9,891 cpm de H-T por lo que se le adjudic6 -

también el valor de una unidad de IL-2. Las unidades 

de IL-2 de los sobrenadantes absorbidos son la media 

de las cpm de tres experimentos. 
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VIII. EFECTO DE LA ADICION DE IL-2 A CULTIVOS EN PRESENCIA DE 

5 a-DHT, NO ESTIMULADOS Y ESTIMULADOS CON PHA Y CON-A. 

Si una de las manifestaciones subyacentes a la inhibi 

ci6n de la proliferación de linfocitos inducida por Sa -dihi­

drotestosterona, fue la inhibición de la producción de inter-

leukina-2, se esperaría que la adición de IL-2 a cultivos tr~ 

tados con 5 ~-DHT y estimulados con mitógenos resultara en un 

reestablecimiento de la proliferación normal inducida por mi­

tógenos. 

Con este propósito, cultivos de linfocitos en presen­

cia de 5 a-DHT no -estimulados o estimulados con PHA y Con-A, 

se suplementaron con IL-2 de referencia (libre de lectina), -

con tres diluciones seriadas. Los resultados se encuentran -

detallados en las Figuras 8, 9, 10 en términos de incorpora-­

ci6n de 3H-T a las 66 horas de cultivo. 

Los cultivos de linfocitos basales, no mostraron un -

incremento importante en la incorporación de 3H-T pero sí pr~ 

sentaron una sensibilidad a 5 a-DHT dosis-dependiente, al ser 

expuestos a la hormona. La adición de IL-2 a los cultivos en 

presencia de todas las concentraciones de 5 a-DHT no estimula 

dos resultó en un incremento altamente significativo, de la -

proliferación, medido por incorporación de timidina tritiada, 

con todas las diluciones de IL-2 de manera título-dependiente, 

inclusive en presencia de todas las concentraciones de 5 a-DHT. 

Sin embargo la presencia de la hormona causó la misma inhibi--
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ción dosis-dependiente de 5 a-DHT, con respecto a sus respec­

tivos controles, en los cultivos suplementados con interleuki 

na-2,que la observada eri ausencia de IL-2. (Figura 8). 

Como se describió en experimentos iniciales (Tabla 3) 

la estimulación con PHA en presencia de 5 a-DHT result6 en 

una inhibición dosis-dependiente de la incorporación de 
3

H-T 

inducida por el mitógeno. La adición de IL-2 (principalmente 

a la dilución 1:2), incrementó discretamente los niveles de -

incorporación inducidos por el rnitógeno, en todas las caneen-

traciones de 5 a-DHT. Este discreto incremento si se debió a 

la IL-2 añadida ya que se encontró que es título dependiente 

de IL-2. Sin embargo, el efecto de la IL-2 no se pudo acla-

rar de mejor forma ya que se vió enmascarado por el efecto -­

máximo estimulatorio de la PHA donde el sistema consigue su -

óptima capacidad de respuesta. Sin embargo, en presencia de 

la hormona se encontró una inhibición de la proliferación en 

los cultivos suplementados (con las tres diluciones de IL-2), 

aún cuando contenían la misma cantidad de IL-2 que sus respe~ 

tivos controles. Esta inhibición fue dosis-dependiente de -

5 a-DHT, igual a la observada en ausencia de IL-2 con coefi-

cientes de regresión de: r = - 0.9015 de PHA; r~0.9229 de PHA 

+ IL-2-1:2; r=-0.9372 de PHA + IL-2-1:4; r-= = 0.9466 de PHA 

+ IL-2-1:8. 

De manera similar se observó una inhibición dosis-de-

pendiente de la proliferación de linfocitos inducida por .Conc~ 

navalina-A en cultivos conducidos en presencia de las distin--
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tas concentraciones de 5 a-DHT. (Figur~ 9). La adición de -­

IL-2 a cultivos estimulados con Con-A represent6 un incremen­

to título-dependiente de IL-2 en la proliferación inducida -­

por el mitógeno, del orden del 30% aproximadamente a la dilu­

ción de IL-2 de 1 :2, a lo largo de todos los niveles de con-­

centración de 5 a-DHT. En ausencia de IL-2 a la dosis de 10 

µg/ml se observó una inhibición también aproximadamente del 

30%, mientras que al añadirle IL-2 resultó en una óptima esti 

mulación igual a la del valor del control sin IL-2. La in-­

terleukina-2 fue capaz de sobreponer el efecto inhibitorio -

inducido por 5 a-DHT de los linfocitos estimulados con Con-A 

desde la dosis de 0.001 µg/ml hasta la de 10 µg/ml de 5 ~-DHT. 

Sin embargo, la suplementaci6n de IL-2, a los tres títulos, a 

los cultivos tratados con hormona y estimulados con Con-A, re 

sultó en la misma inhibición dosis-dependiente de 5 a-DHT de 

la incorporación de 3H-T que la encontrada en ausencia de IL-2 

(r de Con-A =-0.9299;r de Con-A+ IL-2-1 :2 i:; - O • 8 1 91 ; r de 

Con-A+ IL-2-1:4=-0.9734; r de Con-A + IL-2-1:8=-0.9274). 

El incremento en la proliferación tanto en los contra 

les de cultivos no estimulados y estimulados con PHA y Con-A, 

así como de los cultivos tratados con hormona, al suplementa~ 

se con IL-2, no se puede atribuir a una estimulación ocasiona 

da por lectina libre presente en la IL-2 de referencia adicio 

nada, ya que ésta fue tratada para la remoción de posible PHA 

remanente con la que fueron producidos los sobrenadantes. Ade 

más la adición de IL-2 comercial, libre de lectinas a contro-
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les y a cultivos en presencia de 5 a-DHT no estimulados y es­

timulados con PHA y Con-A dio resultados idénticos. (Datos no 

mostrados). 

FIGURA 8 EFECTO DE LA ADICIQN DE IL-2 A CULTIVOS NO ESTIMULA--

DOS EN PRESENCIA DE 5 a -DHT. Las barras representan 

la media de los cpm de incorporación de 3H-T a las -

66 horas de cultivo de ocho experimentos. Se omiti6 

la delineación del error standard. La Figura solamen 

te muestra los resultados de los linfocitos cultiva­

dos en presencia de 5 ·a.-DHT de O. 1 µg/rnl, 1 O. O 11g/ml 

y so. µg/ml y medio de cultivo e o) y de los cultiva­

dos en presencia de es tas mismas caneen tracione s + , ~ , 

IL-2 (diluciones 1:2, 1 :4, 1:8).Los coeficientes de 

regresión lineal del incremento título dependiente -

para cada concentración fueron: r del control + IL-2 

= - O. 9 8 7 O; r de O. 1 µ g /ml + IL- 2 = - O. 9 346; r de 

10.0 µg/rnl + IL-2 - 0.9562; r de 50 µg/ml + IL-2 .--

0.9015. Los coeficientes de regresión lineal de la 

inhibición dosis-dependiente de 5 a.-DHT se calcula­

ron a partir de todas las concentraciones de hormo­

na y fueron: r de cultivos no estimulados en prese~ 

cia de 5 a.-DHT =- 0.8742; r de cultivos no estimul~ 

dos tratados con 5 a.-DHT + IL-2 - 1:2 =- 0.9008 

r de cultivos no estimulados tratados con 5 ex -DHT + 

IL-2 - 1:4 =~ 0.8878 ; r de cultivos no estimulados 

en presencia de 5 a -DHT + IL- Z - 1: 8 =--o. 834 7 
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FIGURA 9 EFECTO DE LA ADICION DE IL-2 A CULTIVOS ESTIMULADOS 89 

CON PHA EN PRESENCIA DE 5 a. -DHT. 

Cada punto representa la media de las cpm de incor­

poraci6n de 3H-T a las 66 horas de cultivo de tres 

experimentos de: cultivos estimulados con PHA en 

presencia de 5 a-DHT ( •) y de cultivos tratados 

5 a-DHT y estimulados con PHA + 11-2 - 1: 2 ( • ) y 

IL-2 1/4 (a). Los datos de adici6n de IL-2 1:8 no 

se muestran en la Figura pero de los coeficientes de 

regresión lineal del incremento título-dependiente 

para cada concentración de hormona, se calcularon a 

partir de las tres diluciones de IL-2. Coeficientes 
de regresión lineal de la adición de IL-2= del -

control + IL-2 = - 0.9963; r de 0.001 µg/ml + IL-2 

=-0.9741; r de 0.01 ug/ml + IL-2 = - 0.9977; r de 

0.1 µg/ml + IL-2 = - 0.9994; de 10 µg/rnl + IL-2=-

0.8766; r de SO.O µg/ml + IL-2 = - 09683. La línea 

punteada muestra el incremento causado a la adici6n 

de IL-2 1/2. Se omitió la delineación del error 

estandard. · 

FIGURA 10 EFECTO DE LA ADICION DE IL-2 A CULTIVOS ESTIMULADOS 

CON CON-A EN PRESENCIA DE 5 a-DHT. 

Las curvas representan la media de incorporaci6n de 

3H-T a las 66 horas de cultivo de tres experimentos. 

Los cultivos fueron conducidos en presencia de todas 

las concentraciones de S a. -DHT estimulados con Con-A 

( •) y en presencia de 5 a -DHT estimulados con Con-A 

+ IL-2 - 1:4 (•)y 1:8 (A). La adición de IL-2 a -

la dilución 1:2 no se muestra en la Figura por ser 

similar a la 1 :4. 
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IX. EFECTO DE LA Sa-DHT SOBRE ~ROLIFERACION DE LINFOCITOS 

EN EL SINDROME DE FEMINIZACION TESTICULAR COMPLETA. 

Con el objetivo de investigar si los efectos inhibito­

rios de la proliferación de linfocitos de sangre periférica de 

individuos normales, ejercidos por testosterona y 5 ~-dihidro-

testosterona, pudieran estar mediados a través de un mecanismo 

que involucrara un receptor de andrógenos en linfocitos, se d~ 

cidi6 estudiar el efecto de la 5 a-DHT sobre la respuesta inm~ 

ne in vitre en el Síndrome de Feminización Testicular Completa 

(SFTC). 

En este síndrome el sexo cromosómico, gonadal y end6--

crino es masculino, mientras que el sexo fenotfpico es femeni­

no. Se ha identificado una anormalidad molecular resultante -

de una mutación ligada al cromosona X que determina la ausencia 

completa de unión de andr6genos a receptores específicos de ci 

tosol. Se seleccionó un paciente de SFTC (edad= 16 años) en 

el que el diagn6stico había sido previamente establecido en ba 

se a las características clínicas, el perfil end6crino, la mor 

fología gonadal y los estudios metabólicos y al que paralela-­

mente se le había realizado el ensayo de unión de 3H-DHT al re 

ceptor de citosol y la unión nuclear de DHT en fibroblastos 

cultivados de epitelio genital, lo que se analiz6 por centrifu 

gación en gradiente de sacarosa. Los resultados de esos ex­

perimentos corroboraron en este paciente, la ausencia completa 

de unión de 3H-DHT a nivel de citosol y nuclear. 
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Se estudi6 el efecto de la 5 a-DHT sobre la prolifera-

ci6n de linfocitos de sangre periférica de este paciente con -

SFTC, que fueron estimulados con los mit6genos de PWM, PHA y -

Con-A en presencia de todas las concentraciones de la hormona. 

(Tabla 12). A las 66 horas de cultivo no se encontr6 la inhi-

bici6n dosis-dependiente de 5 ~-DHT de la incorporación de ti-

midina tritiada con respecto al control sin hormona, con las -

concentraciones desde 0.001 µg/ml hasta la de 10.0 µg/ml, como 

la observada en los experimentos con linfocitos de individuos 

normales, descritos en este trabajo. El mismo fen6meno ocurri6 

al cuantificar la incorporaci6n de uridina 3H en la prolifera­

ción de linfocitos. Este paciente tampoco present6 la reduc--­

ción en el porcentaje de células en síntesis al estimular sus 

linfocitos con los tres mit6genos. Los resultados sobre ciclo 

celular fueron corroborados en experimentos con células de 

otros dos pacientes. 

Estos datos preliminares sugieren que a la concentraci6n 

de 50 µg/ml se ejerce un efecto de tipo farrnacol6gico sobre los 

linfocitos como consecuencia de la alta concentraci6n de horma-

na pero que a las concentraciones desde 0.001 µg/ml hasta la de 

10.0 µg/rnl los efectos inhibitorios de los andrógenos sobre 

la proliferaci6n de linfocitos de individuos normales po--­

drían estar mediados a través de un receptor de andr6genos en -

linfocitos. 



TABLA 12 

EFECTO DE LA 5a-nHT SOBRE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS DE UN 

PACIENTE CON FEMINIZACION TESTICULAR 

CONCENTRACION CULTIVOS ESTIMULADOS 

5a-DHT PWM PHA CON"'"A 

{µg/ML) % INHIBICION % INHIBICION % INHIBICIÓN 

CONTROL o o 
0.001 o o 
0.01 o o 
0.1 o o 
l. o o o 

10.0 o o 
50.0 70.7 36.3 

TABLA 12. EFECTO DE LA 5 ª-DHT SOBRE LA PROLIFERACION DE LIN­

FOCITOS DE UN ~CIENTE CON SINDROME DE FEMINIZACION 

TESTICULAR COMPLETA. 

El porcentaje de inhibición se calculó con respecto 

a las cpm incorporadas del cultivo control. 

o 
o 
o 
o 
o 
o 

59.2 
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DISCUSJON 

Los resultados del presente trabajo aportan evidencia -

de que los andr6genos ejercen inmunosupresión sobre las funcio 

nes de los linfocitos humanos, in vitro. La inhibici6n de la 

respuesta proliferativa de células estimuladas con mitógenos 

ocurre fundamentalmente por: 

Una supresión generalizada del metabolismo celular y 

una reducción en el porcentaje de células que se encuentran en 

fase de Síntesis de DNA y en fase G2 M, resultante de un blo-­

queo en la fase G0 G1 del ciclo celular. Este_efecto se ejerce 

preferentemente sobre la población celular T, con una conse---

cuente inhibición de la producci6n de interleukina-2 y con 

efectos adicionales sobre la capacidad de las células para res 

ponder a la IL-2 exógena, todo lo cual conduce a una disminuí­

da proliferación celular. 

La testosterona y la 5 ~-dihidrotestosterona (0.001 

µg/rnl) a 50 pg/ml) mediaron una inhibici6n dosis-dependiente -

de la incorporación de timidina 3H y uridina 3H, en linfocitos 

no estimulados y estimulados con los rnit6genos de PWM, PHA y -

Con-A. El hecho de que la viabilidad de los cultivos tratados 

con hormona y la de los controles fuera esencialmente idéntica 

indica que las diferencias en la proliferación no son debidas 

a un efecto citot6xico de los andr6genos sobre los linfocitos 

que resulte en muerte celular. 

La variabilidad de individuo a individuo en el grado de 
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supresi6n inducido por 5 a-DHT, a una concentraci6n fija de -

mitógeno, se explica por las diferencias en sus concentracio­

nes óptimas y en sus curvas dosis-respuesta para PWM, PHA y -

Con-A, ya que se encontraron diferencias en la magnitud de la 

inhibición a concentraciones variables de mit6geno, para un -

mismo individuo y entre individuos. La interferencia de la -

hormona con los mitógenos quedó excluída puesto que las curvas 

dosis-respuesta se conservaron sin alteración en la presencia 

de 5 a-DHT. El efecto inhibitorio de la 5 a-DHT sobre la pro­

liferación no se debi6 a una reducción en la disponibilidad -

de la timidina 3H hacia el ·interior de las células, hacia la 

poza de nucleótidos para incorporación al DNA que resultara -

de un bloqueo en la toma de timidina 3H. Los resultados mues­

tran que el efecto inhibitorio sobre los linfocitos no estimu 

lados y estimulados con PWM, PHA y Con-A no pudo ser revertido 

al añadir cantidades crecientes de timidina extracelular. Al 

aumentar la concentración de timidina, se observó un incremen-

to en la incorporación; sin embargo, se encontr6 la misma inhi 

bición dosis-dependiente de 5 a-DHT con respecto al control,al 

marcar con todas las concentraciones de timidina. Esto demues-

tra que el efecto inhibitorio no fue a nivel de bloqueo de la 

toma de timidina extracelular, sino un efecto diferente sobre 

los procesos de incorporación de timidina al DNA y sobre los -

sistemas sintetizadores de DNA. Los estudios del patrón ciné­

tico de respuesta proliferativa a PWM, PHA y Con-A durante un 

período de cultivo de seis días muestran que la estimulación -

con mitógenos, en presencia de 5 a-DHT, resulta en una inhibi-
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ci6n dosis-dependiente de la incorporación en todos los días 

de cultivo, y presentan un curso y pico de máxima respuesta 

igual a los de sus respectivos cultivos control. Esto indica 

que el efecto inhibitorio más que deberse a una alteración, -

retardo o desfasamiento en la cinética de proliferación nor-­

mal refleja una supresión de la síntesis de DNA. 

Las observaciones del ciclo celular confirman que el 

efecto de los andrógenos sobre la proliferación se debe a que 

sólo una fracción reducida de la población celular procedió -

a través de ciclo celular efecto indicado por una reducción -

dosis-dependiente de 5 ~-DHT del porcentaje de células en fa­

se S y G2M resultante de un bloqueo en la transición de fase 

G0 G1 a S con una acumulación concomitante de las células en -

fase G0 G1 , todo lo·que ocurre durante todos los días de culti 

vo y que nunca se recupera. En favor de estos resultados es­

tá un reporte reciente (88), que demuestra que en pollos, el 

tratamiento con andrógenos resulta en una disminución de celu-

las de la Bursa de Fabricio en fases S y G2M y en un incre-­

mento de la fase G1 , durante todos los días de tratamiento,lo 

que apoya que el efecto de los andrógenos sobre el cj_c]0 celu­

lar es similar en las dos esp8cies. 

Los andrógenos ejercieron sus efectos sobre la pobla-­

ción celular T por supresión de la síntesis de macromoléculas, 

ya que los linfocitos T purificados presentaron una inhibición 

dosis-dependiente de 5 a-DHT de la proliferación inducida por 

PHA y Con-A -similar a la de células mononucleares completas-, 

.· ~ 
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lo que sugiere que el efecto se ejerce preferentemente sobre -

células T. En favor de estos resultados se ha reportado que 

la adición de testosterona en concentraciones fisiol6gicas a -

cultivos de linfocitos humanos estimulados con PWM, no tiene -

efecto sobre la diferenciación de la célula B (64). 

La 5 a-dihidrotestosterona también ejerció un efecto -

estimulatorio de la proliferación de las células precursoras 

postímicas a la concentración de 0.1 µg/ml, la cual provocó -

un incremento de casi el 30i del total de células formadoras 

de rosetas aut6logas (Tar) normalmente presentes en CMN com-­

pletas de individuos jóvenes. Este dato preliminar apoya la -

idea de que los andrógenos a ciertas concentraciones podrían 

contribuir a la inrnunorregulaci6n estimulando la prolifera-­

ci6n o diferenciación de ciertas subpoblaciones de linfoci-­

tos. 

Los resultados también demuestran que los andrógenos -

pueden contribuir a la regulación de la síntesis de moléculas 

inmunorregulatorias importantes como las linfocinas, puesto -

que los efectos también se manifestaron a nivel de la produc­

ción de IL-2. Los experimentos detallados en este reporte 

muestran que los sobrenadantes producidos por estimulación con 

PHA durante 48 horas, en presencia de S ~-DHT, presentaron -

una reducción dosis-dependiente de hormona de la actividad de 

IL-2-medida por el rnicroensayo de actividad de IL-2. La inhi­

bición de la proliferación celular de las células dependientes 

de IL-2 indicadoras, al ser expuestas a los sobrenadantes pro-
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ducidos que contenían IL-2, se demostró que no estaba asocia­

da a la presencia de hormona remanente en los sobrenadantes -

producidos en presencia de 5 n-DHT y que solamente puede ser 

adscrita a una inhibición dosis-dependiente de la producción 

de IL-2. 

Es importante el hecho de que a la concentración de --

0. 1 pg/ml de 5 ~-DHT se encontró una menor inhibición de la -

producción de IL-2, a las tres diluciones de sobrenadante pr~ 

hadas, que la inhibición obtenida con concentraciones inferio 

res de hormona. 

Curiosamente también con 0.1 µg/ml de 5 ~-DHT se obse~ 

vó un efecto estimulatorio de la proliferación de las células 

precursoras postímicas. Basándose en la reciente información 

en la que se involucra a las células precursoras postímicas en 

la producción de IL-2, posib1emente se podría correlacionar la 

mayor producción de IL-2 con el incremento en las células Ta~ 

ambos fenómenos resultantes de la incubación con esta concen­

tración , lo que explicaría el que en los experimentos en 

los que se cuantificó la proliferación, estimulando con los -

tres mitógenos en presencia de 5 a-DHT, se encontrara consis­

tentemente mayor incorporación tanto de timidina como de uridi 

na tritiadas, es decir, menor inhibición de la proliferación, 

en esta concentración, que en la observada con las concentracio 

nes inferiores en la curva dosis-respuesta. 

Hasta aquí los resultados apuntaban hacia dos posibl~s 

mecanismos por medio de los cuales los andrógenos ejercen sus 
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efectos inmunosupresores: 

1) La presencia de los andr6genos podría tener un -

efecto drástico sobre la producción de IL-2, que se vería re-­

flejado en una disminuída proliferaci6n de linfocitos. 

2) El efecto primario podría ser el de inhibici6n -

del metabolismo celular, con una consecuente reducción en la -

producción de IL-2 que también condujera una disminuída proli­

feración. 

Para aclarar esta pregunta se probó la capacidad de la 

IL-2 para reestablecer la proliferación normal en cultivos tra 

tados con S a-DHT. Los resultados de los experimentos mostr~ 

ron que la adición de IL-2 a cultivos no estimulados resultó -

en un incremento altamente significativo de la proliferación -

con todas las diluciones de IL-2, inclusive en presencia de --

5 a-DHT. Sin embargo, estos cultivos presentaron la misma inhi 

bición dosis-dependiente de S a-DHT, que la observada en ausen 

cia de IL-2. El incremento en proliferación no se pudo atri--­

buir a estimulación por lectina libre presente en la IL-2 de -

referencia adicionada, en Yirtud de que ésta había iido trata­

da para la remoci6n de la posible P~A presente y de que además 

la adición de IL-2 comercial libre de lectinas dio idénticos -

resultados. Aunque varios reportes han mostrado que la IL-2 no 

tiene efecto mitogénico sobre linfocitos no estimulados (89,90, 

91) y que sólo es absorbida por células T activadas (92,93,94), 

estos resultados se pueden explicar debido a que también se ha 

descrito que las células T en reposo, dentro de la CMN com~le-
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tas pueden adquirir la capacidad de respuesta in vitre a IL-2 

al interactuar con antígenos HLA-Dr en células estimuladoras, 

así como proliferar con IL-2 ex6gena (95, 96). Cuando las cé 

lulas T se han vuelto sensibles a IL-2, su concentración es -

la única variable que determina el grado de proliferaci6n. 

La suplementación de IL-2 a cultivos tratados con 

5 a-DHT y estimulados con PHA y Con-A resultó en un reestable­

cimiento parcial de la proliferación normal, dependiente del -

título de IL-2. Sin embargo, se observó la misma inhibición do 
. 

sis-dependiente de 5 ~-DHT que la encontrada en la ausencia de 

IL-2. Estos resultados de adición de IL-2 sugieren que el me­

canismo de inmunosupresión mediado por andrógenos sucede a ni­

vel de la producción de IL-2 subsecuente a la inhibición de la 

síntesis de macromoléculas de células T, productoras de IL-2,a 

través de efectos sobre la capacidad de las células T para re~ 

pender a la IL-2 exógena, todo lo cual conduce a una disminu-­

ción da la proliferación celular. 
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Los estudios sobre el efecto de las hormonas esteroi--

des sexuales y no sexuales, sobre la respuesta inmunológica 

del humano in vitro, mostraron inicialmente que todos ellos 

inhiben la transformación blástica inducida por mitógenos o en 

cultivo mixto, de manera similar. Sin embargo, los resultados 

de este trabajo con respecto al efecto de los andrógenos y en 

comparación con otros reportes sobre el efecto del estradiol,-

la progesterona y los glucocoriticoides dejan en claro que los 

esteroides ejercen sus efectos por mecanismos diferentes. 

El estradiol (100 µM) inhibe la incorporación de timi­

dina tritiada y su remoción de los cultivos resulta en una re­

cuperación parcial de la capacidad para la respuesta mitogéni-

ca, mientras que su adición tardía resulta en una supresión --

significativa de la transformación blástica. El estradiol redu 

ce el cociente Inc 3H-T/índice de marcaje, lo que se ha inter-­

pretado como factor de influencia ya sobre la actividad especf 

fica de las pozas de timidina, ya sobre la velocidad de replic~ 

ción o bien sobre ambas (61). 

Por su parte, la progesterona suprime la incorporación 

de 3H-T y la síntesis de DNA cuando se añade a un cultivo esti 

mulado con mitógeno o a un cultivo mixto alogénico durante to-

do el período de incubación. Se ha visto que los efectos de la 

progesterona son reversibles y que bloquean la toma de timidi-
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na extracelular, lo cual se ha interpretado como indicativo de 

un efecLO generalizado sobre la membrana del linfocito que pu~ 

de estar relacionado con la capacidad de inhibir el proceso in! 

cial de activaci6n de la célula histoincompatible que participa 

in vivo en las respuestas inmunes mediadas por células (63). 

Esto se ha tomado como un posible modelo para el estu-­

dio de la interacci6n de las células maternas con las fetales, 

durante el embarazo. Tanto el feto como la placenta se encuen­

tran expuestos a concentraciones altas de progesterona, compa­

radas con las que existen en sangre periférica. Es posible -­

que los linfocitos pasen a través de la placenta y no se acti-­

ven al entrar en contacto con el trofoblasto, que es antigénica­

mente extraño, debido a los altos niveles de progesterona que 

se generan del propio trofoblasto y por otro lado la reactivi­

dad de los linfocitos en la circulación materna no se vería 

afectada por los bajos niveles de progesterona presentes. Una 

supresión localizada de la progesterona sobre las respuestas -

inflamatorias o inmunes mediadas por células permitirían al -­

sistema inmune materno permanecer intacto y funcionando adecua 

damente, al proporcionar un sitio protegido para el desarrollo 

del feto. 

Los resultados obtenidos en relación a la inmunosupre 

sión inducida por glucocorticoides, muestran que está mediada 

por receptores específicos para esteroides. Los glucocorticoi­

des, al entrar en contacto con linfocitos de timo de ratón o 

de sangre periférica de humanos, forman inmediatamente comple-
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jos hormona-receptor. La estimulaci6n mitogénica o antigénica, 

en un lapso de 24 horas, conduce a un incremento en el número -

de receptores por célula . Este incremento se cree que refleja 

las variaciones en las fases del ciclo celular y que se debe Pª!. 

cialmente a la sincronización de la poza de células en una fase 

particular del ciclo celular en la que existe un alto contenido 

de receptores. Los complejos hormona-receptor citoplásmicos se 

unen al núcleo donde se induce la síntesis de RNAm para la sín­

tesis de proteínas específicas, que rápidamente inhiben el trans 

porte de glucosa y la incorporación de acetato en lípidos. Más 

lentamente se inhibe el metabolismo de DNA, RNA y proteína 

cuantificado por la incorporación de nucleótidos radioactivos. 

Concentraciones farmacológicas de dexametasona inhiben la pro­

ducción de factor de crecimiento y la proliferación celular T. 

A diferencia de lo que sucede con los andrógenos, la suplement~ 

ción de factor de crecimiento resulta en una completa restaura­

ción de la proliferaci6n normal. El efecto se ejerce a través -

de receptores específicos y resulta en un bloqueo de la expan-­

sión clonal, necesaria para la amplificaci6n de la respuesta. -

(9 7) • 

Cualquiera que sea el mecanismo por medio del cual las 

hormonas sexuales ejercen sus efectos, un mecanismo fisiológico 

debería involucrar un receptor de hormona sexual. En animales ~ 

ya se han encontrado receptores de hormonas sexuales en células 

de tejidos linfoides. Por el método de autorradiografía se ha -

demostrado unión tanto de estrógenos como de andrógenos a las -
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células de la Bursa de Fabricio (50). Las hormonas aparecen -

en mayores concentraciones en el componente epitelial de la 

bursa, más que en el componente linfoide. Además, existen re 

portes de receptores de superficie para hormonas sexuales en 

linfocitos de timo de rata (98) y también se ha demostrado --

que los timos de ratones de cepas normales tienen receptores 

específicos para 5 a-DHT (99) , mismos que se encuentran prob~ 

blemente en el epitelio tímico, el componente endócrino del -

timo. Los esteroides sexuales podrían actuar a nivel del epi­

telio tírnico y tener influencia sobre la actividad del linfo­

cito, creando un circuito end6crino entre productos gonadales 

y la producci6n de hormonas tímicas. 

En humanos, no se ha considerado la existencia plausi 

ble de receptores de hormonas sexuales en células linfoides -

como un posible mecanismo por medio del cual sean mediados --

sus efectos. En favor de la posibilidad de que los linfocitos 

podrían responder a los andr6genos vía un mecanismo mediado -

por un receptor, está la evidencia preliminar encontrada en un 

paciente con Síndrome de Feminización Testicular; paciente a -

quien previamente se le había demostrado la ausencia total de 

receptores para 5 a-DHT en fibroblastos de epitelio genital -­

(100) y que no presentó la inhibición de la respuesta prolife-

rativa en respuesta a mit6genos, de linfocitos expuestos a la 

hormona, desde la concentración de 0.001 µg/ml hasta la de 

10 µg/ml, como se observó en individuos normales. Estos resul 

tados apoyan la posibilidad de que la acción inhibitoria de -
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los andr6genos sobre los linfocitos humanos normales, en estas 

concentraciones pudiera ser mediada a través de un receptor de 

andrógenos. 

Además existe un único reporte preliminar que indica -

la presencia de receptores de andr6genos en linfocitos de san-

gre periférica (101). El análisis de Scatchard de la uni6n 

de 3H-DHT al citosol dernostr6 un tipo de uni6n saturable y de 

alta afinidad con una Kd de 3.4 + 1.6 x 10 9 y una capacidad má 

xima de uni6n de 378 + 110 sitios/célula. 

La importancia que pudiera tener un receptor de andr6-

genos en linfocitos humanos no es clara, ya que no se ha estu-

diado su relación con los diferentes estadios fisiol6gicos. -

Sin embargo, la trascendencia de los receptores de hormonas 

sexuales en células linfoides es enorme y éstos deben ser in-­

vestigados para llegar a una mejor comprensión de las interac 

cienes entre el sistema endócrino y el inmunológico. 

Los conocimientos en relaci6n al efecto inmunosupre--

sor e inmunopotenciador de los andrógenos, estrógenos y pro-­

gestágenos sobre la respuesta inmune pueden a6n tener mayor -

.importancia si se toma en cuenta que existen enzimas encarga-

das de metabolizar hormonas sexuales, en células linfoides, -

tanto de animales como de humanos, que pueden jugar un papel 

importante en los mecanismos de regulación del sistema inrnuno 

16gico. 

En el ratón se han reportado actividades enzimáticas 
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relacionadas con el metabolismo de esteroides sexuales como la 

de 5 a-reductasa, que reduce progesterona a su derivado Sa-pre& 

nane-3, 20 diana (60). Hallazgos recientes sugieren que en el 

cobayo, los macrófagos peritoneales pueden ser un sitio de co~ 

versión extraglandular de androstendiona en andrógenos poten-­

tes (102). 

Recientemente se demostró la presencia de la enzima 

20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (20a-SDH) en linfocitos,que 

reduce la progesterona a ZOa-hidroxipreg-4-en 3 ona (60). La 

especificidad de la expresión de la 20 cx-SDH se ha inferido por 

una variedad de experimentos in vivo e in vitro. La actividad 

se detecta en una variedad de tejidos linfoides. En.el bazo y 

en los nódulos linfáticos, la actividad se asocia a la pobla-­

ción de linfocitos T, Thy 1+, y en el timo, con la población -

tímica medular hidrocortisona-resistente Thy 1+. La actividad 

de la 20 a-SDH también se encuentra en linfocitos de médula 

6sea. En otros tejidos linfoides, sin embargo, la actividad se 

encuentra asociada con el linfoblasto Thy 1 

Los ratones atímicos tienen niveles reducidos de 

20a-SDH en el bazo. En los ratones nu/nu o timectornizados, la 

actividad se encuentra en la médula ósea. 

En el medio de cultivo de células T activadas con mitó 

geno o aloantígeno existe un factor soluble que induce la acti 

vidad de la 20 ~DH, cuya actividad es funcionalmente diferen­

te a la de otras linfocinas, por lo que se le propuso el nqm-­

bre de interleukina-3 (IL-3). Los resultados sugieren que la -

20 ~-SDH es inducida de novo en una poblaci6n respondedora y -
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que no se debe a una amplificación de una población 20 ª-SDH 

positiva. La IL-3 es capaz de inducir la proliferación de 

linfocitos esplénicos. La IL-3, en condiciones apropiadas de 

cultivo, puede promover el establecimiento de células T tipo­

cooperadoras y promueve la diferenciación de células Thy 1+ y 

de las células respondedoras de IL-2 a partir de cultivos ini 

cialmente Thy 1 y posiblemente promueve el crecimiento de -­

células cebadas/basófilos. 

La pregunta esencial sobre el papel de la IL-3 in vi­

vo es la de su relaci6n con la 20 ~SDH y con la diferenciaci6n 

de linfocitos. Dentro de una gran variedad de líneas celula­

res que tienen características y/o fenotipos funcionales defi 

nidos, solamente tres tipos expresan 20 a-SDH. Los macrófa-­

gos7 las células B, las líneas eritroides y los granulocitos 

maduros son 20 a-SDH negativas. Las líneas tipo cooperadoras 

+ + - + - + Thy 1 , Lyt 1 , 2 y las ci tot6xicas Thy 1 , Lyt 1 , 2 son 

20a -SDH positivas. Las líneas clonadas con propiedades de -

bas6filos/célula cebada son 20a-SDH positivas. Las células -

+ 
NK (Thy 1 ) comparten muchas propiedades de los bas6filos o de 

las células cebadas. La ausencia de 20~ -SDH en ratones atí 

micos sugiere que las líneas asociadas con la diferenciaci6n 

de la célula T primariamente expresan 20 a -SDH, ya que otras 

líneas hematopoyéticas sí se diferencian normalmente en es-­

tos ratones. Además, la 20 a-SDH no se encuentra en el híga­

do fetal que es el sitio primario de diferenciación de la lí­

nea eritroide y mieloide. Por todas estas razones parece ---
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ser que la 20 a-SDH es un marcador específico de células T, -

que los tipos celulares funcionales que la expresan derivan -

de una 1 ínea común, definida por 1 a 20 a.-SDH, y que probable- -

mente es también un marcador de la diferenciación de la célu­

la cebada/basófilo (103). 

El conocimiento sobre la diferenciación de los linfo­

citos es limitado, pero el concepto de la 20 o.-SDH, junto con 

el concepto de IL-3 como linfocina única que regula la pro-­

liferación y diferenciación de ciertas poblaciones celulares, 

pueden colaborar para la comprensión de estos aspectos. 

Los linfocitos humanos son también sitios potencia-­

les de me~abolismo periférico de esteroides y de hormonas 

sexuales. Se ha demostrado la existencia de actividad de 

20 a. y 20 B-hidroxiesteroide- oxidorreductasa y de actividad 

de So.~eductasa inferidas por metabolismo de cortisol a 

11B, 17, 20 a., 21-tetrahidroxi-4-pregnen-3-ona; 11a, 17, -

20B , 21-tetrahidroxi-4-pregnen-3-ona y de 3 a. l1S , 17, 21-

tetrahidroxi-5 (3-preg nan-20-ona. (104). También se ha de-­

mostrado actividad de 7a. hidroxilasa por la conversión de --

dehidroepiandrosterona a 7 a-hidroxidehidro~epiandrostero­

na en linfocitos humanos (105). Además se ha encontrado un 

sistema inducible de 16 a.~hidroxilasa que convierte el 17= 13 

estradiol a estriol (106, 107). 

La androstendiona es una prohormona circulante en el 

humano, y se metaboliza en tejidos extraglandulares hacia 
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estrona y testosterona (108, 109). Los linfocitos son un si­

tio de conversión de androstendiona a esteroides potentes en 

el humano (110). La incubación de androstendiona tritiada 

con linfocitos humanos de sangre periférica ha permitido inf~ 

rir la presencia de las siguientes enzimas: 1) 17S·hidroxies­

teroide oxidoreductasa expresada en la formación de testoste­

rona y S a-dihidrotesterona a partir de androstendiona; 

2) S a-reductasa que metaboliza la androstendiona a 5 a-andro~ 

tan-3, 17-diona, S a-dihidrotestosterona, androsterona e 

isoandrosterona; 3) 3 a-hidroxiesteroide oxidoreductasa que 

forma, a partir de androstendiona, androsterona; 4) 3 S -hidrQ 

xiesteroide oxidoreductasa que metaboliza la androstendiona -

a isoandrosterona. 

No se conoce la trascendencia que puede tener el he-­

cho de que existan enzimas metabolizadoras de andrógenos en -

linfocitos humanos; sin embargo, su reciente descubrimiento -

le da mayor relevancia a los resultados de este trabajo, ya -

que éstas pueden jugar un papel en la regulación del sistema 

inmunológico a través de la formación in situ de andrógenos -

potentes-como la testosterona y la S n-dihidrotestosterona- -

por reducción de androstendiona circulante. Esta conversión 

es de suprema importancia no solamente por ser una fuente de 

hormonas biológicamente activas, sino también porque estos a 

su vez ejercen efectos fisiológicos dentro de las células -­

donde son formadas; además de que representa una manera de -

afectar las funciones linfocitarias. Sería interesante que 
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se llevaron a cabo estudios sobre las enzimas involucradas en 

metabolizar hormonas sexuales y su contribución en el comple­

jo mecanismo regulatorid que opera en la respuesta inmune,así 

como que se investigaran en condiciones donde podrían encon-­

trarse alteradas, en ciertas enfermedades como las autoinmunes. 

Recientemente ha adquirido una gran importancia el p~ 

pel que juegan las hormonas sexuales en los mecanismos regul~ 

torios que involucran la producción y utilización de los modu­

ladores tipo hormona (interleukinas) y de las hormonas tímica~, 

en relación con la autoinmunidad. En todas las cepas autoinrn~ 

nes de ratones NZB/NZW híbridos MRL - lpr , C57B16 (11,112) 

se ha encontrado una deficiencia de IL-2. En dos cepas de ra­

tones, la presencia del gene lpr resulta tanto en una defi--­

ciencia de IL-2 como en síndrome lúpico (113). Existe evidencia 

preliminar que los andrógenos mantienen la actividad de IL-2 -

en lupus murino (114). Un enfoque endocrinológico puede propo~ 

cionar claridad sobre nuevas posibilidades diagnósticas y te-­

rapéuticas para enfrentarse con las enfermedades autoinmunes. 

Además, Dosch y Shore (115) han postulado la hipótesis 

de que la producción y respuesta a interleukina-2 por las cél~ 

las T se encuentra alterada en las enfermedades autoinmunes en 

el hombre. En el departamento se ha publicado evidencia de 

una disminución de la producción de y de la respuesta a IL-2 

de células T activadas de pacientes con LEG. (116). Se sabe -

que la IL-2 mantiene la proliferación de la célula T bajo estf 

mulo mitógeno (117), así como la respuesta en cultivo mixto 
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aut61ogo (118). También contribuye a la generaci6n de citotoxi 

cidad natural (95) y a la abolición de la funci6n supresora i~ 

ducida por Con-A (119). Puede también contribuir a la promo-­

ci6n de la función cooperadora inducida por Con-A (120), y a -

la maduración de las células precursoras postírnicas (121). To 

das estas funciones se han encontrado alteradas en LEG. Tam--

bién se ha reportado por parte del laboratorio que existe un -

defecto cualitativo y cuantitativo en las células precurs~ras 

postímicas en el LEG y que éste puede ser corregido parcial­

mente por el factor tímico sérico (123). 

También se cuenta con los hallazgos del departamento -

en relación a la producci6n y respuesta a IL-2 por células T -

de sangre periférica de pacientes con varias enfermedades del 

tejido conjuntivo (122) incluyendo la Esclerosis Generalizada 

Progresiva, la Artritis Reumatoide, la Enfermedad Mixta del Te 

jido Conjuntivo, el Síndrome de Sjogren y la Dermatopolimiosi 

tis que apoyan,junto con los estudios de los circuitos inmuno­

rregulatorios realizados en el departamento, la teoría de que 

la autoinmunidad sucede por alteraciones particulares de cada 

enfermedad. Estos estudios, además, correlacionan bien con --

los de las células precursoras postímicas (123, 124, 125) así 

corno con su papel en la producción de IL-2 (126). 

En suma, nuestro conocimiento presente sobre los sitios 

de interacci6n de las hormonas sexuales sobre la respuesta in­

mune es muy limitado. Existen muchos sitios sobre los cuales 

los esteroides sexuales pueden actuar sobre las respuestas ce-
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lulaTes , así como sobre las humorales. Las hormonas sexuales 

podrían actuar sobre el timo, otros tejidos linfoides y sobre 

las células circulantes. En la interacci6n seguramente juegan 

un papel muy importante los receptores específicos y las enzi­

mas metabolizadoras de hormonas sexuales que probablemente con 

tribuyen a la inmunorregulación modificando la síntesis de 

otras hormonas -como las tímicas- y la producci6n de factores 

de crecimiento que influyan en la proliferación o diferencia-­

ci6n de poblaciones particulares de linfocitos y en sus funcio 

nes especializadas. 

En vista de que se han realizado un número muy reduci­

do de estudios en relaci6n al efecto de las hormonas sexuales -

en la respuesta inmnne en humanos, espero que este trabajo pr~ 

liminaT renueve el interés en la nueva área de la inmunoendo-­

crinología. La inmunología y la endocrinología han alcanzado 

el nivel de madurez necesario para el estudio de sus interac-­

ciones bidireccionales, tanto en la regulaci6n de la homeosta-­

sis ,como en las alteraciones que suceden en la enfermedad. La 

inmunoendocrinologia proveerá también nuevos enfoques en la f i 

siopatología y la terapéutica en relaci6n al tratamiento de 

las enfermedades autoinmunes. 

'<:·.:-7. 
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