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I) RESUMEN

Sz utilizd el pardmetro de consumo de oxigeno para evaluar el
efecto de la fitohemaglutinina (FHA), en @l motabolismo respira—
torio de timocitos aislados de conejo. Se hicieron pruebas preli-
minares con diferentes cantidades de células para determinar cual
de ¢stas se emplearia durante este trabajo. Se decidié trabajar
cen SO0 millones de células, dado que era el ndmeroc minimo de
linfocitos, en donde =s=e obtuvieron registros adecuvados de consumo
de oxig=no. Se observédé que los componentes del medio que se
utilizaron para mantener a las células durante las mediciones,
principalmente el suero fetal de ternera, alteran la estimulacioén
de la respiracidn producida por el desacoplante carbonil—cianuro
m—clorofenilhidrazona (CCCF).

Mo =e observaron cambios apreciables en 21 consumo de oxigeno
de leos timocitos expuestos a 100, 200 y 3Z00 ug/ml de PHA durante
O, 1, 2 yv 3 horas de incubacidén en presencia de esta lectina.

Se discuten algunas posibles causas para tratar de edxplicar
el efecto del suero fetal de ternera scobre la estimulacion del
consumo de oxigenoc producido por el CCCF y el porgque la lectina
ne modifica el comportamiento respiratorio de estas células
linfoides in wvitro.



II) INTRODUCCIONM

A) CELULAS DEL SISTEMA LINFOIDE.

~ Origen y funcidn.

Todos= oz tipos de células sanguineas se originan en el
estroma de l1la médula désea, en donde se encuentra representada ca-

da etapa de madutracion, tanto de eritrocitos como de leucocitos.

Se cree que a partir de una célula original, cuya capacidad
de proliferacién asegura la produccidén de células del tejido

sanguineo lo que permite que se renueven constantemente, se
forman dos clases de célul as, las llamadas unipotentes vy 1las
pluripotentes. Las primeras dan corigen a los diferentes tipos de
células linfoides despudés de diferenciarse. For otra parte, las

células pluripotentes originan a las demas células {Bach, 1784;
Cline, 1975).

En los mamiferos, el sistema linfoide esta compuesto por un
conjunto de células que se localizan en el tejido estromatico de
distintos Grganos, COMmo SOMy 21 timo, el bazo vy los gé&nglios

linfaticos, an las vias de circulacidn sanguinea y en la médula
bsea.

Las células linfoides interactdan en estos 6rganos vy en los
demas tejidos con los antigenos, los cuales han sido transporta-—-
dos a esazm areas por medio de la sangre o la linfa. De esta
manera, las células estimuladas inmunoldégicamente s2 multiplican
y terminan de diterenciarse. Ademids, la posibilidad de que estas
células puedan migrar a distintas regiones del organismo, permite
el transporte de la informacidén v la intervencidén a distancia,
ig que aseqgura el desarrollo v el mantenimiento normal del siste-
ma {(Bach, 1984).

En general, las céluies linfoides zso dividen en dos agrupos
principales de acuerdo a la funcidon que desempefan durante 1la
estimulacion antigénica. La respuesta inmune humoral la efectian
los linfocitos de tipo B, cuya funcidén es 1l1la de sintetizar
proteinas llamadas anticuerpos que interaccionan especificamente
con los antigenes que induieron su producciodn, a los que neutra-—
liza v posteriormente elimina. Los linfocitos T son los encarga—
dos de 1la respuesta inmune celular, producen moléculas 11 amadas
linfocinas que controlan estas respuestas e inducen procesos de

citotoricidad. Estas células son dependientes del timo para su
desarrollo completo.

- Linfocitos de timo.

El time es5 uno de los principales componentes del sistema
linfoide en los mamiferos. Es un 6rganc lobulado situado en 1a
parte superior del mediastino anterior, que descansa sobre el
pericardio a nivel del nacimiento de loz grandes vasos. En el
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timo existe una gran cantidad de linfocitos T llamados también
timocitos, distribuidos en la corteza v en la médula de cada
l14bulo.

En la regién cortical, los timocitos proliferan abundante—

mente, no obstanlte, la frecuencia de divisidn de éstas celul as,
disminuye conforme aumenta la edad del organismo. Se cree que la
progenie de las células de la corteza, migra a la médula, en

donde maduran vy se vuelven inmunocompetentes (Ling v  Kay, 1975).
8in embargo, algunos estudios sugieren que las células corticales
y loz linfocitos medulares representan dos poblaciones cuyo desa-—
rrollec es independiente, y dan origen a distintas subpoblaciones
de células T (Bach, 19g84).

tMNMormalmente en a1 timo no hay células plasma, es decir
células inmunclégicamente activas, como tampoco células de memo-—
ria, las cuales responden rapidamente a la reaparicidon de algin
antigeno ((Cline, 19753 Bach, 1984).

B) CARACTERISTICAS DE LOS COMPONENTES DE LOS MEDIOS DE
INCUBACION.

El medio de incubacidn debe de proporcionar a las células
las caracteristicas fisicas y nutricionales, que satisfagan sUS
requerimientos basicos, para que éstas expresen sus capacidades
funcionales como entidades individuales y como partes integrantes
de una poblacidéen (Naymouth, 1272). For lo tanto, la supervivencia
y la funcionalidad de 1las células in vitro, pueden ser modifi-
cadas por alteraciones en los factores ambientales del medio
donde se encuentran, como son el pH, la temperatura, las
concentraciones de CO: vy Oz, la concentracidn de suero, la densi-
dad celular, etc. (Ling y Kay, 1275).

Las células linfoides se utilizan frecuentemente para
estudi ar difarentes aspectos relacionados con su fisiglogia, vya
que  todos los fendmenos que presentan estas células al ser esti-
muladas in vitro parecen estar estrechamente relacionados con
aquellos que ocuwren durante la respuesta inmune in vivo (Lerner
y Dixon, 1973).

— Importancia del suero en los cultivos.

El medio vy los métodos utilizados para mantener in vitro a
log linfocitos no difieren mucho de los gque se emplean para
otras células. Se han usado muchos tipos de soluciones salinas
bal anceadas vy medios sintéticos completos convencionales para
cul tivar a estas células. Sin embargo, cualquier =o0lucién de
cultivo que se utilice, siempre debe estar complementada con
S e 207 de suaro, puesto ague se ha visto gque sin este componente
ias células no se mantienen por mucho tiempo y no pueden prolife-—
rar {(Ling vy Kay, 1975).

Entre los efectos que produce el suwero en algunas células
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mantenidas en cultivo, principalmente en fibroblastos, se encuen—
tran la estimulacién de la glucdlisis y de la sintesis de ADN,
ARM, proteinas v lipidos, la induccién de la division celular en
células en estado estacionario y el aumento en la permeabilidad
de la membrana a nucledédétidos, aminoacidos, fosforo tnorgantico
(Fi) y a ciertos iones (Temin, y colaboradoires, 1272).

Algunos de los principales componentes que intervienen en la
accién del suero sobre los linfocitos son:

- Las macromoléculacs, principalmente de tipo proteico, que
promusven el crecimiento celular. Sin embargo, muchos de estos
factores pierden su efecto al inactivar al suero por calor.

~ Las moléculas pequefas, tales como nucleédsidos, vitaminas,
Mormonas vy CoBNZinas, que proporcionan nutrientes esenciales vy
factores de crecimiento no presentes en el medio.

-~ Factores del tipo de los anticuerpos, que nevtralizan 6 cse
combinan con las lectinas.

— La presencia de anticuerpos en 1 suers gue  reconocen
sitios antigénicos en la superficie de los linfoncitaos, o de
sustancias que son reconocidas por las células como antigenos.
Ezto puede ser estimulatorio o citotéxico.

— Fresencia vy concentracién de ciertos iones, como el potasio
y el calcio, que modifican algunas reacciones metabdélicas, como
por ejiemplo, la sintezis de ADM (Ling v Kay, 19753 Ponce, 1979).

Sin embargo, la capacidad de respuesta de los linfocitos ail
suero esta influenciada por el origen de éste, va sea autédlogo,
homéloge o heterdédlogo, por la historia inmunolégica de las célu-—
las v por las condiciones del medioco (Temin, y cols., 1972).

Aunque sSe han realizado una gran cantidad de estudios para
establecer el papel del zuero en la proliferaciéon celular, ia
naturaleza de la mavoria de los efectos que produce sobre las
células in vitro v la de los factores que ejercen éstos, es poco
conocida.

- Fitochemaglutinina.

Se han empleado extractos de vegetales que tienen propiedades
mi togénicas, para estimular la divisién de los linfocitos en
cultivo, debido & 1la presencia de ciertas proteinas 1lamadas
lectinas. LLas lectinas son mucoproteinas de alto peso molecular,
que poseen la capacidad de unirse a los residuos azucarados de
las proteinas de l1a membrana plasmatica (Sharon, 19277).

lLa Fitohemaglutinina {(FHA), se extrae del frijol Phaseolus
vulgaris y es el agente antigénico mads utilizado en los estudios
de la proliferacidn de células linfoides in vitro, por su  alta
efectividad vy su rapida respuesta con respecto a otros antigenos
inespecificos, ya que puede activar miltiples clonas de 1linfo-—

cites, principalmente aquellos derivados del timo (Ling vy Kavy,
1975).
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No se conoce exactamente el mecanismo mediante el cual la PHA
interacciona con el linfocito, sin embargo, algunos estudios han
reportado que se unen a proteinas a nivel de la membrana y acti-
van procesos de sintesis de mensajeros intracelulares, principal-
mente monefosfate de guanosina ciclico (GMPe) vy facilitan el
transporte de ionez calocio al interior de l1a cédlula (Coffey, v
cols., 1977).

Entre los efectos iniciales que produce la lectina en los
linfecitos, estan el aumento en &l flujo de ciertos iones,
cambios en el potenci &l de la membrana, transporte de
moléculas, como aminodcidos y azacares, al interior de la célula,
que posteriormente e  traduciran en uvuna respuesta metabdlica
que desemboca en la divisidn celular (Ling y Kay, 1275).

C)y METABOLISHMO ENERGETICO DE LAS CELULAS DE ANIMALES.

Una de las principales caracteristicas de los seres vivos, es
la cepacidad de captar y transformar la energia del esntorno, lo
que les permite realizar las funciones que su misma existencia
erige.

La energia que utilizan las células de organismos heterdétro—
fos, se encuentra disponible en forma quimica almacenada en
enlaces de alta energia, en moléculas de trifosfato de adenosina
aTR) , la cual se obtiene a partir de reacciones de déxido-treduc—
cidn resultantes de la transftformacion metabélica de ciertos com—
puestos organicos que toman del exterior, como la glucosa, que
coentisnen wn potencial energético muy elevado debido a su alto
grado de orden estructuwral (Lehninger, 19813 Hinkle y McCarty,
19278, La enesrgia del ATP es utilizada por las células en la
realiracidn de varios procesos, debido a que la hidrélisis de
este nucledétido esta acoplada a reacciones que requieren de un
aporte energétice indispensable para que se lleven a cabo, como
ia sintesis de macromoléculas (Alberts, y cols., 1983).,

~ Blucdlisis y Respiracidén.

En las células de animales, la sintesis de ATP se lleva a
cabo por dos vias metabdlicas principales: la Blucélisis y 1la
Respiracidén. La glucélisis es la ruta que degrada anaerdébicamen—
te a 1a glucosa, vy gque culmina con la formacién de dos moléculas
de 4cido lactico y dos de ATP, mientras que la respiracién es
la oxidacidn de moléculas organicas, como glucosa, aminodcidos
Yy acidos grasos, por- el oxigeno molecular, que tiene como produc—
tos finales COn, H=0 y ATF (36 moléculas de ATF por cada molécula
de glucosa oxidada). (figwwa 1).

ta wvelocidad de sintesis de ATP varia, vya que depende de la
actividad celular. Cuando esta actividad es muy intensa, los
requerimientos de energia se incrementan, lo que provoca un
aumento en el metabolismo energético (Peffa, y cols., 1981). Estos
requerimientos cambian segian la etapa del ciclo de genetraciodn
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aninales (Con base en Lehninger, 1981 v en Alberts, v cols.,

1983).




calular, el estado de diferenciacién de las células, las condi-
ciones fisicas del medio, como la temperatura, la estimulacidn
metabdlica producida por hormonas u otros agentes externos, etc.
Particul armente en la ruta respirataoria, cuanda aumenta el
consumo de oxigeno, s& incrementa proporcionalmente la actividad
fosforilante de las mitocondrias; de manera gue, por cada tres
mol éculas de ATP sintetizadas, generalmente se consume l1a mitad

de una molécula de oxigeno (Lehninger, 12931 ; Stryer, 1981 3
Harold, 19863 Becker, 198&).

La posibilidad de que la degradacion de la glucosa desembaque
en la formacidén de lactato 6 se oxide completamente,
la digponibilidad de oxigeno
proliferacidon de lag células.

depende de
en el medio vy del estado de

Aungque las células de animales
obtienen la mayor parte de su energia de la respiracion, la

glucdlisis actda como ruta proveedaora de ATFE dwante periodos
cortos en los gue no se dispone de oxigeno, como por  ejemplo,
cuando &l miasculo es sometido a un pericdo de actividad maxima,
las células de este teiido son basicamente alucoliticas,
debido a una disminucidn en la concentracidn de oxigeno en el
miasculo (Lehninger, 19813 Beclker, 1986) {(figura 1).

Se  ha observado que las células en
normales como transformadas,
muy alta. Sin embargo,
oxigenoc
driales
1982).

prolifaracidn, tanto
presentan una actividad glucolitica
se ha visto que estas células consumen
normalmente v mantienen los niveles de enzimas aitocon-
adecuados para oxidar totalmente al piruvato (MoKeahan,

Iinhibidorese de la fosforilacidn oxidativa.

Una de las principales herramientas para
fisiologia de 1las mitocondrias, especialmente el sistemna
fasforilante oxidativo, es utilizar agentes inhibidores
especi ficos (Lehninger, ig8i}. De éstos, los mas empleados son
las iondéforos, debido a su capacidad de transportar ignes a
través de la membrana, 1o que ha permitido conocer muchos
aspectos relacionados con l1os mecanismos quimiosmdéticos qgue
intervienen en la sintesis del A&TP (Hinkle vy MocCarty, 1978).
Dentro de este grupo, existen un namero variado de sustancias,
principalmente &cidos débiles, cuya funcion es la de desacoplar
el transpaorte de electrones de la fosforilacidén oxidativa, es
decir, no permiten que las reacciones que producen energia estén
acopladas con las que la canservan, de tal manera que ésta no se
aprovecha vy se transforma en calor. Su caracteristica es que
incrementan el consumo de oxigeno de aitocondrias intactas en
ausencia de ADP in vitro (Lehninager., 1981z Terada, 1981; Peffa vy
cols., 19813 Hinkle y McCarty, 1978).

aestudiar la

La mayor parte de los agentes desacoplantes ulyl
liposolubles que contienen un grupo acido vy
anillo aromatico. FParticul armente, el
cianura m—clorofenilhidrazona (CCECFR),

sustancias
generalmante un

desacoplante carbonil--
presenta en un extremo un
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grupo cloro—fenil que le confiere a la molécula suficiente hidro-
fobicidad para unirse a la membrana intermna mitocondrial y perma-—

necer en ella durante su accidén, Yy un grupo acido-ionizable el
cual es indispensable para llevar a cabo su actividad protonoféo-
rica (Terada, 1981; Lehninger, 1981) (figura 2(a)).

=1 CCCr  funciona como un intercambiadaor eficiente de

protones, al equilibrar el gradiente de é¢=stos a ambos lados de la
membrana  interna mitocondrial. En la figura 2(b) se muestra el
posible mecanismo de accion de los desacoplantes del tipo del
CCCP, que  tienen la capeacidad de unir y desligar un protdén vy de
poder difundir a través de la membrana interna  mitocondrial en
ambas conformaciones, tanto anionica como neutra (Terada, 19813
Hinkle y McCarty, 1978).

Dy EFECTO DE L& FITOHEMAGLUTIMINMNA (PHA) EN EL METABOLISMO
ENERGETICO DE CELULAS LIMFOIDES.

Se han observado grandes cambios en el metabolismo de 1las
células linfoides durante 13 sstimulacidén antigénica in vitro,
que culminan con la divisidon celular b desencadenan otiros
procesos que intervienen en la respuesta inmune montada contra
esos antigenos.

Una de las principales alteracicnes metabdlicas que
experimentan estas células es en =1 metabolismo de carbohidira-
tos, por lo que ha sido tema de particular interés, vya gque los
procesos que se activan durante la estimulacién de los linfoci-
tos, como son la sintesis de &cidos nuclegicos y el aumento en el
transporte de iones y de algunas sustancias a través de la mem-
brrana, conducen a un incremento en los requerimientos de energia
por parte de estas células.

Se han empleado varios antigenos para estudiar este fendmeno
con diferentes tipos de células linfoides mantenidas en cultivo.
El mocdelo de experimentacion mas utilizado ha sido el usalt
antigenos inespecificos, principalmente la lectina
fitohemaglutinina (FPHA)Y .

Uno de los primeros trabajos en donde se observéd este fendme-—
no fué realizado en 1267 por Fachman, en linfocitos de sangre
periférica de caballo. Este autor encontré un incremento en el
consumo de oxigeno, en la utilizacidén de glucosa y en la produc—
cidn de Acido lactico al incubar estas células en presencia de la
PHA durante 24, 48 y 72 horasg por le que establece que 1la
transformacién blastoide se alcanza gracias al aporte energético
proveniente tanto de l1a glucdlisis como de la respitracidn.

Hedeskov en 19468, trabaja con linfocitos de sangre periférica
de humano vy observa que el consumo de glucosa y produccién de
lactato se duplican al incubar paor 4 horas a estas células con la
lectina, mientras que la produccidén de COx proveniente de 1la
descarboxilacién del piruvato vy del ciclo de FKiebs no se
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modifica.

Folgar vy colaboradores (1268) no encuentran diferencias sig—
nificativas €n =31 consumo de oxigeno de linfocitos de sangre
periférice de humano expuestos a este antigeno por 24, a4g vy 96
horas. Al incubar a las células con el desacoplante de 1a respi-
racidn 2,4 dinitrofenol, la sintesis de ARN vy de proteinas dismi-—
nuye de 30 a un 40%, mientras que en la sintesis de ADM casi no
tiene efecto. Al inhibir la glucdédlisis con un compuesto analogo
de la glucosa, desoxriglucosa (DOGY, estos tres parametros se
reducen en un 0%, Loz autores concluyen gus la activacidén meta—
bélica después de la estimulacién por FHA depende principalmente
de la glucédlisies v no de la respiracidn.

Roos y Loos (1270, utilizan también linfocitos de humano vy
encuentran gue uno de los primeros efectos de la lectina es el de
disminuir 1los niveles de ATP+ADF e incrementar la concentracion
de lactato. Después de 2 horas de exposicidng, erxiste un incre-—
mento en los niveles de ATPHADF, de algunos intermediarios de la
ruta glucolitica, como la glucosa 1, & difosfato v el 2, 3 difos-—
faogliceirato, y en la incorporacién de fosforo inorganico (Pi).
Estos investigadores observan que la FHA influye todavia sobre

algunos de estos parametros metabdlicos, después de bloguear la

respiracién o la glucétlisis con cianureo vy DOG respectiva-—
mente.
Estos mismos autores en 1973 (a), observan que en las

primeras etapas de estimulacidn antigénica, la energia provenien-
te de la glucélisis es suficiente para que la activacidén metabéd-—
lica producida por 1a PHA en los linfocitos se lleve a cabo, al
inhibir 1a fosforilacidén oxidativa con tetraclorotrifluorobenzi-—
midazol (TTFB) y oligomicina. Sin embargo, al incubar estas
células con la lectina por 4, 28 y 72 horas, encuentran que la
incorporacion de Fi a nucledtidos Acido—solubles esta estre—
chamnente  velaciconada con la actividad mitocondrial (1973b), va
que los valores de estimulacidon de la respiracidn producida por
PHA, que van del 122 al 1754 & las 24 v 72 horas respectivamente,
coincide con un incremento considerable en la utilizacidn de Pi
por parte de estas células.

Roos y Loos (1973b), observaron que al incubar a las células
en presencia de la FHA con los inhibidores de la fosforilacidn
oxidativa TTIFR y oligomicina durante 72 horas, habia una
disminucion en la incorporacion de timidina tritiada del SO y del
854 respectivamente, y del 25% al estar presentes estos dos
agentes., mientras que al bloguear al glucélisis con DOG, no hay
incorporacién del precursor marcado. Arnque el 70% de la glucosa
es convertida en Adcido ladctico y el 30% restante sea completamen—
te oxidado, el 85%4 del ATF {formado durante la activacién metabé-
lica de estas células, proviene de la respiracidén. Estos auvtores
concluyen que esta energia es indispensable para gue se lleve a
cabo 1a divisidén celular, mientras aque el ATP formado por la
glucédlisis es necesario para que e lleven a cabo procesos meta—
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bélicos, tales como la sintesis de ADN, ARN y proteinas.

En trabajos més recientes (Culvenor y Weidemann, 1976), se
ha observado que duwrante l1a estimulacidn antigénica en timocitos
de  rata producida por diferentes Jectinas, el metabolismo
respiratorio, medido como consumo de oxigeno, casi no se
modifica, mientras que varios parametros de la via glucolitica,
tales como consumo de glucosa. produccidon de lactato y actividad
de algunas enzimas de la ruta, aumentan considerablemente, por lo
gque se ha establecido que esta es una caracteristica propia de

las células linfoides en proliferacidn (Tollefsbol y Cohen,
1e85).

E) ORJETIVOS.

Con base en estos antecedentes, se observa que no esta total-—
mente definido si el metabolismo energético odidativo de las
células linfoides se modifica durante la estimulacién antigénica
producida por la PHA. FPor tal motivo, se decidiéd realizar el
presente trabasijo para establecer las condiciones de medi-—
cioén del consumo de oxigeno de 1os linfocitos de timo aislados de
consja, =1 vtilizar los componentes del medio de incubacidén que
se emplean para cultivar a estas células en el laboratorio vy
evaluar posteriormente el comportamiento respiratorio de éstas en
presencia de diferentes concentraciones de 1la lectina a distintos
tiempos de incubacidn.
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I11I> MATERIALES Y METODOS.

Y OBTENCION DPE LOS TIMOCITOS.

Se utilizaron conejos jdévenes (Oryctolagus cuniculus) machos
de 2 Kg aproximadainente, los cuales se sacrificaron por desnuca—

miento. Se extrajo 21 timo, sin cortar vasos sanguineos, y se
colacd sobre una laminilla de acero indxidable en una caja de
Fetri con 4 ml de medio L-15 (Gibco) a 37= C. Con una espatula

se macerd el tejido, para dispersar a los timocitos. Conforme se
lhacia la dispersioén, se recogian las células con una jeringa con
aguja de raquia y se agregaban otros 2 ml de medio para continuar
la dispersidng este procediniento se repetia nuevamente para
raecuperar la mayor cantidad de células posibles.

La suspensién de células se repartid en 3 6 4 tubos de cen—
trifuga de 15 ml y se centrifugaron a 1,000 revoluciones por
minuto {rpm? duwante 10 minutos. Se desechd el sobrenadante vy
los botones se resuspendieron con 5 ml de una solucidn lisadora
de eritrocitos, preparada con 4.5 g de cloruwwo de amonio
(Mallinckrodt) y 1 g de Tris-hidroximetilaminometano (THAM)
(8igma) , aforada a S00 ml con agua destilada y ajustada a pH 7.3
con HC1 concentrado, y se incubaron durante S5 minutos a 372 C.

Se centrifugaron nPuevamente 10 minutos a 1,000 rpm vy se
desechd el sobrenadante. Cada botén se resuspendid con 2 6 3 ml
de medic L-15 a 37 C v se reunid el contenido de cada tubo en
uno s6lo. Fosteriormente, se tomé una alicucta para contar a
lags células en la céamara de NMeubauer & hemocitdmetro vy para

determinar la viabilidad se hizo una prueba de exclusién con el
colaorante azul tripan (Sigma) 0.5% en solucién salina al
0.85%4 (Fhillips, 1973). lLa viabilidad siempre fue mayor al 8% %.
FPosterior a las pruebas en el oximetro, se hacia otra cuenta de

céolulas de una muestra, nara corrohorar 1a cuenta inicial v el
numero aproximado de timocitos que se utilizaron en cada medi-
cidn.

B) CONDICIOMES PARA MEDIR EL CONSUMO DE OXIGENO DE LAS
CELULAS.

1) Las mediciones de consumo de oxigeno se obtuvieron por
polarografia con un electrodo tipo Clark de registro continuo, en
una cubeta termoequilibrada a 37 C con agitacidén magnética
continua (Yellow Springs Instruments, U.s.A.0. Este electrodo,
que contiene un Anodo y un catodo polarizado, registra la
corriente que fluye entre éstos conforme el oxigeno se reduce, la
cual es proporcional al contenido de oxigeno molecular de 1la
solucidn que se mide. De esta manera, el aparato puede responder
a diferentes tensiones de ouigeno a travées del tiempo, que expe-—
rimenta una solucidn en agitacidén que contiene células que
consumen oxigeno (Clark, y cols., 1253).
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Los registros se obtuvieron de un graficador conectado al
oximetro. La velocidad de graficacisn utilizada para obtener los
tirazos fue de una pulgada por cada S minutos.

2) Cuando se hicieron las pruebas para determinar la densidad
celular de trabajo y para observar la influencia de los componen-—
tes del medio de incubacidén scobre el consumo de oxigeno, antes
de cada registro se agregsron por separado a la cubeta del oxime-—
tro, el medio TC—199 (Difco) o una solucidén salina balanceada
(1200 de MaCl, S mpM de KC1, imM de MgS0a., 1 mM de NaxFQOa, 5.5 mM
de glucosa vy 1mM de CaCls amortiguada can 20 mM de HEFES a pH
7.4) (Lazzarini vy cols., 1985) 207 de suero fetal de ternera
(Difco) previamente inactivado a 602 C durante 30 minutos. Yy
por tltimo 1la cantidad correspondiente de células, lo que did un
volumen total de 3 ml. Mientras de obtenian los registros, los
componentes del medio vy las células se mantuvieron en un bano de
temperatura a 37 C. £l tiempo de cada medicidn fue de 5 a 10
minutos.

3 Cuando se incubaron las células a diferentes tiempos (O,
1, 2 vy 3 horas), se colaocaron aproximadamente 500 millones de
células en frascos ampula de 20 ml, que contenian medio de culti-
vo completo con 804 de TC-129, 207 de suerc fetal de ternera
inactiwvado, 0.9%4 de una solucidén de glutamina (Difco), 100 UI de
TC-penicilina y 100 ug de estreptomicina (Difce) junto con 300 UI
de heparina {(Abbott), en un volumen final de 3 ml. Las diferentes
concentr-aciones de fitohemaglutinina " P " (Difco), se agregaron
en el tiempo cero y se determinaron al tomar como base la emplea-—
da por Roos y Loos (1973b), de 100 ug/ml y la proporcién utiliza-
da por Culvenor y Weidemann (1978) de 600 wug/10® células. Los
frascos se mantuvieron en un bafo de temperatura constante a
37« C.

Después de cada tiempo de incubacién y para obtener me jores
registros de respiracidén, se reemplazdé el medio de incubacidén por
medio fresco completo, va que se habia observado en  pruebas
preliminares, que los trazos de consumo de oxigeno obtenidos
después de mantener a los timocitos durante un periodo de incuba-—
cién en el mismo medio eran muy cortos, lo que no permitia
ohservar el efecto del desacoplante CCCF sobre la respiracidén. De
esta manera, el contenido de cada frasco (lote), se centrifugd
durante 5§ minutos a 1,000 rpm, se desechd el sobrenadante y cada
botén se resusgpendidé con medio fresco a 372 C hasta 3 ml.

4 Como control respiratorio, se utilizdé el desacoplante
carbonil—-cianuro m—clorofenilhidrazona (CCCP) (Sigma), a una con-
centracidén de 8 uM, diluido en dimetilformamida (Bakei~) . Esta
sustancia se agregéd directamente al medio, con una microjeringa
de 10 wul,
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C) PROCESAMIENTO DE LOS DATOS.

Los valores de consumo de oxigeno obtenidos, se calcularon,
al sumar el ndmero de cuadros que el trazo recorria de izquierda
a derecha, en una escala de concentracién relativa de onigeno del
100 a O, y se multiplicaron por 12, ya que cada cuadro equivale a
12 nanoidtomos gramo de oxigeno {(natg). Fosteriormente, se dividis
este resultadeo entre los minutos transcurridos durante ese regis—

tro. De esta manera se obtenian los datos exupresados como
natg/min (figura 3).

Para calcular el coeficiente de correlacioén y las ecuaciones
de los datos que se ajustaron a una vrecta, se utilizé el criterio

de los minimos cuadrados o coeficiente de regresién lineal
(Bajpai vy cols., 1981).
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IV) RESULTADOS Y DISCUSION.

) DETERMINACION DE LA DENSIDAD CELULAR.

Se midid el consumo de oxigeno de diferentes cantidades de

células, para determinar el nimero de timocitos que se emplearia
durante los experimentos.

Primero se uwtilizaron 135 millones de células y se obtuvo un
medicison de 5.4 natg/min. For lo tanto, se decidid aumentar 1a
densidad de células vy se obtuvieron los siguientes resultados:

Mameroc de células (X 10®) Consumao de 0z (natg/min)

DuB e 19.2
1.0 e 32.4
1.5 ~———m e e 42.0
2.0 ——eme——eee — 52.2

La correlacidén que se obtuvo entre el namero de células y el
consumo de oxigeno fue de r=0.9? (grafica 1), lo que quiere decir
que existe una relacion directa entre estos dos parametros. No se
llegd a oabservar un efecto de inhibicidn de la respiracidén de
los timocitos por sobrepoblacién, en las densidades ensayadas,
como el observado por Hedeshkov y Esmann (194646), al trabajar con
linfocitos de sangre periférica de humano.

En este trabajo =zse determiné utilizar la densidad de S00
millones de células para los siguientes experimentos, va que era
la densidad mas baja en donde se obtenian registros adecuados de
consumc de oxigeno, al tomar como base la sensibilidad del oxime—
tro y para realizar mas pruebas en cada experimento, puscto oue
la recuperacién de linfocitos de cada timo no era muy elevada vy
variaba mucha de un organismo a otro (de 5 a 2 X 10® células).

Es importante mencionar de que se obtuvieron registros de
respiracidén muy variables con la densidad de 500 millones de
células (ver mas adelante)d. {os valores fueron de 19, 40 y hasta
5 natg/min, por consiguiente, también se ocbservaron diferentes
raesultados en el porcentaje de estimulacidn del consumo de oxige-—
no producido por el desacoplante CCCP, que varidé de TO, 70 vy
hasta mas del 1S0%. Frobablemente, estas diferencias en el consu-—
mo de oxigeno se deban a las caracteristicas propias de cada
individuo, va que los experimentos se realizaron con células de
organisemos distintos. Por tal motivo, cada bloque de mediciones,

en donde se compararon los datos obtenidos, se realizd con las
células de un miemo individuo.
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Grafica 1. FPrueba de dencsidades. Relacién entre el namero
de células vy consumo de oxigeno. Ecuacidén de la recta:
Y = (21.72) X + Q@.3.
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B) INFLUENCIA DEL MEDIO TC—199 Y DEL SUERO FETAL DE TERNERA
SOBRE EL CONSUMO DE OXIGEND DE LAS CELULAS.

Se mididé el consumo de oxigeno de los timocitos en la
solucion salina balanceada y en 1 medio TC—199, en ausencia y en
presencia de un complemento del 20% de suero fetal de ternera en
ambes medios, para observar si el patrdén respiratorio de las
células se alteraba al modificar las caracteristicas del medio de
incubaci on.

Los resultados se muestran en la tabla 1. No se encontraron
diferencias en la respiracien de los timocitos, al comparar los
datos obtenrnidos en los dos medios, tanto en ausencia comoc en
presencia de suero y desacoplante. Sin embargo, los valaores que
se obtuvieron en la solucidn salina sin suero, tienden a ser mas
bajos que los ocobservados en el medio TC-1929 (arafica 2).

El consumo de oxigenc no se modificéd al complementar con 20%
de suero a ambos medios, en ausencia del CCCF. 8in embargo, al
estimul ar la respiracion con este agente, los registros fueron
mas altos en presencia de suero que en ausencia de éste, tanto en
la soluciédn salinax como en el media TC-199 (grafica 2). Al
mantenegr 2 1los timocitos en la solucidn salina,g el desacopl ante
incrementd en un 76% su consumo de oxigeno en ausencia de suero v
en un 155% en presencia de este complemento. En el caso de las
células mantenidas en el medio TC-192, el aumento en el consumo
de oxigeno producido por &l CCCF fue aproximadamente tres veces
mas a2lto en presencia gque en ausencia de suero, puesto que los
valores fueron de 168 y &60%4 respectivamente (gratfica 2).

Por 1o tanto, loz . principales componentes del medio de incu-
bacidn, TC—-1292 vy el suero fetal de ternera, noc modifican el
consumo de oxigeno de los linfocitos. Sin embargo, la capacidad
de estimulacidén de la respiracién producida por el desacoplante
se ve modificada en presencia de suero, sobre todo en las células
mantenidas en el asdic TE-199, cuyn arado de estimulacidn fue
o mayor gue el registrado en la solucidén salina.

El medio TC-199 juega un papel fundamental, puesto que con-—
tiene un conjunto de factores nutricionales basicos muy importan—
to=e para las células in vitro. Sin embargo, los componentes del
suero  son indispensables psra mantener a2 los linfocitos en  un
estado metabolico adecuado, necesario para conservar muchas fun-—
ciones relacionadas con su actividad celular in vivo (Ling y Kay,
1975; Benitez, 12703 Bonilla, 1970). Probablemente, algunos de
estos componentes fueron determinantes en la respuesta de los
timocitos al desacoplante, aunque se desconoce que tipo de fac-—
tores estan inveolucrados directamente en esta respuesta v cuales
son los efectos gque producen en las células.

Se postula, que factores del tipo de las hormonas, principal-~-
mente de naturaleza esteroide, son los componentes mas importan-—
tes del suero que intervienen en la activacidén metabdlica de los



Tabla I. Influencia del medio TC-199 y del suerc fetal de
ternera sobre el consumo de oxigeno de los
linfocitos. Unidades: natg de oxigeno/min. %2
Porcentaje de incremento de la respiracién de 1las
cé&lulas producido por el desacoplante CCCP (8 .PM)'
Control: Consumc de oxXigeno sin CCCP.

s /CCCP c /CCCP
MEDIO
Datos X *EE Datos % TEE
85.3 124 .8
. = /suero 86.3 g9 .2 3.4 160.0 142, 10.1
T.C 96.0 144 .0 S0%
199 80.0 216.0
c/su=sro 84 .0 86.7 4.8 224.0 ° 222.0 12.2
96.0 256.0 168%
65.0 100.0
s/sueroc 52.8 71.3 12.8 iz26.8 - 125.6 14.4
soluciodon ae .0 150.0 76%
salina 72.0 186.0
cC/SUEerc 21.0 g1.8 5.9 iez.0 z208.7 1.7
- 92.5 z248. 0 155%




Grafica 2. Influencia del medio TC—-199 y el suero Ffetal de
ternera sobre el consumo de oxigeno de los linfocitos. 4
Porcetaje de incremento de la respiracidén estimulada por el
desacoplante CCCFP (8 uM). Contirol: Consumo de oxigeaeno sin CCCP.

A = Mediao TC~199 s/sust-o B = Medio TC-199 c/suero
C = Solucidén salina D = Solucidén salina
s/suero c/suero

(Promedios de wun experimento por triplicado; se nuestra el
error estandar).
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linfocitos, puesto que la mavoria de los compuestos de origen
proteico se desnaturalizan al inactivar el suero (Benitez, 1970;
Bonilla, 1970). Probablemente, estos factores interactidan direc—
tamente sobre las mitocondrias, lo que podria producir una
alteracidén en su actividad y por lo tanto modificar su irespuesta
al desacoplante CCCR. Recientenante, Martinez, F. (1287, comuni-
cacidn parsanall, na encontrado gque la hormona esteroide proges—
terona disminuye la actividad ATPsintetasa de vesiculas submito~
condriales de placenta d= humano y sugiere que este esteraide
modifica las caracteristicas de la membrana interna mitocondrial,
lg que produciria una alteracidén en la actividad de 1a enzima vy
en el transporte de protones 21 interior de la vesicula.

Algunos autores (Ling y Kay, 1975; Beni tez, 192703 Bonilla,
1970) , proponen que la presencia de ciertas sustancias, particu-
larmente al utilizar sueros heterdlogos, activan mecanismos de
tipo inmunoldgico en estas células debido a que son treconocidas
como antigenos. S5e ha visto que durante la activacidn antigénica
en células linfoides, se produce un incremento inicial en 1los
niveles intracelulares de sodio y calcio, va que @1 tranporte de
cstos iones al interior de las células, se ve facilitado por
este proceso (Felber y Brand, 1983; Deutsch, Yy cols., 1981 ;
Freedman, vy ceole., 1981). Lo antoricor puede estar relaciconado con
el incremento de la respiracidén producido por el CCCP observado
en los timocitos mantenidos en medio complementado con suero, ya
que se ha observado que la presencia y concentracidén de algunos
iones aumentan la capacidad de estimulacidéon del consumo de oxige-—
no en mitccondrias aisladas, en presencia de agentes desacoplan—
tes {Teradzs, 1981).

Estos resultados muestran que la composicidon del medio de
incubacidn es importante para mantener a las células, ya que
desde el inicio de la incubacidn éstas pueden responder de
diferente forma & un estimulo externo, en este caso, a la presen—
cia del desacoplante CCCP, v esta respuesta depende tanto de las
caracteristicas de las células como las del medio donde se en-—
cuentran, puess ambas partes guardan una estrechs relacion entre
sS4 .

CY» EFECTDO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FITOHEMAGLUTININA
(PHA) EM EL COMPORTAMIENTO RESFIRATORIO DE L OS TIMRCITOS.

Se evalud el efecto de la fitohemaglutinina (FPHA) sobre el
consumt de oxigeno de estas células en las primeras horas de
exposicidén vy no después de incubaciones prolongadas, pues las
condicicnes utilizadas en este trabajo para medir respiracidén no
permitisron hacer esas mediciones, puesto que en pruebas prelimi-
nares se incubaron a 1los timocitos por 48 horas y en la mayoria
de los cultivos no se registré consumo de oxigeno debido a que la
viabilidad de édstas células habia sido severamente afectada (da~—
tos no mostrados).
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Los datos cbtenidos se muestran en la tabla II. A las cero
hotracs, se observa gque no hay diferencias apreciables entre los
valores de consumo de oxigeno obtenidos en los lotes con FHA caon
el registro del lote control (s/FPHa), tanto en ausencia como en
presencia del desaconl ante CCCR,

(e i hora de incubacidn, tampoco se observan diferencias en
los datos cbtenidos en el lote control y en los lotes expuestos a
la lectina, al medir consumo de oxigeno en 21 medio de incuba-—
cidén. Al cambiar el medio, se modificaron la mayvoria de los
registros. El wvalor del lote control fue mas alto vy los datos de
los lotes con 200 y 300 uvg/ml de PHA fueron mas bajos, por lo que
al estimular la respiracidn con CCCP, se lleqgan & ocbservar dife-—
rencias entre estos lotes con el control.

A las 2 horas de incubacién, los valores obtenidos en los
lotes con la lectina son muy semejantes al observado en el lote
control. Al resucspender a las células en medio fresco, se modifi-—
caronr nuevamente los registros de consumo de orxigeno de la misma
forma que en el tiempo anterior, es decir, el registro del lote
control fue mas alto yv los de los tratamientos fueron mas bajos,
en comparacién con los obtenidos en el medio de incubacidn. For
le tanto, también se observaron diferencias en los valores de
estimulacién de la respiracidén producida por el desacoplante
entre 21 lote control y los experimentales, porque los registros
de estos dltimos fueron més bajos.

&} las 3 horas, todos los registros de consumo de oxigeno
cbtenides on @l medio de incubacion, tanto en el control (s/FPHA)
como en los tratamientos, vuelven a ser muy semnejantes entre si oy
estos datose no se modificaron al reemplazar- este medio por medio
fresco, por lo que no se encontraron diferencias al estimular 1a
respiracién con el CCCP (gr&afica 3.

Aungue s& 2 obltuvieron registros mds adocuades de consume de
orxigeno estimulado por 21 desacoplante CCCPF al cambiar el medio
de incubacidén por medio fresco, el comportamiento respiratorio de
las células se modificéd en el mayoria de las mediciones después
de realizar este procedimiento, por lao que se encontraron
diferencias entre los valores de respiracién desacoplada del
cantrol con los de los tratamientos (grafica 3).

Al ajustar 1los datoszs obtenidos en el medio de incubacién de
tada uno de los tratamientos y el control (s/FPHA), en los cuatro
tiempos de incubacién, se observa que el compartamiento
respiratorio es muy semejante en todos ellos, puesto que los
valores de las pendientes de las rectas zon muy similares (gr&fi-—
ca 4). Al principio, lag rectas tienen su origen entre los S0 vy
56 natg/min, pero a las 3 horas llegan a coincidir casi en el
mismo punto. Particul armente, los datos obtenidos en los lotes
que contenian la concentracién mas alta de la lectina que se
empled, de 300 ug/ml, son 1o0s que se parecen mas a los registros
de los controles (tabla II vy grafica 4).
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Comportamiento respiratorio de los timocitos expuestos a diferentes concentira

acionss

de PHA. Unidades: natg de oxigeno/min. %: Porcentaje de aumento del  consumo de
oxigeno de las ceélulas producido por el desacoplante CCCP (8)ﬂﬂ). Control: Consumo
de oxigeno sin CCCP.
I E P O
( horas )
0 1 2 3
Medio de Medio | Medio Fresco Medio Medio Fresco Medio Medioc Fresco
incubacion de inc. de inc. de inc
- PHA
(Pg/ml) s/CCCP |c/CCCP s/CCCP | s/CCCPlc/CCCP s /CCCP s/CCCP|c/CCCP s/CCCP | s/CCCP|c/CCCP
0 S50.6 144.0 48.0 54.8 153.6 44 .0 52.8 144.0 38.0 37.7 a1.2
184% 180% 172% 142%
100 56.0 156.0 51.4 51.4 124.8 45.0 24,3 86.4 39.0 37.7 84.0
178% 143% 152% 130%
200 54.0 162.0 51.4 41.1 105.6 45.0 37.7 91.2 37.5 36.0 g1.2
200% 157% 142% 153%
300 0.6 132.0 50.6 41.1 105.6 44 .5 26.0 76.0 37.5 37.3 78.8
160% 157% 111% 111%




GBrafica 3. Comportamiento respiratorio de los timocitos expuestos
a diferentes concentraciones de PHA.

A = Control (s/FHA) B = 100 vwg/ml de PHA
C = 200 um/ml de PHA D = 300 ug/ml de PHA
MI = Medio de incubacién MF = Medio fresco
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Grafica 4. Relacidén en el consumo de oxigeno obtenido en
medio de incubacién entre los lotes controles y los expuestos
la PHA, a través del tiempo. Ecuaciones de las rectas:

- Control (s/PHA) = (~-4,18) X + 51i.4

Y
100 ug/ml de PHA Y = (-5.74) X + S6.4
- 200 ug/ml de PHA Y = (-5.59) X + 55.3
Y

- 200 ug/mi de FHA

i

(-4.54) X + 52.6
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El hecho de gue estos datos se aproximen a formar una recta
con pendiente negativa (grafica 43, posiblemente se debid a una
disminucion en la viabilidad de las células a través del tiempo,
lo que produioc un descenso gradual en 1oz registros de consumo de
ovigeno de los timocitos. EFeta posihilidad podria estar apoyada
tambidn, 21 no cbhservar respuesta por parte de egstas células  al
cambio de medio realizado después de tres horas de incubacién.

For lo tanto, no se observd una madificacidn apreciable en el
consumo do oxigeno de los linfocitos de timo de conejo expuestos
Q, i, 2. v 3 horas a las tres concentraciones de FHA utilizadas
en este trabajo. Lo anterior ze establece con base en lo obtenido
sd¢lo en el medio de incubacidn.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Culvenor vy
tleidemann (1976), vya qgque estos auntores tampoco observan
diferenciaszs en el consumo de oxigeno de timocitos de rata

Hpuestos uwuna hora a la FHA (600 wg/10® células?. Roos vy Loos
(1273b), al utilizar linfocitos de sangre periférica de humano
incubadoes 4 horas con 100 ug/ml de la lectina obtienen los mismos
valores de respiracidn que en los cultivos controles. Algo muy
semejante se ha observado al estimular linfocitos de timo de rata
con la lectina Concanavalina A (Con A) en las primeras horas de
incubacidén (Culvenor y Weidemann, 19763 Hume y cols., 1978).

Se confirma entonces, que el consumo de oxigeno, el cual
canunmente se wtiliza como parametro para evaluar el metabolismo
respiratorio, no se altera en las primeras etapas de estimulacién
progducida per lz PHA in vitro. Culvenor v Weidemann (19763, v
Hedeskov (1968) 4 han observado que algunas reacciones de 1la
glucdédlisis, comno  son la wutilizacidn de la glucosa de manera
proporcional con la produccion de &cido lactico, aumentan de una
manera significativa al inicio de esta activacidn., Esto podria
sugerir, que los requerimientos energéticos necesarios para que
38 lleve a cabo la activacidn motabilica colular preoducidas por 1a
PHA en las etapas iniciales, son cubiertos principalmente por la
‘energia proveniente de la glucédlicsis, puesto gue es la ruta
energéltica que incrementa su actividad durante este proceso, Y&
que la produccidn de ATP proveniente de la respiracién permanece
constante, pues el consumo de oxigeno no se modifica {McKeehan,
i982).

Sin embargo, se ha encontrado gue muchas funciones que se
activan al estimular antigénicamente células linfoides in vitro,
requieiren del aporte energético proveniente de ambas rutas meta-—
bdlicas, puesto que se ha visteo que al inhibir la glucélisis o la
respiracidn, los 1linfocitos T no pueden iniciar procesos de
citotoxicidad, indispensables para llevar a cabo 1la respuesta
inmune de tipo celular (Ling vy Kay, 1973 . Fosiblemente, los
cambios que edigtan en el metabolisnmo oxidativo de los timocitos
durante la estimulacion antigénica, se lleven a3 cabo en 1las
etapas mas tardias de este proceso, puesto que se ha observado
que estas células cuando terminan de diferenciarse presentan en
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st citoplasma un nuamero mayor de mitesondrias al que. tenian antes
de transformarse (Ling y Kay, 1975 Bach, 1984), lo que sugeri-—
rria entonces, que la actividad respiratoria =z=e 1ncrementa cuandn
las células linfoides son inmunol égicamente activas.

Es importante sefalar gue, aungue algunos antecedentes men-
cionan gque la estimulacidén en la respiracidon de 1los 1l1linfocitos
producida por al PHA se observa después de incubar a estas célu-
las en presencia de la lectina por tiempos prolongados, de 24 a
72 horas (Pachman, 19267 Roos y Loos, 1973b), las condiciones en
las que se mantuvieron a las células en este trabaia, no permi-
tieron realizar estas mediciones en cultivos.

Existen algunas alterrnatives de estudio que surgen a raiz de
stos resultados, como es el de conocer el tipo del o de los
factores del suero fetal de ternera que intervienen en el incre-—
mento de la estimulacidn de la respiracidn producida por el
desacoplante CCCPy, en estas células linfoides o en mitocondrias
alsladas, para observar si &l efecto gue se produce es directa—
mente sobre la fisiologia de estos organelos. En el caso del
efecto de la FHA sobre el metabolismo energético de los linfoci-
tos, se tendrian que optimizar condiciones de cultivo de
estas célul as, al utilizar los componantes del medioc de incuba-
cidn empleados en este trabajo, para evaluar algunos procesos de
la actividad de la ruta glucolitica y el comportamiento respira-
torio, despudés de mantenerlias en presencia de distintas concen-—
traciones de la lectina por tiempos mas largos de incubacidn. Por
otra parte, se podrian estudiar otros parametros que permitan
visualizar también diferencias en la actividad respiratoria du-
rante l1la estimulacidéon antigénica, como son la concentracidn de
ciertos intermediarios y productos formados por esta ruta metabs-—
lica (NADH, ATP, etc.) y cambios en la actividad de algunas
enzimas mitocondriales in vitro.
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