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INTRODUCCION

los linfocitos humanos

Los linfocitos son las cElulas que participan en --
forma esencial en la respuesta inmune y estfn representadeos -

bisicamente por dos tipos: 1los linfocitos B y los T.

Los linfocitos B se originan en la bolsa de Fabricio
de los pS&jaros y en la médula Ssea de los mamiferos. Estas -
células son las responsables de la inmunidad humoral, las que
a través de un procesc de maduraci®n, en el cual intervienen
los linfocitos T, se transforman en c8lulas plasmSticas pro--

ductoras de anticuerpos.

Con respecto al origen de los linfocitos T, si bien
lag células precursoras de estos se originan en la médula --
&sea, es necesario que las mismas emigren al timo, en donde -
por un proceso de diferenciacifn se hacen funcionalmente com-
petentes. Estos linfocitos T son los responsables de la inmu
nidad celular y ademfs regulan la produccibn de anticuerpos -

de las cé&lulas B.

Los lintocitos T y B presentan a su vez, subpobla--
ciones celulares. Las subpoblaciones de linfocitos T humanos,
que sch los de interfs para el presente trabadio, fueron iden=

tificadas y aisladas por primera vez por varios grupos de in-



vestigadores. Todos ellos aprovecharon la capacidad de los
recaptores de superficie celular, de aceptar la parte Fc de
la IgG o bien la parte F¢ de la IgM (1,2,3,4), por ello se =-
clasificarcn en c&lulas Ty y Tu respectivamente. Posterior-
mente se determinf que las cflulas T} presentan funcidn de -
supresifn y las células Tu funcibén de ayuda, en la prolifera

cifn o diferenciacifin de los linfocitos B (5),

Los estudios realjizados por Kbhler y Milstein en -
1975 (6}, sobre el control gen&itico de la produccidn de inmu
noglobulinas, sentaron las bases para obtener anticuerpos meo
noclonales, que han resultado de gran utilidad para identifi
car y separar, especificamente, a las subpoblaciones de lin-
focitos T en humanos (7,8,9,10}. Las subpoblaciones asf ob-
tenidas, a partir de sangre periférica, se han denominado co
mo c8&lulas T4+ ¥ TB+; 1a relacifn gqgue guardan estas cé&lulas
en‘dicho tejido es de 2:1 (l1l). Recientemente la nomenclatu
ra de estas c8lulas se ha cambiado (12): a las c&lulas T4+

se les denomina CD4+ y a las TB+ se les conoce como CDB+.

Dichas subpoblacicnes de c&lulas T no golamente di
fieren en sus marcadores de superficie, sino tambifn presen-
tan funciones efectoras especificas dentro de la ccoperacifn
celular. Dentro de las c#lulas CD4+ existen las inductoras
¥ las de ayuda, y dentro de las CD8+ las suprescras y las «-
citotbxicas (7). Ambas poblaciones celulares son capaces de

identificar a los antigenos a través de sus receptores y en



presencia de moléculas codificadas en el Complejo Mayor de -
Histocompatibilidad (13,}4)., Las CD4+ requieren de las de -
clase II, las cuales se encuentran principalmente en ‘los ma-
cr6fagos y en las cflulas B y las CD8+ requieren de laa de -

clase I que se encuentran en todas las células somfticas.

Las c&lulas CD4+ y CDB+, separadas por anticuerpos
monoclonales y analizadas con microscopia electrfnica, mues-
tran caracteristicas morfométricas semejantes (15). Sin em-
bargo, en un estudio m&s reciente se encontr8 que las cé&lu--
las CD8+ contienen mayor cantidad de citoplasma, de aparato
de Golgi y de mitocondrias que las cé&lulas CD4+ (16); sugi--
riéndose que esta desigualdad podria estar relacionada con -

las diferencias funcionales entre esas poblaciones celulares.

En algunas' enfermedades inmunolfigicas se han obser
vado ancrmalidades en la proborci&n y/o en las funciocnes de
las subpoblaciones de c&lulas T (17,18,19). Estos cambios -
permiten que las separaciones de las subpoblaciones de c&lu-
las T y el an&flisis de las interacciones de esas cé&lulas ayu
den a profundizar en el conocimiento de la fisiopatologfa de

ese tipo de enfermedades.

Intercambio de cromitidas hermanas

Un fenfmeno gque se ha observado en los cromosomas

de las cflulas de los organismos eucariotes ha sido el intexr



cambio de crom#tidas hermanas (ICH}; los cuales son intercam
blos simétricos de fragmentos cromos&Smicos entre las cromiti
das de un mismo tromosoma, gue se ponen en evidencia 'después’
-de dos ciclos de divisifn celular, mediante l; téénicé de =-

tincidn diferencial con S-bromedeoxiuridina (Brdu).

La técnica de tincidn diferencial, se basa en que
una de las crom8tidas incorpora en ambas hebras de la doble
-cadena de ADN el anilogo de base BrdU en lugar de la timina.
En consecuencia, al tefiir posteriormente los cromosomas con
Giemsa esa cromitida presenta una coloracifn pélida, mientras
que la otra cromitida, gue solamente tiene substituida una -
de las hebras del ADN con Brdu presénta una coloracibén obs-

cura, tal como puede observarse en la figura 1.

‘Se ha postﬁlado como mecanisme molecular de este -
fenSmeno a 1la fotSlisis del ADN en la crom&tida disubstituf-
da, seguida de la extracci&n del ADN degradado (20,21). En-
tre las fuentes de luz artificial y natural que se han exami
‘nade, para lograr la fot8lisis, la luz negra con una longi--
tud de onda de 355 nm y la luz solar han resultado las Spti-
mas (20). La técnica de tincidn diferencial, necesita ade--
n&s del reactivo de Hoechst-33258, el cual sensibiliza al ADN

unide a la BrdU e incrementa su fot8lisis.

En general, se acepta que los ICH en los organis--

mos eucariotes pueden ser espontineos, esto ha sido sugerido



Figura 1,

Metafase de segunda divisién (una cromftida -
clara y la otra obscura) en la que ge pueden -

apreciar los intercambios de crom&tidas herma
nas.



por el hecho de que existe una frecuencia constante de ICH

con bajas concentraciones de Brdl (22) y tambi&n porque en

ciclos celulares diferentes se presenta el mismo nfimdro de

ICH; esto Gltimo ha sido observado mediante la técnica de -
ICH de tres tonos (23). También la espontaneidad de los ICH
ha sido sugerido por los rearreglos topol&igicos de la dupli-

cacidn de cromosomas en anillos (24).

El fenSmenc de ICH lo observs por primera vez Taylor
en 1958, en las c&lulas de rafces de Bellevalia romana, ma=-
diante el uso de timidina tritiada y autorradiografia (25).
Sin embargo, la técnica no ofrecia la suficiente resolucién -
para visualizar los ICH en cromosomas superpuestos o cuando -

estos eran demasiado pequeiios.

En 1967 Hu;ng, al investigar el efecto de algunocs -
carcinfgenca, vlrul'y an8logos de bases scbre las c&lulas em-
brionarias de Rattus natalensia, cbserv$ que la Brdl ocasio--
nalmente teiifa en forma diferente a las cromitidas hermanas -
(26) . Posteriormente Zakharov y Egolina, en lfneas celulares
de hamater chino, determinaron que la tincién diferencial se
observaba en cé&lulas gue estuvieron durante dos fases S en --~
presencia de BrdU (27). En 1973 Latt, usando la Brdu y'el co
lorante fluorescente Hoechst-33258 mostrd, de una forma mis -
evidente, la tinci®n diferencial sobre las cromStidas herma--

nas en cromosomas humanos (28). Un afio despuis Perry y Wolff



modificaron la técnica de lLatt, agregando ademds el coloran=
te Giemga, lo cual permitif examinar los cromosomas al micros
copic de luz en forma permanente (29}). Esta filtima técnica

eas la. mfs comunmente utilizada en la actualidad.

Afin cuando el significado blol8gico de los ICH no
se conoce totalmente, se piensa gque pueden estar relaciona--
doas con procescs de reparacifin del ADN, recombinacisn sométi

-ca, ser consecuesncia de un error en la replicacisn normal --
del ADN o tambifin deberse a alguncs procesos de amplificacién
© diversificacifn de genes (30,31,32). Dahidp a que los ra-
yos X y algunas drogas como la bleomicina producen nbcrracig'
nes cromosfmicaa paro no ICH, y que drogas como la mitomici-
na C inducan ICH a dosia gue no inducen aberraciones, se ha
consideradc gue el mecanismo molecular de esos dos procesos

o8 diferente (33,34,35).

En cultivos de linfocitos de individuos no expues-
tos el nGmero basal de los ICH por c#lulas varia generalmente
de 0 a 16. Dicha frecuencia puede alcanzar valores de 300 -
ICH por célula en linfocitos expuestos a etilmetanosulfonato,
provenientes de pacientes con sindrome de Bloom (36). No se
. sabe todavia, si dicho nfmero es el limite del sistema de --
deteccifn o del ndmerc de sitios en el cual los ICH se presen

tan.



Los ICH se observan tanto en cultivos "in vitxo" =
como "in vivo™ aungue en estos filtimos, la frecuencia es --
slempre menor que en los primeros (37,38,3%}. Eato puede =--
' .estar dado por diferencias en las concentracicnes de Brdu --

usadas, ya que 8se ha demostrado (22,40) que esa subgtancia -
induce por si misma ICH. Algunas drogas, como la ciclofosfa
mida, son capaces de inducir ICH solamente "in vivo", lo que
ha puesto de manifiesto la importancia del metabolismo de --
‘esas drogas scbre la frecuencia de ICH. Esto fue demostrado
ademiis al observar gue cuando la droga mencionada se aplica
"in vitro" en presencia de §9 (fraccifn microsomal de un ho-'
mogenado de higado de rata) es posible inducir ICH (33,38, -
41).

El estudio_de la frecuencia de ICH realizado en los
- linfocitos del hombre, el cerdo y el conejo, ha mostrado que
@l primero y el filtimo presentan la mSxima y minima frecuen-

cia respectivamente (42).

La edad de las c&lulas en cultivo o la de los dona-
dores de las mismas, es un factor que afecta a la frecuencia
de ICH. Se ha observado que si bien en condiciones normales
las c8lulas m&s viejas no difieren en la frecuencia éohpara--
das con cElulas mis jSvenes, cuando ambos tipos celulares se
exponen a agentes quimicos inductores de ICH, las cé&lulas mis

viejas muestran una frecuencia menor, lo gue se ha tratado de



explicar como resultado de una disminucifn en la capacidad -

de reparaciSn del ADN de estas Gltimas (43}).

Fl origen.celular también puede afectar a la fre--
cuencia de los ICH., Se ha observado que las c&lulas que pro
vienen del intestino o de los n6dulos linf&ticos muestran —-
m&s ICH (44) y las de la médula Ssea menos que otros tejidos
(45) .

Alin cuande la frecuencia de ICH no se modifica al
suplementar los medios de cultivo con diferentes sueros, ta-
les come, fetal de ternera, humano AB y autflogo; dicha fre-
cuencia af varfa al utilizar diferentes medios de cultivo --
{(46), hakiéndose dado como una posible explicacién las dife-

rencias en la concentracifn de timidina en dichos medios.

Otro factor que afecta la frecuencia es la expoai-
cisn de los cultivos de linfocitos a los Mycoplasmas fermen-
tans y salivarium. Con el primerc el efecto depende de la -
cantidad del inSculo y con el segundo afin los inSculos peque

fios inducen un aumento significativo de ICH (47).

Se han encontrado diferencias significativas en la
frecuencia de ICH, entre los cultivos de sangre total y los
de linfocitos purificados (48), en cultivos repetidos de --
muestras de un mismo individuo (46,48) y tambifn entre indi-

viduos (42,48). Sin embargo, esas dos filtimas observaciones
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no han sido siempre corroboradas (49,50).

Las condiciones tales como el tabaquismo, el sexo

¥y la raza, alin en la actualidad estfn en controversia con -~

respecto a si alteran o no la frecuencia de ICH (51,52).

Exiaten varios agentes reconocido- como inductoreas

de ICH, a continuacidn ze meneionan algunos de ellos:

a)

3]

<)

a)

el

£)

Agentes alquilantesy, como la mitomicina €, etilme-
tanosulfonato y mostaza nitrogenada, entre otros
{53,54,55).

Preoductoren de dimeros de pirimidinas, como ia luz

ultravicleta {55}.
Anflogos de bases como la Br- y Cl-dU (56}.

Colorantes gue se unen al ADN como .el Hoechst~

33258, que en asociacidn con la Brdl tienan un =«
afecto sinérgicoe (57). Adem¥a, otroa calor#nten -
gque se intercalan en el ADN, comc la naranja de --

acridina y mostaza de quinacrina (58).

Diversos plaguicidas agricolas como el malatifn, =

dimetoato y metil-paration (59,60,61).

Agentes diversaos, como virus y radicales libres --

que atacan al ADN (55}.

El an%lisis de la frecuencia de los ICH ha mestra
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do ser un indicador muy sensible del efecto mutagénico en --
cromosomas humanos, debido a esto se utiliza actualmente co-
mo un sistema de prueba para detectar el dafio provocado por
diversos agentes quimicos (62). En ese sentido 1a'£recuen--
cia de ICH se presenta como una prueba clinica fitil para el
monitoreo de diversas drogas utilizadas en los pacientes con
c8ncer (63,64,65,66,67), ya que se ha encontrado, que algunos
pacientes bajo tratamiento gquimioterfipico por cfincer, estin
"en riesgo de desarrollar en forma posterior otro tipo de neo
plasia diferente a agquella por la cual se les diS el trata--
miento (68,6%,70). Tambifn la frecuencia de ICH ofrece un -
método predictivo para la eleccifin del agente quimioterfpico

mis apropiado en lag neoplasias humanas (71}.

Algunos investigadores han encontrado que las c&lu
las de la m&dula Ssea de pacientes con leucemia aguda no tra
tados muestran una fracuencia muy baja de ICH {72). En otros
estudios se encontrd que existe una frecuencia alta de ICH -
aen las c8lulas de pacientes con enfermedad de Hodgkin y lin-
foma no~-Hodgkin, tanto directamente en linfocitos de sangre
periférica, como en lineas celulares (73,74}, Hasta ahora,
ninguna de esas cbservaciones han podido ser comprobadas sis
tem&ticamente ni en esos tipos de c8ncer ni en otros (75,76,
77). Sin embargo, llama la atencidn que las c8lulas de. pa--~
cientes con clncer tienen una sensibilidad elevada a la in--

ducclsn de ICH al ser expuestas a carcinSgenos gquimicos (78).
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Ademds también se ha observado lo mismo en c&lulas transfor-
madas por carcinfgenos quimicos o virus oncog&nicos, hablé&én-
dose sugerido una asociacifn entre los camblos celulares y el
estado de malignidad celular {79). Tal vez una de las expli
caciones a las anteriores discrepancias sea que muchas veces
no se utilizan los controlea idSneos ni se estudian los ti--
pos celulares directamente involucrados en el procesc neopls
sico, ademSs de la posible influencia de condiciones tales -

"como infeccicnes bacterianas o virales (80).

En enfermedades autoinmunes como el lupus eritema-
toso sistémico tambi&n se ha encontrado una frecuencia alta
de ICH en los linfocitos (81,82). Los pacientes con ssta en
fermedad, presentan una gran sensibilidad de la piel a la --
luz ultravioleta. Los estudios realizados con fibroblastos
de piel de algunos Paclcnten con lupup eritematoso sistémico,
no meatraron aumento en la frecuencia de ICH, No obstante,
no se descarta la posibilidad de que exista un defecto en el
sistema de reparacisn del ADN en los fibroblastos de eatos -

individuos (82).

Existen algunas enfermedades hereditarias en las -
cuales el anilisis de la frecuencia de los ICH sirve de apo-
yo diagnfstico. Entre ellas puede citarse, el sindrome de -
Bloom en el cual existe un gran aumento en la frecuencia es-

pontinea de ICH (83} y tambi&n en pacientesa con xeroderma -=
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pigmentoso, en los que se ha encontrado que los ICH inducidoa
por la luz ultravioleta o por agentes quimicos es mayor gue

en controles (84,85).

Entre los grupos cromosSmicos A y D, la frecuencia
de ICH es directamente proporcional a su longitud, pero a par
tir del grupo E en adelante dicha frecuencia es menor que la
esperada por tamafio de cromosoma (86,87). AdemSa dichos ICH

. no se distribuyen de manera homog&nea a lo largo de los cro-
mosomas, ya gque se ha observado, que la mayoria se localizan
en las regiones medias de los brazos cromosSmicos, en cambio
en las regiones centroméricas y en las de heterocromatina C

se caracterizan por contener un nimerc escaso de ICH (87,88).

Mediante las técnicas de bandas G y Q se ha podido
demostrar que existeh en los cromosomas zonas preferenciales
donde se producen los ICH ¥ que son las bandas G negativas y
la interfase entre las bandas G negativas y positivas (89,90),
es decir, la interfase entre el ADN de replicacifn temprana y
tardfa, este Gltimo rico en adenina y timina (%1)}. Con la --
t8cnica de bandas C, en la que se ponen de manifiesto las zo-
nas con heteroccromatina conastitutiva, de replicacisn tardia,
se ha encontrado gque la mayorfa de los ICH de la regilin peri-
centromérica se presentan en la interfase heterccromatina-eu-
cromatina (92,93,94). Existe entonces una similitud entre -

las observaciones realizadas con todas las t&cnicas menciona
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das, en 1o gque se refiere a la probabilidad que tienen los -
ICH de situarse en la interfase entre el ADN de replicacién

temprana y tardia.

Algunos investigadores han sugerido que las subpo-
blaciones de linfocitos humanos puedan diferir en la sensibi
lidad al daiio de su ADN y en la frecuencia de ICH (95,96,97).
Esas diferencias podrian explicar los dos tipos de variacio-
nes observadas en los estudics citogenéticos en los cuales -

sa utjiliza esta técnica:

a) La variacifn interindividual.

b} La variacifn intercelular en un mismo individuo.

Algunos estudios han analizado los ICH en poblacic
nes de linfocitos T y B, encontrando que los 11n£$c1tos T ==
muestran una frecuencia significativamente mayor que loa lin
focitos B |98,99,106). Sin embargc debido a gque la fitohema
glutinina (PHA), la lectina mfs empleada en las té&cnicas ci~
togenéticas, estimula preferentemente a los linfocitos T en
cultivos de corto tiempo (101,102), podria pensarse que las
c8lulas gue contribuyen en mayor proporcifn a lam variaciones
antes descritas, estarfan dentroc de las subpoblaciones de --
linfocitos T.

Ciclo celular

El ciclo celular se define como el intervalo de -

tiempo que transcurre de una mitosis a la subsecuente. E1
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tiempo del ciclo de la mayorfa de las lineas celulares en --

cultivo se encuentra entre 10 y 30 h {103).

AGn cuando se han realizado muchos estudioa para -

analizar y tratar de caracterizar los mecanismos que contro-

lan la proliferacifn celular, todavia en la actualidad ningu

no de los mecapiamoa que regulan el tiempe del cicleo celular

se conoce completamente. El avance logrado hasta la fecha -

ge ha dadc por dos formas de estudio (103,104):

a)

b)

El aislamiento de mutantes sensibles a la temperatu
ra, que son bloqueadas en puntos especificos del ci
clo celular. Aunque este aislamiento es diffcil, -
lo es mfis la completa caracterizacifn de las cé&lulas
mutantes. Otras formas que han sido de utilidad en
el conocimiento de la regulacién del ciclo celular
son los estudics de los efectos producidos por dro--
gas que inhiben en forma especifica los procesos bio

quimicos del mismo.

El anilisis de las diferencias entre las cé&lulas nox
maleg y las transformadas tambi&n sugiere cuales son
los pasos biogquimicos mis importantes para la regula
cisn del ciclo celular. Hay que mencionar tambifén -
aqui el estudjo de los factores que Bstimu%nn la pro

liferacifn de las c&lulas en reposo.
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LY
Los primeros eventos gue se producen en los linfo-

citos al ser inducides a proliferar por medioc de mitSgencs -

se han clasificado en (105,106,107,108,109):

1)

2}

&}

Eventos que se producen de segundos a minutos, tales
como: cambio en el flujo de cationes monovalentes,

activacidn de la fosfolipasa A2, sintesis y recambio
de lipidos, metaholismo del Scido araquidfnico, flu-
jo de calcio, cambios en los nucleStidos ciclicos,

fosforilacidén de proteinas, activacién de la estera-
sa de serina e incremento en la tasa de transporte -

de moléculas pequeifias a través de la membrana.

Eventos que se producen en horas, tales como: acele-
racién de la sfintesis de protefna, de ARN y de polia
minas, cambios en el metabolismo de loa carbohidra--

tos, transformaci&n bl&stica.

Eventos gque se producen en difias, como la sintesis de

ADN.

En 1953, Howard y Pelc descubrieron que la sinte--

sis del ADN entre dos divisiones celulares consecutivas no -

es continua, sino que esta separada por periodos, los cuales

se dencominaron como fases Gy y Gz {110). Tiempo desapués -
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Lajtha descubrid que existian células gue no se dividfan, si

no que estaban en reposo (l111). Este estado se conoce como

fase Gy y afin hoy es objeto de discusifn el que realmente --

exista (112).

En la actualidad, para estudiar al ciclo celular,

éste se divide en la forma gque se observa en la figura 2. -

Los eventos que se producen en cada una de esas fases son =--

los siquientes (103,104}):

Fase Gg.

Fase Gj.

Se considera como una fase de reposo, en don-
de el contenido de ARN és8 baljo: este contenl-
do se incrementa cuando la cBlula se induce
a proliferar. Algunos estudios han mostrado
gque los niveles de calmodulina (la principal
proteina gque capta al calcio en las c8lulas -
no musculares y gue regula a varias enzimas -
intracelulares sensibles al calcic} se incre-
mentan cuandd la c&lula entra a Gg, mientras
gque dichos niveles disminuyen cuando la c&lu-
la es inducida a proliferar y sale de dicha --

fase para entrar a Gy (107).

Las variaciones de tiempo observadas en el ci
clo celular entre diferentes tipos celulares,
se debe principalmente a esta fase, ya que =--

las restantes tienen un tiempo relativamente
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Q)

Le ctina_+_ IL-1— Anligeno + IL-{

Figura 2.

. cualquiera de

Gy IL-2 @

Gz

Esgquema que describe el control del ciclo
celular en las c&lulas T (140). La célula
T en reposo (Gg) se activa por medio de -

gaa sefiales (l) y pasa a la
fase G), para despufs por intermedio de -
IL-2 (sefial (2)) inducir la sintesis de -
ADN. ’
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constante. En esta fase como en la anterior
se sintetizan las cinco histonas conatituyen-
_;eg_@g_la cromatina, pero en minima cantidad
(113). También en eat; fase del ciclo celular
los linfocitos T activados incrementan sus an
tigenos de diferenciaci®én CD3, CD4 y CD8, asi
como los de la claaé I del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad pero no se conoce el sig-
nificado de este incremento (114). En los 1%
mites de esta fase con la p:ecédente. nueva-=
mente se incrementan los niveles de calmoduli
na, considerfndose que eata proteina es impor
tante en la regulacifn de la sintesis de ADN
{107). Parece ser, que los eventos cruciales
que controlan la regulacifn del crecimiento -

celular ocurren en eata fase,

Fase 8. Los eventos principales en &ata, son la sinte
sis de ADN y de histonas, los cuales se reali
zan en aproximadamente 6 a 8 h. El primer --
evento se realiza simult&neamente en diferen-
tgg_c;gmosgmggly seghentos de un mismo cromo-
soma. Cada segmento o unidad de replicacisn
Be conoce como replicén. Esta fase se puede
dividir en 3 subestadios; en el primero de --

ellos se duplica el 15% del ADN ¥y el restan-
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te en los dos siguientes, Durante los dos pri
meros subestadios se replican las bandas G ne-
gativas, mientras que las G positivas se repli
can en el (ltimo subestadioc. El segundeo even-
to, o sea, la sintesis de histonas se sabe gue
esta acoplada a la sintesis de ADN (115). Des
de hace tiempo se coﬂoce que las histonas, son
proteinas de gran importancia para el empagque-

tamiento del ADN (116).

Fase G2 El tiempo de duracisn de €sta es de 2 a 6 h, -
en ella la célula se prepara para la mitosis -
por lo cual se produce una gran condensacifén -~
cromos@mica. En &sta fase del ciclo celular --
los linfocitos T activados, incrementan en su -
superficie celular los antigencsa clase II del -
Complejo Mayor de Histocompatibilidad, ignorén-
dose su significado (114).

Mitosis. En esta fase se realiza la divisisn celular y
tiene un tiempo de duracifn de aproximadamente
1 h. Esta fase se inicia cuando los cromogo--
mas pueden ser observados al microscopio de luzy

por fines prdcticos se clasifica en:

a) En la Profase la c&lula tiende a adoptar una

forma esférica y aumenta su refringencia y vis



b)

c}

Q)
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cosidad. Los nucleclos desaparecen, los cen--—

triolos emigran hacia los polos celulares, los

., cromosomas ge.ohservan como delgados filamen--

tos y la membrana nuclear se desintegra.

La Prometafase se caracteriza por la desintegra
cién de la membrana nuclear. Durante &ata fa-
;e los cromoaomhs sa dirigen hacia el ecuador
del aparato mitStico y en el centrfSmero de ca-
da cromosoma se desarrolla el cinetocoro. En
la fase anterior y en &sta continua la conden=-

sacifn cromosdmica.

La Metafase se inicia con la llegada de los cro
mosomas al plano ecuatorial, alcanzandoc aquil -
su mExima condensacibn y se orientan a lo lar-
go dé su eje en Sngulo recto a los polos. En
las preparaciones citogenéticas, los cromoso=--
mas se observan en &sta fase con la ayuda de -
la colchicina, la cual inhibe la formacifn del

huso acromitico.

. En. la Anafase se produce la separacifn de los

centrSmercs y las crom&tidas de cada cromosoma

emigran en sentido opuesto hacia los polos.

la Telofase comienza cuando los cromosomas lle

gan & los polos, los cromoscmas empiezan a de-
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sesplralizarse, desaparecen los cinetocoros.
La membrana nuclsar se reconstituye, el huso

degenera y reaparecen los nucleclos.

£) La citocinesls es proplamente 1la divisifn ce-
lular, la cual se produce en el centro celu--

lar, dando consecuentemente dos c8lulas hijas.

El tiempo del ciclo celular depende de diversos fac
-torllj se ha encontrado, por ejemplo, que el madioc de cultivo
utilizado influye sobre su duracién (117). Con el suero fe--
tal en particular, los resultades han sido contradictorios, =
en algunos trabajos se muestra que alarga al tiempo del ciclo

celular (118,115) y en otros, que no tiene ningtn efecto (117).

Los valores del pH tanto intra como extracelular tam
bién afectan la duracifn del ciclo. Asf, con valores entre -
7.2 ¥ 6.8 de ?H extracelular se mantiene el crecimiento expo-
nencial y adem&s se induce la proliferacién de las c8lulas en
reposo. Bi el'pH extracelular se mantiene entre 6.7 vy 6.4, -~
la tasa de crecimiento se reduce y por {iltimo con valores de
pH menores que 6.3 se inhibe casi por completec el crecimiento

celular (120).

Con respecto al pH intracelular, se observd que en
los linfocitos de r&pida proliferacitn ese pH es mis alcalino

que en los que se encuentran en reposo (1l2l). Posteriormente



23

se constatd que el pH en las fases Gy, G} ¥ G es de 7.2 y en
la fage 5 es de 7.4 (122).

La duracifn del ciclo celular no afecta a la fre--
cuencia de los ICH (50), pero el nfimero de aberraciones cro-
mosSmicas estructurales, es marcadamente mis alta en metafa-
ses de primera divisi&n. Asi, la estimacidn mis apropiada -
de las aberraciones cromosfimicas en los estudios gue detec--

. tan dano clastogénico debe ser analizado en metafases de pri

mera divisifn "in vitro” (123).

Los estudios sobre la duracién del ciclo celular -~
en un mismo individuo, a quien se tomaron muestras consecutl
vas con intervalos de tiempo de algunas semanas, mostraron -

que existen diferencias en la duracifin del mismo (48).

Las c&lulag leucBmicaes de pacientes sin tratamien-
to muestran un tiempo de ciclo celular mis largo gue los con-
troles (72,76,124). Los agentes alquilantes, los plaguicidas
y la mayorfia de las drogas citostiticas utilizadas en los pa-
cientes con cincer aumentan la duracifn del ciclo celular -~

(49,60,66).

Los estudios realizados en linfocitos T y B separa-
dos, tanto por rosetas con eritrocitos de carnero {98,99), --
como con anticuerpos monoclonales (100), han mostrado que los

linfocitos B presentan una cinética de proliferacidn celular
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m&s ridpida gue los linfocitos T.

Los objetivos del presente trabajo fueron, primero
investigar la posible contribucifn de algunas subpoblaciones
de linfocitos T, en particular las CD4+ y CDB+, en la varia-
cibn de las frecuencias de ICH observada en linfocitos huma-
noe. El segundo objetivo fue determinar el ciclo celular en
esas mismas subpoblaciones, todo con el propSsito de adquirir
un mejor conocimiento del comportamiento de dichas subpobla-

ciones celulares.



25

MATERIAL ¥ METODOS

Se_sglgccionaron_qqatro individuos j6venes y sanos
del sexo masculino, cuyo promedio de edad fue de 28.8 anos -
(rango de 27 a 30 ahos), ya que en individuos de edad avanza
da existe una disminucifn en el nfimero de las c&lulas CD8+ -
{125,126). Como requisito indispensable para ingresar en el
estudio, los individuos seleccionados no debian estar expueg

tos a agentes reconocidos como inductores de ICH.

A. Obtencidn de las muestras

De cada individuc se extrajeron 120 ml de sangre -
.periférica con jeringa heparinizada, bajo condiciones adecua

das de esterilidad.

B. Separacifn de las células

La separacisn de las c&lulas, que se describe a --
continuacién, estf basada en té&chicas comunicadas previamen-

te (17,127).

Cada muestra sanguiInea fue diluida con un volumen -
igual de solucidn salina fisiol&gieca {S5F) y colocada sobre =
Ficoll/Hypaque (F/H) de una densidad de 1,077 g/ml, se centxi.

fugs a 2500 rpm por 20 min y a continuacisn, las cé&lulas mono
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nucleares {CMN)} se obtuvieron de la fase intermedia del gra-
diente. Las CMN asI obtenidas fueron lavadas en tres ocasio
nes con SSF y centrifugadas a 1200 rpm por 15 min. Posterior
mente se determind la viabilidad celular en una alicuota, en
presencia de azul tripano ¥y con la ayuda de un microscopio -

de luz directa.

Las c#lulas T se obtuviercn a partir de las CMN;
.para ello, estas iltimas fuercon incubadas toda la noche a --
4°C con gl8bulos rojos de carnero al 4% (GRC), para lograr -
la formacifn de ropetas. Al dfa siguiente, eata mezcla fue =
resuspendida en frfo, colocada sobre F/H y centrifugada a -
2500 rpm por 20 min a 4°C. Las rosetas, que contenfan cé&lu
las T fueron recuperadas del fondo del gradiente y lavadas -
uha vez en la forma gntaa descrita. A continuacifn, se efec
+tub la lisis de loa GRC con cloruro de amonio 0.83% y se rea
1iz8 otro lavado pﬁra determinar nuevamente la viabilidad -

celular.

Los macr&fagos (M/®) fueron obtenidos, a partir de
las c&lulas no-T (CNT) que permanecieron en la fase interme-

dia del gradiente de F/H, en la forma siguiente:

Las CNT a una concentracisn de 5 x 10% por ml se -
resuspendieron en medio RPMI 1640 y 20% de suero fetal de ~-

ternera, en una caja de Petri, incubandose inmediatamente a
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37°C, con 5% de COz y humedd, durante una hora. Al té&rmino
de eae tiempo, las cflulas no-adherentes fueron succionadas
con una pipeta Pasteur y eliminadas del estudio. Las c&lu--
las adherentes (M/@) se obtuvieron raspSndolas con una espi-
tula de caucho, para luego lavarlas una vez en la forma acos

tumbrada y evaluar finalmente su viabilidad.

Los M/® se utilizaron en todos los cultivos, para
- lograr una respuesta Sptima de los linfocitos; ya que est& -
demostrado que la presencia de dichas c#lulas mejora la res-
pueata de proliferacifn de los linfocitos, tanto en la reac-
cidn.da leucocitos mixtos (MLR) (128) como en la exposicidn

a mitSgenos {129}.

A partir de las c8lulas T se cobtuvieron las subpo-
blaciones CD4+ yICDB+ por seleccifin negativa con anticuerpos
monoclonales OKT4 y'ORTB {ortho Pharmaceutical Corp., Rari--

tan, NJ) y complemento {C'}.

Lag c&lulas T Be dividieron en tres alicuotas, ca-
da una de ellas fue centrifugada a 1200 rpm por 10 min, se =~
les retir$ el sobrenadante y despu&fs a una alfcuota se le --
agreg8 el anticuerpo monoclcenal OKT4, a la siguiente el OKTB
y a la filtima SSF. Las cé&lulas contenidas en la alfcuota no
expuesta a los anticuerpos monoclonales, sirvieron de compa-

raci6n ¥y fueron denominadas en el presente trabajo como cé&lu
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las T gotales (Tt) . Las tres alicuotas de cé&lulas T, proce-
sadas tal como acaba de describirse, fuaeron incubadas en hie
lo, por 30 min. A continuacifn se realiz5 en cada una un la
“vado con SEF a 4°C e inmediatamente se les agregf el C' de -
conejo diluido 1l:4 con medio de cultivo. En esas condiciones
se incubf nuevamente a 37°C tambi&n por 30 min. Finalmente,
las c&lulas fuercon lavadas con SSF y se determinS la viabili

dad celular.

C. Procedimientos para los cultivos celulares

De cada individuo y para cada poblacidn celular es

tudiada se realizaron cultivos en la forma siquiente:

Sa sembraron por duplicade para cada intervalo ho--
rario, 1 x 106 células en un volumen final de 1 ml con medioc
RPMI 1640 conteniendo 10V de suero fetal de ternera, antibi8
ticos, 50 pl de PHA-M, 10% de M/¢ y BrdU a una concentracifn
final de 15.5 yM. Los cultivos fueron incubados a 37° C en
una atmSsfera &e 5% de CO2 Yy humedad controlada, en la obacu
ridad.

D, Procedimientos citogenfticos

Las muestras de cada cultivo celular fueron cose--
chadas a partir de las 54 h hasta las 102 h, con intervalos

consscutivos de 12 h. A cada uno de ellos se les agregf -~
. ;
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100 1l de una solucidn de colchicina de 0.2 mg/ml una hora ¥
media antes de completar el tiempo estipulado. Las c8lulas -
fueron cosechadas por centrifugacisén, para 1ueg6 resuspender-
las en KCl 0.075 M por 20 min y posteriormente fijarse en me-
tanol/&cido acético glacial (3:1) por 30 min. Despu&s de dos
lavados con el misme tipo de fijador, las preparaciones se co
locaron en portacbjetos por medio de goteo y se secaron al --

aire.

Todas las muestras de cada una de las poblaciones -
celulares fueron codificadas y analizadas en forma ciega por

un s8olo observador,

Las preparAciones cromosfimicas se trataron para la -
tincibn diferencial de las crom8tidas, por la t&cnica FPG de
Perxry y Wolff (29), éon minimas modificaciones. Las lamini--
llas con las preparaciones cromosSmicas fueron puestas en con
tacto con una solucifn 0.5 pg/ml de Hoechst 33258 durante 20
min ¥ luego lavadas con agua corriente. Las laminillas fue--
ron montadas con buffer de Sorenzen pH 6.8, para inmediatamen
te despulis exponerlas a la luz negra durante 2 h. Luego, se
lavaron con agua corriente, se secaron y por Gltimo, se tifie-
ron con colorante Giemsa, en una proporcifn de 1 a 10 en --

buffer Scrensen, durante 75 segundos.

Para determinar la frecuencia de ICH se contaron --

los intercambios en 50 metafases de cada poblacifn celular -~
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por individuo. Obteniendose de esta manera el nfimero de ICH,

por célula y el promedio por poblacifin y por individuo,

. Para determinar la cinética celular en cada una de
las poblaciones y para cada individuo, en 100 metafases con-
secutivas se contaron las proporciones de primera, segunda o
tercera divisitn de cada intervalo horario. La clasificacifn
de dichas metafases fue de acuerdo a su patrén de tincidn: me

" tafase de primera divisifn cuando ambas cromitidas se observa
ron de color obscuro; metafase de segunda divisi6n cuando una
cromitida se teiifa obscuro y la otra p&lida; metafase de ter-
cera o subsecuentes divisiones cuando un cuarto o menos de sus
cromtidas se tefifan de obscuro, tales como puede observarse

en la figura 3.

E. ME&todos estadisticos

El cdlculo del tamaifio de la muestra estuvo basado -
en detectar una diferencia minima de 3 ICH entre las poblacip
nes celulares estudiadas, con niveles alfa de 0.0l y beta de
0.05. Ese mismo nivel alfa fue utilizado en las demis prue--

bas estadisticas.

Pe cada poblaciSn celular en cada individuo se obtu
vo el valor promedio (X) y la desviacién estandar (s} de los
ICH por célula. La comparacifn de esos X se realiz8 mediante

la prueba F de 2 vias.
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Figura 3.
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Todas las distribuciones de frecuencias de ICH/cé-

lula se compararon con la teSrica de Poisson mediante la prue

“ba de bondad de ajuste de X2,

Lae distribuciones de ICH/c8lula de las distintas
poblaciones estudiadas, se compararon con una prueba de X2 -

para varias muestras.

Para determinar la duracién del ciclo celular se =

conslderaron las siguientes variables:

1) Los promedios de las proporciones de metafases
correspondientes a primera, segunda, tercera ¥y
subsecuentes divisiones "in vitro®™ de los 4 in-

dividuos.

2) Cambios promedios de aproximadamente un 30 a 50%
en la proporcién de primera, segunda, tercera y

subsecuentes divisiones "in vitro®,

3) Lo mencionado en 1 y 2 correlacionado con lcoa -

diferentes tiempos de cultivo considerados.
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RESULTADOS

En la tabla 1 se presentan los datos correspondien
tes a la frecuencia de ICH/c&lula, observados en las distin-
tas poblaciones de linfocitos estudiados, Los promedics y -
desgviaciones estandar observados fueron muy semejantes tanto
entre invididuos como entre poblaciones. De la misma manera

.los promedios y desviaciones astandar ponderados de las cé&lu
lag CD4+, CDB+ y Tt fueron muy similares, 6.54 + 2.82, -
6.55 + 2.78 y 6,70 % 2,73 ICH/c&lula respectivamente. El -
anflisis estadistico mediante la prueba F de 2 vias, no mos-
tré diferencia significativa (Fy.g = 0.20 ¥y F3.g = 2.49 -

P > 0.05), entre poblaciones e individuos.

En la figura 4 se muestran las distribuciones de -
frecuencias encontradas, de acuerde al nfimero de ICH/cé&lula
en las 200 metafaaeQ analizadas, de las diferentes subpobla-
ciones de linfocitos de loa 4 individuos estudiados (barras
negras)., A partir de estos datos se obtuvieron las distribu
cliones tefricas esperadas para una distribucifn de Poisson -
{(barras blancas), para realizar la prueba de bondad de ajus-
te de ¥2, La finica poblacifp celular que mostr§ diferencia

- significativa fue la poblacifn de linfocitos CD4+ (x%z =
41.289 p < 0.01}, Esta dliferencia es principalmente a expen
sas de un exceso de linfocitos con un mayor nimero de -
ICH/c€&lula, en particular en los intervalos correspondientes

a 14, 15 ¥ 16 ICH/c8lula. En efecto el 54% del valor de la
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TABLA 1. FRECUENCIA DE ICH/CELULA EN SUBPOBLACIONES DE
LINFOCITOS T ¥ T~TOTALES EN LOS INDIVIDUOS
ESTUDIADOS

TIPO DE LINFOCITOS
INDIVIDUOD cpat CbB* T
X s x s X s
1 €.76 + 3,09 6.90 + 2.79 5.98 + 1,97
2 6.18 + 2.68 6.14 + 2.89 6.46 + 2,43
3 6.36 + 2.82 6.24 + 2.73 6.80 + 3.0%
4 6.86 + 2.60 6.92 + 2.59 _7.56 % 3.06
TOTAL 6.54 + 2,82 6.55 + 2.78 6.70 + 2.73
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X2 es aportado por las diferencias en los intervalos mencio-

nados.

Como puede verse en la misma figura 4, en las 3 --
diatrihuciones.observadas {(barras negras) se presenta una --
brusca calda en el niimerc de cBlulas con 9 ICH/cé&lula en las
poblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+, Este mismo fenfmeno
ocurre en los linfocitos Tt, pero en las c&lulas con 8 ICH.

- 8in embargo, solo dos de las distribuciones, las de las pobla
ciones de linfocitos CD4+ y Tt, muestran una marcada eleva--
. cifn del n@mero de c&lulas en el siguiente intervalo de las
respectivas distribuciones. Este comportamiento sugiere una
tendencia a distribuciones bimodales en el nimero de ICH/cé-

lula en dichas poblaciones,

Como el prbposito de analizar posibles diferencias
entre las distintas distribuciones de frecuencias de las tres
poblaciones, se utiliz& la prueba de X2 para varias muestras.
El resultado de la misma (x%z = 32,799 p > 0.05) no mostrd
diferencias mignificativas.

En la tabla 2, se presentan los datos de las fre--
cuencias de metafases correspondientes a primeras, sequndas,
terceras y subsecuentes divisiones "in vitro" observados en
las diferentes poblaciones e individuos estudiados., El1 an&-
lisis general de los datos de esta tabla, muestra variaciones

interindividuales en las proporciones de los tres tipos de -



TABLA 2. FRECUENCIAS DE 13, 2% y 33 O SURSECUENTES DIVISIONES "IN VITRO" OBSERVADAS EN
LAS DIFERENTES POBLACIONES E INDIVIDUOS
TIEMPO DE CULTIVO ({(h)

TIFO DE INDIVIDUOS 54 66 78 90 102
LINFOCITOS 1& 24 ?ﬂ lﬂ 24 3& lﬂ. 23 3& 1& 2& kL) 1& 2ﬂ 38.
1 91 9 0 53 41 6 38 45 17 29 52 19 33 43 24

cDA+ 2 100 0 @ 67 30 3 52 45 3 33 42 25 ND
3 98 2 0 8% 11 © 66 33 1 35 59 & 12 61 27
4 61 3117 2 54 42 4 37 56 7 27 60 13 1B 51 31
1 ND 64 27 9 59 28 13 12 30 58 17 20 63
CDE+ 2 98 1 0 34 61 5 22 52 26 26 38 36 15 16 49
3 99 1 0 31 68 1 23 50 27 9 60 31 9 35 56
4 62 37 1 42 41 17 36 44 20 27 52 21 30 41 29
1 59 35 -6 .57 32 11 SL 29 20 26 28 46 22 35 43
Te 2 100 0 0 50 49 1 31 S53°- 16 20 40 40 15 34 47
3 B2 18 @ 87 13 0O 45 54 1 23 64 13 27 48 25
4 §5 41 4 35 54 11 30 55 15 23 49 28 19 42 39

ND = No determinado por falta de crecimiento

LE
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metafase de las c&lulas CD4+, CDB+ y Tt en cada uno de los -

intervalos de tiempo de cultivo.

Un anilisis m&a detallado de lo anterior muestra -
que a 54 h précticamente &8 igual las proporciones de prime-
ras y segundaq divisiones en las c&lulas CD4+ y CDB+ en todos
loa individuos, afin cuandc en el individuo 4 existe una mayor
proporcifn de segundas divisiones. Sin embargo, esta aparen
-te activacifn temprana de esas c8lulas en dicho individuo, no
se mantiene en los tiempos posteriores de cultive. Las c&lu-
. las Tt muestran en 3 de los 4 individucs (1,3,4) a 54 h, una
mayor proporcifn de segundas y terceras divisiones gue las --

dos poblaciones mencicnadas previamente.

En la figura 5, se presentan los datos correspondien
tes al promedio de 1;5 proporciones de primeras, segundas, --
terceras y subsecuentes divisiones "in vitro" de los 4 indivi
duos estudjiados. Como puede'obuerva:ne en la misma, a 54 h -
las c8lulas CD4+ y CDB+ presentan un patrén similar de respues
ta, en cambio las Tt muestran una mayor proporcidn de matafa-
ses en su segunda y tercera divisién. A 66 h de cultivo se -
observa una mayor proporcién de segundas y terceras divisiones
en.las c&lulas CD8+ que en las CD4+. A 78 h existe una pro--
porcifn menor de primeras, similar de segundas y mayor canti-
dad de terceras divisiones en las CD8+ que en las CD4+, Este

mismo fenfmeno se mantiene a 90 y 102 h de cultivo, con la (ni
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ca variacifn de gue el nimero de segundas divisiones como se
rfa 15gico esperar, es menor en las c&lulas CDE+ que en las

Ch4+.

De acuerdo con los resultados mencionados, la dura
cifdn del ciclo celular para las c&lulas CD8+ se estim& en --

aproximadamente 12 h y el de las CD4+ en apro:timadamente 24 h.

En relacifn a los datos correspondientes a los lin-
focitoa Tt, llama la atencidn que con excepcidn de los culti-
vos a 54 h, en todos los demis, lag proporcicnes de primeras,
segundas, terceras y subsecuentes divisiones, corresponden ==
aproximadamente al promedic de lc cbservade en las células -~
CP4+ y CD8+, Si bien es diffcil calcular la duracifn del ci-
clo celular en los linfocitos Tt, este me estimd en un punto

intermedio entre las otras dos observaciones de c&lulas estu=

diadas; o sea de aproximadamente 18 h. -
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DISCUSION

Los resultados muestran que en individuos no expues
tos a agentes que danan el ADN, las c&lulas CD4+, CD8+ y Tt
presentan una frecuencia muy semejante de Intercambio de Cro
mitidas Hermanas. 5in embargo, el hallazgo de un agrupamleg
to de células con mayor nfimero de ICH en el extremo derecho
de la distribucitn de frecuencia de los linfocitos CD4+ (fi-
gura 4), sugiere que dentro de esta subpoblacifin pecdrfa exis
tir un subtipo celular con una mayor sensibilidad a la forma

cibn y/o inducci®n de ICH.

La tendencia a la bimodalidad descrita en las dis-
tribuciones de frecuencia de las cé&lulas CD4+ y CD8+ {£figura
4), puede interpretarse como otra manifestacibSn de hetercge-
neidad en la formacifn de ICH por las células de estas sgubpo
blaciones. En otras palabras, dentro de las CDG+‘ilgunos de
los subtipos celulares preponderantes de ayuda o induccifn,
podrian ser los responsables cada uno de ellos de algunos de
los modos observados en la distribucidn, Esto mismo podrfa
ser valido para los subtipos supresor y citotSxico presentes

en las CDB+.

En conclusisn, los resultados obtenidos sugieren -
que la variacifn intercelular en el ndmero de ICH/c&lula, po

dria en parte explicarse por la evidente heterogeneidad pro-
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pia de las subpeblaciones de linfocitos CD4+ y CDB+. Esta -
heterogeneidad observada en el presente trabajo, con la cual
se intenta explicar parte de la variaci®én intercelular de --
ICH, podria estar fundamentada en una diferente sensibilidad
de los subtipos de las c&lulas CD4+ y CDB+ ante factores que

favorecen la formacifn de ICH.

Si bien los propbsitos del presente estudio no han
sido el determinar los posibles factores propios de cada sub
poblacifn responsables de la variabilidad cobservada, tal vez
los mismos puedan estar relacionados con agquellos vinculados
las diferencias entre los linfocitos T y B, tales como la --
magnitud de la reserva de timidina y la capacidad de repara-
clén por escisifn de estas células postulada previ&ménte -

(lo0).

Existen algunas enfermedades tales como la leuce~-
mia de c&lulas T del adulto, la leucemia de c&lulae peludas
¥y el sindrome de inmunodeficiencia adgquirida, en las cuales
las c¢€&lulas CD4+ son la poblacién blanco de los virus linfo-
tr&ficos de c&lulas T humanas (HTLV) I, II, II1I respectiva--
" mente (130,131,132). Tal vez esto se debe a que esa pobla=~-
cidn celular presenta, en forma natural, una mayor sensibili
dad gue las CDB+, no solamente a ciertos virus, sino también
al daiio inducido por diferentes agentes quimicos o fIsicos -

scbre su ADN. - Incluso en algunas lineas tumorales, que po--



43
{

drian considerarse como cé&lulas hoﬁogéneas, existen subpobla
ciones celulares con diferente sensibilidad al dafioc inducido
por agentes quimicos (133), lo que podria explicar, ia resis
tencia de algunas neoplasias al tratamiento quimioterfpico.
Todas esas Observaciones apoyarian las consideraciones en el
sentido de gque dentro de los linfocitos CD4+ y CDB+ puedan -
existir subtipos celulares, con una diferente sensibilidad a
factores capaces de inducir ICH, responsables tal vez dela bi

"modalidad observada en la frecuencia de ICH/c&lula.

Con respecto al ciclo celular se observS, que en -
las condiciones de cultivo del presente trabajoc, las células
Ch4+ presentan un ciclo celular con una duracifn de aproxima

damente 10 a 12 h mids large que las CD8+.

La similit;d aen las proporciones de metafases de «~
primeras y Begundas-divisionea a 54 h en los linfocitos CD4+
y CD8+ sugieren que el inicio de la fase de proliferacifn en

‘dichos linfocitos es muy parecida. Sin embargo, en este mig
mo intervalo horario, los iinfocitos Tt mostraron una maycr
proporcifn de segundas y terceras divisiones, lo cual sugiere
que estos linfoclitos presentan una fase de estimulo y/o pro-
liferacifn m&s corta que las otras dos poblaciones. Tal vez
esto se deba a posibles interacciones entre las subpoblacio-
nes gue constituyen las c&lulas Tt. La du;:aciﬁn del ciclo -

celular de los linfocitos Tt en un punto intermedio a la es-
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timada para las c&lulas CD4+ y CD8+, resulta lSgica si se --
tiene presente que los linfocitos Tt corresponden fundamen-—-

talmente a una mezcla de cé&lulas CD4+ y CDB+.

Independientemente de la simultaneidad o no en el -
inicio de la proliferacifn de los diferentes tipos celulares
estudiados, la duraci®n del ciclo celular en cada una de las

mismas es5 diferente y constante.

Las variaciones interindividuales en las proporcio-
nes de los tres tipos de metafases de las c&lulas Ch4+, CD8+
y Tt en cada uno de los intervalos horarios, puede deberse a
dos factores: a) a una real variacifn interindividual y bh) a

factores inherentes a las condiciones de cultivo.

El hecho de gue el ciclo celular sea mis lento en -
las c8lulas CD4+ puede ser el resultado de una interacciég -
con las c8lulas inductoras de supresi®n que forman parte de ~
las mismas CD4+ (134,135). Este tipo celular puede identifi-
carse con el anticuerpo monoclonal OKT17 (136), o el WR1l6 --
{137). M8&s adn, algunas cBlulas CD4+ pueden transformarse en
poblaciones con fenotipo CD8+ y adoptar la funcibn supresora
A{{38,133) la cual puede contribuir a retardar el ciclo celu--

lar.

Se ha consideradc gque la estimulacifn de las c&lu--

las T por antigeno o mitégeno, se puede dividir en dos esta-
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dfos {140), los cuales se presentan en forma esquemitica en

la figura 2:

En el primero el mitSgeno o antigeno y la interleu
cina 1 {IL-l) producida por los M/® (141,142), inducen a los
linfocitos T a pasar de su periodo Go, a un pericdo inicial

de activacitn Gl.

El segundeo involucra a la interleucina 2 {(IL-2), =~
producida preferentemente por la subpoblacifin celular CD4+,
{143,144,145). La IL-2 permite a los linfocitos T continuar
a través de la fase S del ciclo celular y para elercer su --
efecto depende de su concentracifn, de la densidad de su re-
captor y de la duracifn en la interaccifn receptor-interleu-

cina (146}.

El ciclo celular mds corto de las c&lulas CDB+, ob
servado en el presente trabajo, puede ser explicado desde =--
varios puntos de vista. Por una parte, las c&lulas CDB+, res
ponden preferentemente a la IL-2 (143,144) y ademds, el re--
ceptor de esta interleucina aé expresa ripidamente (147), =--
Por otra parte, algunas células CD8+ son capaces de transfor
margse en CD4+ {138,14B), debido a esto podria existir una --
cantidad mayor de IL-2 disponible que la producida normalmen
te por las CDB+. Por fltimo, debido a la funcifn de contra-

supresifn de las c#lulas CDB+, las CD4+ ejercen una funcifn
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de ayuda (149) mis intensa gue la normal y de esta manera --
tambi&n se incrementa la concentracifn de IL-2 en los culti-

VOB,

El hecho de encontrar metafases de primera divi--
sién en los Gltimos intervalos horarios, muestra queée aGn en
las c&lulas CD4+ y CDB+ existen tiﬁos celulares con una res-
puesta muy lenta a la estimulacisn con PHA, tal como se ha -
observado en cultivos celulares con sangre total (49,50,117,

118,119).

En conclusifn, los resultados del presente trabajo

muestrans:

a) Que las subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+
difieren marcadamente en la duracifn de su ciclo

celular,

b) Que dentro de las c&lulas CD4+ y CD8+ se cbserva
una evidente heterogeneidad en la frecuencia de

ICH/cé&lula.

Da acuerdo con los hallazgos mencionades, serfa ==
conveniente discriminar con mayor precisifn, si los resulta=-
dos cobtenidos en la duracisn del ciclo celular en cada una -
las subpoblaciones estudiadas, es la resultante de ciclos --

diferentes de los subtipos celulares que las integran. Para
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confirmar esta posibilidad seria necesario estudiar por sepa
rado las cé&lulas de ayuda, inductoras, supresoras y citot&xi
cas. De la_misma manera, con el propSsito de determinar si

existe en realidad subtipos celulares mis sensibles a la in-
duccifn de ICH dentro de lap subpoblaciones de linfocitos —-
CD4+ y CDB+, seria reconendable hager aestudios de expos;cién
de los diferentes subtip&s celulares mencionados a agentes -~

que inducen ICH.
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